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Przedmowa do wydania trzeciego

W przedmowie do drugiego wydania wspomina-
tem przetomowy dla biologii molekularnej i ge-
netyki rok 1953, w ktérym to James D. Watson
i Francis Crick przedstawili model struktury
DNA. Przy okazji obecnego wznowienia ksiazki
warto przypomnie¢ nie mniej przelomowy, a mo-
ze 1 wazniejszy, jezeli chodzi o Swiadomos¢ spo-
feczna, rok 1859, kiedy to ukazala si¢ praca
Karola Darwina zatytulowana O powstawaniu
gatunkow. W obchody 150 rocznicy ukazania si¢
dzieta Darwina wpisuja si¢ opublikowane w 2009
roku wyniki badan szkieletu Ardipithecus rami-
dus. Ardi zyla na terenach dzisiejszej Etiopii
ponad 4,4 miliondw lat temu i, jak si¢ wydaje, jej
szczatki sg najstarszym znanym do tej pory do-
wodem ewolucji homonidow. Niejako dopetnie-
niem tych informacji, pokazujagcym dodatkowo
nowe mozliwoSci technologii molekularnych,
jest poznanie i opublikowanie sekwencji DNA
genomowego (jadrowego i mitochondrialnego)
mezczyzny, z kregu kultur paleoeskimoskich,
zyjacego ponad 4000 lat temu na Grenlandii.
Zrdédtem DNA byly znalezione w wiecznej
zmarzlinie jego wiosy. Wstepna analiza poréw-
nawcza, oparta mi¢dzy innymi na markerach
typu SNP, wskazala na azjatyckie pochodzenie
i pokrewiefistwo z obecnie Zyjacymi na Syberii
populacjami Czukczoéw, Koriakéw i Nganasan
(dawna nazwa Tawgijczycy). Craig Venter nato-
miast, analizujac genom Mycoplasma genitalium,
okresli minimalng liczbe genoéw niezbednych do
zycia bakterii, a w 2010 roku odtworzyl syn-

tetycznie taki genom i wykazal jego aktywnosc biolo-
giczna.

Od poprzedniego wydania ksigzki uplywa pig¢ lat.
To czas w genetyce molekularnej cziowieka, ktory
obfitowal w nowe informacje bedace rezultatem
projektu poznania pelnej sekwencji nukleotydowej
genomu czlowieka. To przede wszystkim badania
i gromadzenie informacji umozliwiajacych spojrze-
nie na nasz genom od strony osobniczej, a nie tylko
gatunkowej. Tak jak w poprzednich latach akcenty
zainteresowania genetykOw i biologow przesuwaly
si¢ z chorob monogenowych na choroby komplekso-
we, tak teraz obok badan nad patologia molekularng
obserwuje si¢ znaczny wzrost zainteresowan podat-
noscig na wystepowanie chorob, a genetyczne czyn-
niki ryzyka w coraz wigkszym stopniu postrzegane sa
przez pryzmat wariantow (alleli) genu/genéw. Zmia-
ny te sa rOwniez konsekwencja dalszego postepu
technologicznego. Warto wspomnieé, ze zsekwen-
cjonowanie w 2007 roku genomu Jamesa Watsona
kosztowato okoto 1 milion dolarow USA. Obecnie
szacuje sie, ze koszt poznania sekwencji genomu
dowolnej osoby bedzie si¢ ksztaltowal w granicach
1000 dolarow USA.

Wydanie trzecie nie ro6zni si¢ zasadniczo od po-
przedniego. Osig ksigzki pozostaly prawa Mendla,
zasady dziedziczenia i DNA z zakodowang informa-
cja genetyczng. W niewielkim stopniu zmieniono
uktad rozdzialéw, zaktualizowano i uzupeiniono in-
formacje tak z zakresu patologii molekularnej, jak
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i nowych metod analitycznych. Nowymi waznymi
rozdziatami s3 ,,Nutrigenetyka” i ,,Bioinformaty-
ka”. Nutrigenetyka to kolejny, po farmakogenetyce,
przykiad wzajemnych relacji migdzy osobnicza
informacja zapisang w genomie a Srodowiskiem.
Farmakogenetyka koncentruje si¢ na metaboliz-
mie lekOw, nutrigenetyka za$§ obejmuje metabo-
lizm sktadnikéw odzywczych. Rozdzial poswie-
cony bioinformatyce to przedstawienie, dostep-
nych w Internecie, narzedzi niezbednych w pracy
biologa molekularnego. Duzo miejsca poswiecono
nowym technologiom, a takze metodom, takim jak
molekularna nieinwazyjna diagnostyka prenatal-

na. Rozdzial poSwigcony zagadnieniom prawnym
towarzyszacym badaniom genetycznym porusza do-
datkowo szereg problemow miejscami przekracza-
jacych ramy ksigzki.

Sposrod nowych pozycji wydawniczych z zakresu
genetyki i biologii molekularnej, jakie ukazaly si¢
w ostatnich latach w jezyku polskim, nalezy wymieni¢
drugie, zmienione wydanie Genomow T.A. Browna
(Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2009).
Warta polecenia jest rowniez wiecej niz popularnonau-
kowa ksiazka J. Watsona i A. Berry’ego DNA tajemni-
ca zycia (Wydawnictwo CiS i W.A.B., Warszawa 2005).

Jerzy Bal
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Zakres zastosowan diagnostyki molekularnej

w medycynie

Jerzy Bal, Tadeusz Mazurczak

Poznanie informacji genetycznej cztowieka (sek-
wengcji nukleotydowej calego genomu) w sposob
radykalny zmienia spojrzenie na medycyne.
Przypominajac Anatomie czlowieka Andreasa
Wesaliusza z 1543 roku, ktora odegrata wazna
role w rozwoju medycyny, McKusick proponowat
dla badania struktury i zmian w genomie wprowa-
dzenie okre$lenia ,,anatomia genomu”. Konsek-
wentnie porOwnywanie genomdow to ,,anatomia
pordwnawcza i rozwojowa”, badanie ekspres;ji ge-
now to ,,anatomia czynnosciowa i patologiczna”.
Nie przesadzajac aktualnoSci proponowane;j ter-
minologii, nie ulega watpliwosci, ze wspolczesna
medycyna postrzegana jest jako medycyna mole-
kularna. Wczesniejsze i doktadniejsze rozpozna-
wanie chordb, postep w leczeniu, nowe mozliwos-
ci rokowania rozwoju choroby i profilaktyka to
praktyka wspolczesnej medycyny.

Rozw(dj metod analizy genomu towarzyszacy
postepowi medycyny molekularnej powoduje, ze
coraz powszechniej znajduja one zastosowanie
w diagnostyce rutynowej. W klasycznym badaniu
cytogenetycznym oceniana jest morfologia chro-
mosomOw. Analiza kwasow nukleinowych
umozliwia badanie sekwencji nukleotydow
czasteczki DNA czy RNA. Nowe technologie
powoli zacieraja te rOznice, a tradycyjny podzial
traci na aktualnosci.

Klasyczne badania cytogenetyczne z powo-
dzeniem s3 wykonywane w laboratoriach diag-
nostycznych od poczatku lat szeS$¢dziesigtych
XX wieku. Przetomowi lat siedemdziesigtych

1 osiemdziesigtych zesztego stulecia towarzyszylo
stopniowe wprowadzanie techniki analizy DNA. For-
malne zakoficzenie, na poczatku XXI wieku, progra-
mu sekwencjonowania genomu cztowieka zaowoco-
walo pokonywaniem kolejnych barier metodycznych
oraz istotnym przyspieszeniem badan nad wykorzys-
taniem metod biologii molekularnej w diagnostyce
medycznej. Hybrydyzacja in situ czy tez sekwencjo-
nowanie DNA s3 juz rutynowymi technikami diag-
nostycznymi. Rowniez w Polsce, w wielu laborato-
riach powstalych gidéwnie przy zaktadach genetyki
medycznej, techniki te s3 wprowadzane do codzien-
nej praktyki badawczej. Dzigki nowym technologiom
badania i diagnostyka molekularna ulegly kolejnym
przeobrazeniom. Wprowadzenie —mikromacierzy
umozliwia nie tylko zwiekszenie liczby analiz, ale tak-
ze, jak w przypadku poréwnawczej hybrydyzacji geno-
mowej, identyfikacje delecji czy duplikacji o wielkosci
nawet kilku kpz, co w klasycznej cytogenetyce byto
nieosiggalne. W jednym eksperymencie mozna obec-
nie identyfikowa¢ markery w calym genomie czy
analizowac ekspresje rownocze$nie setek genow. Ko-
lejne przyspieszenie przynosza z soba metody geno-
mowego sekwencjonowania DNA. W tym jednak
przypadku wydaje sie, ze uzyskana ilo§¢ informacji
znacznie przewyzsza mozliwos$¢ ich wykorzystania,
zarOwno w §wietle obrobki informatycznej, jak i wie-
dzy, ktéra obecnie dysponujemy.

Zwiekszajacy sie zakres badan molekularnych
w medycynie 13czy sie jednak przede wszystkim z za-
adaptowaniem do celéow diagnostyki laboratoryjnej
techniki PCR — enzymatycznego powielania fragmen-
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Tabela I-1. Zakres zastosowan diagnostyki molekularnej w medycynie

Specjalnosci

Zastosowanie

e genetyki klinicznej

* onkologii

Zasadniczo wszystkie
specjalnosci medyczne
ze szczegblnym
uwzglednieniem:

* wirusologii

* bakteriologii

¢ parazytologii

» farmakogenetyki
e transplantologii
 epidemiologii

* diagnostyka

* patologia molekularna

* badania przesiewowe

* badania prognostyczne

* monitorowanie terapii

* ustalanie pokrewienstwa

* badanie $ladéw
biologicznych

* medycyny sadowej

tow DNA. Dzigki tej technice ulegta zwigkszeniu
czutos¢ i specyficzno$¢ badan. Zaowocowato to
licznymi zastosowaniami w analizie mikro$§ladow
biologicznych, ale rowniez i w badaniu np.
wymarlych gatunkOéw zwierzat czy roSlin.
Obecno$¢ DNA wykryto metoda PCR miedzy
innymi w liczacych okolo 135 milionow lat
okazach owaddw zatopionych w bursztynie czy
liczacych 5-7 tysiecy lat zmumifikowanych zwlo-
kach faraonow. Znaczacym wynikiem tego typu
badan, ktory zapewne na state znajdzie miejsce
w historii genetyki cztowieka, byto wykazanie
przyczyny Smierci dziecka, ktorego szczatki li-
czace kilka tysiecy lat odkopano w Izraelu. Wy-
kazano, ze prawdopodobna przyczyna $mierci
byla B-talasemia. Wprowadzenie do diagnostyki
medycznej techniki PCR uproscifo réwniez pro-
cedury badawcze, umozliwiajac ich automatyza-
cje i wytworzenie wielu rodzajow ogolnie dostep-
nych testow.

Ciagle poszerza si¢ zakres zastosowan biologii
molekularnej w medycynie (tab. I-1). Poszerza si¢
rOwniez zakres mozliwosci genetyki medyczne;j.
Na przyktad w 1995 roku zidentyfikowano nie-
spetna 60 gendw, w tym geny, ktorych defekty sa
odpowiedzialne za wystapienie zespotu Aperta
i zespotu Cruzona (receptor 2 czynnika wzrostu
fibroblastow), zespotu Sanfillipo A, zespotu Bloo-
ma, zespolu Werdniga—Hoffmana, raka piersi
czy choroby Alzheimera (presenilina 1 i preseni-
lina 2). W 2003 roku poinformowano o zsekwen-
cjonowaniu calego genomu jadrowego czlowie-
ka i poznaniu jego wszystkich 25 000 genow
struktury. Nie jest to jednak réwnoznaczne
z poznaniem podtoza molekularnego wszystkich
chor6b uwarunkowanych genetycznie. Zbadanie
ekspresji poszczegOlnych gendw i okreSlenie
zwiazku miedzy defektem w DNA a wystepo-

waniem zmian fenotypowych, czy tez odwrotnie,
wymaga wielu lat badan. Ponadto nalezy pamietac,
ze ustalenie takich zaleznoSci jest stosunkowo fatwe
w przypadku chorob dziedziczacych si¢ jako cecha
monogenowa. Okreslenia wspdlzaleznosci dla cho-
rob warunkowanych przez wiele genoéw nalezy ocze-
kiwa¢ od nowych technologii dopiero wkraczajacych
do biologii.

Na szczeg6lne podkreSlenie zastuguje wzrastajace
znaczenie cytogenetyki i analizy molekularnej w on-
kologii. Zgromadzone wyniki umozliwiaja w wielu
przypadkach wczesne rozpoznanie obecno$ci komo-
rek nowotworowych, okreslenie przebiegu choroby,
a w wielu — wybranie rodzaju terapii. Analiza mole-
kularna gendw zgodnosci tkankowej jest badaniem
nieodlacznie zwigzanym z transplantologia. Nowe
metody badawcze umozliwiajg tez niezwykle precy-
zyjne przeSledzenie pokrewienstwa wsrdd cztonkow
badanej rodziny w sytuacji czy to spornego ojcostwa,
czy identyfikacji mikro$§ladow. Szczegdlna rol¢ i zna-
czenie metod biologii molekularnej nalezy dostrze-
ga¢ w diagnostyce chordb infekcyjnych, inwazyjnych
i pasozytniczych. W tym przypadku wyjatkowo duzy
postep dokonat si¢ w diagnostyce wolno rosnacych
lub trudnych do hodowli patogenéw. Dzigki moz-
liwosci analizy bakteryjnego rybosomowego RNA
(rRNA) czutos¢ stosowanych technik zwickszyla si¢
przeszio tysiagc razy. Dostgpne handlowo zestawy
diagnostyczne umozliwiaja identyfikacje okreslo-
nych patogenoéw (np. M. pneumoniae) w materiale
biologicznym, przy czym przeprowadzenie badania
trwa okoto dwoch godzin.

Identyfikacja genow, ktorych defekty sa odpo-
wiedzialne za choroby uwarunkowane genetycznie,
oraz rozwdj metod analizy kwasow nukleinowych
stanowig rOwniez podstawe do wprowadzania no-
wych typdw leczenia w medycynie. Wynikom pierw-
szych prob klinicznych terapii genowej niektdrych
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chordb dziedzicznych i nowotworowych towa-
rzyszy ostrozny optymizm. Nalezy pamietac, ze
nadzieje zaro6wno badaczy, jak i chorych wobec
tej nowej koncepcji leczenia byly i sa nadal
ogromne. Jest to tym bardziej zrozumiate, ze
dotychczas stosowane metody terapii charakte-
ryzuja si¢ brakiem skutecznosci lub matg sku-
teczno$cia wobec wigkszosci chordb genetycz-
nych. Niezaleznie od mnogosci problemow natury
biologicznej i technologicznej, ktore trzeba jesz-
cze wyjas$ni€ i rozwigzaé, wydaje sie, ze w ciagu
najblizszych lat terapia genowa stanie si¢ metoda
z wyboru w leczeniu niektorych chordb dzie-
dzicznych, nowotworowych oraz pewnych cho-
rob infekeyjnych. Terapia genowa dopiero puka
do drzwi medycyny. Nie oznacza to jednak, ze
jesteSmy catkowicie bezradni w leczeniu choréb
dziedzicznych. W tzw. chorobach metabolicz-
nych suplementacja enzymatyczna, mimo olbrzy-
mich kosztow jednostkowych, prowadzona jest
rOowniez w Polsce.

Wraz z poszerzaniem naszej wiedzy i rozwojem
narzedzi analizy genomu uczestniczymy w zmianie
priorytetdw, jakimi kieruje si¢ genetyka medycz-
na. Z jednej strony dotyczy to zwigkszonego
zainteresowania genetycznie uwarunkowanymi
chorobami cywilizacyjnymi, a z drugiej indywidu-
alizacja medycyny. Diagnostyka genetyczna be-
dzie obejmowac identyfikacje osob o zwickszonej
predyspozycji do wystapienia takich schorzen, jak
nadci$nienie, cukrzyca czy choroby psychiczne.
Juz obecnie wykrywane sa mutacje czy markery
w specyficznych genach, okreslajace podatnosé
zachorowania na wiele typow nowotworow,
w tym raka sutka, raka gruczotu krokowego czy
czerniaka. Badanie osobniczych predyspozycji
genetycznych najlepiej ilustruja mozliwosci far-
mako- i nutrigenetyki.

Farmakogenetyka zajmuje si¢ genetycznie
uwarunkowana zmiennoScia reakcji organizmu
na leki. Zmienno$¢ ta, odzwierciedlajac zrozni-
cowanie populacyjne, moze mie¢ charakter nieo-
czekiwany, niepozadany, a czasami wrecz zagra-
zajacy zyciu. Mozliwos¢ identyfikacji metodami
molekularnymi genotypéw warunkujacych tego
rodzaju reakcje jest juz wykorzystywana w medy-
cynie do optymalizacji farmakoterapii. Zmien-

nos¢ osobnicza a stopiefi tolerancji na skfadniki
pokarmowe lezy dla odmiany u podstaw nutrigene-
tyki. Ta stosunkowo nowa dziedzina nauki o czto-
wieku koncentruje si¢ na badaniu uwarunkowane;j
genetycznie rdéznorodnej tolerancji na skladniki
pokarmowe.

Praktycznym przejawem wykorzystania metod
biologii molekularnej w rutynowej diagnostyce me-
dycznej jest powszechny dostepnych do ponad 2000
roznych testow genetycznych. Osiagniecia biologii
molekularnej i mozliwosci manipulacji genetycznych
rodza jednak problemy spofeczne, etyczne i prawne,
ktore towarzysza poznawaniu i ,,wgladowi” w ludzki
DNA. Wiele watpliwosci reguluje kodeks lekarski.
Poniewaz jednak w molekularna diagnostyke klinicz-
na zaangazowani sg rowniez specjaliSci z dziedzin
pozamedycznych, tworzone nowe normy prawne po-
winny rozwiazywa¢ mozliwie wszystkie niejasnoSci
istniejace na tym polu. Dotyczy to warunkow i kryte-
riow kwalifikacji osob do badan molekularnych (wa-
runek Swiadomej zgody) oraz sposobu przechowywa-
nia informacji i dostepnosci do danych uzyskanych
w wyniku analizy DNA. Wydaje sig, ze poza okreSlo-
nymi prawnie wyjatkami tylko osobom najbardziej
zainteresowanym, a wiec chorym lub zagrozonym
wystapieniem schorzenia, powinno przystugiwac
prawo do uzyskania informacji na ten temat. Ujaw-
nianie ich szerszemu gronu os6b moze bowiem na-
ruszaé prawa jednostki lub grupy oséb.

Wprowadzenie metod analizy molekularnej do
diagnostyki medycznej sprawia, ze umiejetnosc¢ ,,mys-
lenia genetycznego” jest jednym z zasadniczych ele-
mentow edukacji wspolczesnego lekarza. Znajomosé
podstaw genetyki medycznej, w tym cytogenetyki
i genetyki molekularnej, staje si¢ niezbedna zaréwno
dla racjonalnego, odpowiadajacego poziomowi
wspolczesnej wiedzy i mozliwo$ciom, planowania
badan diagnostycznych, wtasciwej interpretacji uzys-
kanych wynikdéw, jak i indywidualizacji leczenia.

Pismiennictwo uzupetniajgce

1. Strachan T., Read A.P.: Human molecular genetics. Wyd. 4.
Garland Sciences, 2011.

2. Zastosowania biologii w medycynie a godnos¢ osoby ludz-
kiej. Aspekty etyczne i prawne. Red. T. Mazurczak. Wy-
dawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2003.
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I.1. Podstawy genetyki
molekularnej

[1.1.1. Kwas deoksyrybonukleinowy
i jego replikacja
Podstawowa jednostka organizacji DNA jest nu-

kleotyd. Zbudowany jest on z trzech elementow:
cukru, zasady azotowej (adeniny, guaniny, cytozy-

ny lub tyminy) oraz reszty kwasu fosforowego.
Skfadnikiem cukrowym jest piecioweglowa deo-
ksyryboza. Cukier ten, fgczac si¢ z zasada, tworzy
nukleozyd. W zaleznoSci od zasady wchodzacej
w jego sktad, nukleozyd z przytaczong reszta fosfo-
ranowa to jeden z czterech nukleotydow: A, G, C
lub T. Nukleotydy, faczac si¢ ze soba, tworza tan-
cuchy. DNA jest wiec wielkoczasteczkowym poli-
merem deoksyrybonukleotyddw.

Model struktury kwasu deoksyrybonukleinowe-
go zostal zaproponowany przez Watsona i Cricka

szkielet fosforanowo-cukrowy

5

3

wigzanie wodorowe

’47 pojedynczy skret = 3,4 nm 4>|

Rycina lI-1. Budowa podwdjnej helisy DNA
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Rycina II-2. Wielko$¢ genoméw réznych organizméw

w 1953 roku. Zgodnie z nim czasteczka DNA
sktada si¢ z dwoch przeciwbieznych tancuchow
nukleotydowych skreconych spiralnie wokot sie-
bie. Orientacj¢ fancuchéw ulatwia to, ze reszta
fosforanowa taczaca nukleozydy przylacza si¢ do
wegla 3' jednego cukru i 5' sgsiedniego. Lancuchy
spirali zorientowane sg wigc: jeden od konca 5' do
3', a drugi od konca 3' do 5'. Konstrukcja tej helisy
utrzymywana jest miedzy innymi dzieki tworzeniu
si¢ migdzy zasadami obu taficuchow wigzan wodo-
rowych. Szkielet stanowia sktadniki cukrowo-fos-
foranowe, a zasady usytuowane sa w Srodku czas-
teczki. Ukfad zasad w jednym fafcuchu
determinuje ich uktad w drugim w mysSl regutly, ze
adenina Igczy si¢ zawsze z tyming, a cytozyna —
z guaning. Lancuchy w tak zbudowanej czasteczce
DNA okreSla si¢ jako komplementarne (ryc. II-1).
Roznice miedzy czasteczkami DNA pochodzacymi
z odmiennych organizméw dotycza topologii czas-
teczki, sekwencji nukleotyddw i dlugoSci tancucha.
W zalezno$ci od organizmu liczba nukleotydoéw
w jednej czasteczce DNA wynosi od 10° do 10"
(ryc. II-2). Wzajemne zaleznos$ci nukleotydow
w DNA okreSla si¢ stosunkiem A + T/G + C. Jest
to wielko$¢ charakterystyczna i stala dla DNA kaz-
dego organizmu.

Replikacja DNA jest procesem, ktory poprze-
dza podziat komorki. W jej wyniku powstaja kopie
macierzystego DNA rozdzielane nast¢pnie do ko-
morek potomnych. Odwzorowaniu podlega osob-
no kazda z nici DNA. Replikacja jest katalizowana
przez skomplikowany kompleks enzymatyczny, za-
wierajacy enzymy rozplatajace helis¢ DNA (heli-
kazy DNA), biatka stabilizujace jednoniciowy
DNA oraz co najmniej trzy rézne polimerazy
DNA. Te ostatnie enzymy powoduja polikonden-

rodzicielska podwadjna helisa DNA

:

<

replikacja

>\reilikacja

potomne helisy DNA

Rycina II-3. Model semikonserwatywnej replikacji DNA. W kaz-
dej rundzie replikacyjnej, poprzedzajacej podziat komorki, obie
nici sg wykorzystywane jako matryce do syntezy komplemen-
tarnego tancucha. Powstajgca w ten sposdb podwdjna helisa
sktada sie zawsze z tancucha starego i nowego, a przekazy-
wany zapis informacji genetycznej nie ulega zmianie
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sacje deoksyrybonukleotydow na matrycy, ktora sa
obie nici rodzicielskiego DNA. W wyniku replikacji
prowadzonej zgodnie z zasada komplementarnos-
ci powstaja wiec dwie identyczne czasteczki dwu-
niciowego DNA, z ktdrych kazda zawiera nic stara
(rodzicielska) i ni¢ nowa. Taki typ replikacji jest
okreslany jako semikonserwatywny (ryc. 11-3).

W organizmach eukariotycznych replikacja za-
chodzi z szybkoscia okolo 50 nukleotydow na se-
kunde. Jej swoistos¢ jest przy tym bardzo duza.
Jeden btad zdarza si¢ przecigtnie raz na 10° nowo
wstawianych nukleotydow. Ewentualne biedy mo-
g3 by¢ naprawiane juz w czasie trwania replikacji
przez same polimerazy DNA lub tez przez specjal-
ne wieloenzymatyczne systemy naprawcze. Wigk-
szo§¢ pozostatych uszkodzen jest naprawiana
przed kolejna runda replikacji DNA. Konsekwen-
cja nienaprawionych btedow sa mutacje prowa-
dzace do zmiany w sekwencji DNA. Zmiany te sa
utrwalane w nastepnych rundach replikacyjnych.

[1.1.2. Odczytywanie informacji
genetycznej

W DNA, w jego sekwencji nukleotydéw, jest zako-
dowana informacja o strukturze i rodzaju biatek,
roznych klasach RNA oraz o wtasciwoSciach regu-
lacyjnych genéw. Odczytywanie informacji dotycza-
cej biatek odbywa si¢ w dwoch etapach. W pierw-
szym, zwanym transkrypcja, po rozpleceniu helisy,
jednoniciowe fragmenty DNA sg przepisywane na
czasteczki informacyjnego RNA (ang. messenger
RNA, mRNA). W drugim etapie, translacji, sek-
wencje nukleotydowe mRNA zostajg przettuma-
czone na sekwencje aminokwasow. W procesie
translacji jest niezbedny udziat transferowych kwa-
sow nukleinowych (tRNA) oraz rybosomow.

RNA, podobnie jak DNA, jest polimerem nu-
kleotydow. Réznice w stosunku do DNA polegaja
na tym, ze ryboza zastepuje deoksyryboze, a uracyl
(U) zastepuje tymine (T). RNA wystepuje prze-
waznie w formie jednoniciowej. Przestrzennie jest
to czasteczka bardzo pofatdowana, cho¢ w zasa-
dzie nie tworzy dtugich struktur dwuniciowych,
komplementarne fragmenty nici moga si¢ ze soba
taczyc.

W organizmach eukariotycznych synteza RNA
odbywa si¢ w obrebie jadra komdrkowego. Trans-
krypcji gendow kodujacych biatka dokonuje specy-
ficzna polimeraza RNA, ktorej w jadrze komorko-
wym jest okoto 40 000 czasteczek. Lancuch RNA
jest syntetyzowany z rybonukleotydéw na matrycy,

ktora jest rozpleciony jednoniciowy fragment czas-
teczki DNA. Naprzeciwko znajdujacych sie w DNA
deoksyrybonukleotydow G, C, T, A, zgodnie z za-
sada komplementacji, w nici RNA sa wstawiane
odpowiednio rybonukleotydy: C, G, Ai U.

U organizmdw eukariotycznych tylko w nielicz-
nych przypadkach obserwuje si¢ prosta zaleznos¢
miedzy sekwencja genu kodujacego biatko a sek-
wencja transkryptu. Sekwencja nukleotydow pier-
wotnego transkryptu (pre-mRNA) moze by¢ bo-
wiem zmieniana w procesie dojrzewania RNA.
Proces ten jest wieloetapowy i obejmuje rozne typy
modyfikacji transkryptu, sktadanie genoéw i nie-
kiedy jego koficowe redagowanie.

W etapie modyfikacji zmianom ulegaja oba
konce transkryptu (ryc. II-4). Do kofica 5' zostaje
przylaczona 7-metyloguanozyna, tzw. czapeczka,
a do konca 3', w wiekszosci znanych transkryptow
(wyjatkiem s3 transkrypty gendw kodujacych
biatka histonowe), ogon zlozony z poli(A). Rola
czapeczki jest zabezpieczenie transkryptu przed
atakiem enzymo6w nukleolitycznych, ufatwianie
transportu transkryptu z jadra do cytoplazmy. Cza-
peczka odgrywa rowniez role w procesie wycinania
intronéw oraz w inicjacji translacji. Modyfikacja
koficow decyduje o stabilno$ci i trwatosci trans-
kryptu. Usuniecie czapeczki, a takze stopniowe
odcinanie ogona poli(A) redukuje trwalos¢
mRNA. Niekodujaca czg$¢ moze nieS¢ w sobie in-
formacje o tkankowo specyficznej trwatosci trans-
kryptu. Modyfikacje koncow zachodza w jadrze
komoérkowym i odbywaja sie mniej wigcej w tym
samym czasie.

W przypadku genoéw kodujacych biatka, w pro-
cesic skladania transkryptu (ang. splicing)
z pre-mRNA s3 wycinane fragmenty zwane intro-
nami. Pozostate fragmenty — eksony sa faczone ze
soba, a powstaly w ten sposob mRNA zawiera
ciggta informacje o strukturze peptydu, chociaz nie
wszystkie eksony ulegaja translacji.

Znanych jest kilka mechanizmdw sktadania ge-
néw. Samowycinanie obserwuje si¢ migdzy innymi
w genach mitochondrialnych. W jadrowych genach
kodujacych biatka u Eukaryota w mechanizmie
sktadania gendw bierze udziat wiele bialek oraz
specjalne klasy matych jadrowych RNA, zwanych
snRNA. Odszukanie miejsca cigcia czasteczki
RNA jest ulatwione przez zachowanie na wszyst-
kich stykach intron/ekson/intron takich samych lub
bardzo podobnych sekwencji nukleotydow. Z re-
guly kazdy intron zaczyna si¢ od sekwencji GT,
a konczy AG. Proces wycinania introndw jest nie-
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Rycina 11-4. Schemat ekspresji genu eukariotycznego kodujacego biatko

zwykle precyzyjny. Pominigcie lub zamiana nawet
jednego nukleotydu w charakterystycznej sekwen-
cji na styku intron/ekson czy ekson/intron jest
rownoznaczna z mutacja. Role we wlasciwym pro-
cesie wycinania przypisuje si¢ tzw. miejscu rozga-
fezienia (ang. branch site) znajdujacemu si¢ blisko
kofica kazdego intronu.

Introny sa roznej dtugosci ,,wstawkami” w sek-
wencji genu. W liczacym np. 18 kpz genie pro-a-1
kolagenu znajduje si¢ 50 r6znej dtugosci intronow.
Stanowia one niekiedy znaczng cz¢$¢ samego ge-
nu. Ponad 65% sekwencji genu insuliny to sekwen-
cje intronowe. W genie kodujacym polimeraze
DNA introny stanowia 95% sekwencji genu.
W genie CFTR jest ich 97,6%, a w genie DMD az

99,4%. Introny, po wycigciu, moga ulec degradacji
albo po odpowiedniej obrobcee by¢ Zrédtem nieko-
dujacych regulatorowych czasteczek RNA.

Dotychczas brak jest petnej odpowiedzi na py-
tanie dotyczace funkcji sekwencji intronowych,
a takze tego, kiedy pojawily si¢ w trakcie ewolucji.
Obecnos¢ introndw, ich wycinanie, wykorzystywa-
nie alternatywnych miejsc skiadania genu oraz
procesy tasowania czy duplikacji to mechanizmy,
ktore obok powstawania mutacji sprzyjaja two-
rzeniu sie réznorodnosci molekularnej i powigk-
szaniu zasobu informacji genetycznej.

Transkrypt, ktory nie przeszedl modyfikacji
i obrobki, nie jest zdolny do przemieszczenia si¢
z jadra do cytoplazmy, gdzie odbywa si¢ wlasciwe
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odczytanie zawartej w nim informacji genetyczne;.
Liczba transkryptéw kodujacych biatka (ulega-
jacych ekspresji) stanowi jedynie niewielki procent
transkryptomu. O funkcji regulatorowego RNA,
szczegOlnie malych RNA, takich jak miRNA czy
sRNA, wiemy coraz wigcej, ale — jak si¢ wydaje —
w 2011 roku jesteSmy na poczatku drogi.

Na modyfikacji i obrobce transkryptu nie koniczy
si¢ proces dojrzewania mRNA. Transkrypt moze
bowiem podlegac jeszcze redagowaniu. Proces
ten zostal po raz pierwszy opisany dla transkryp-
tow mitochondrialnych Swidrowcow, ale wystepuje
rowniez u roSlin i zwierzat, w tym u czlowieka.
Wydaje si¢ obecnie, ze moze on dotyczy¢ wigkszej
liczby transkryptow, niz wczesniej myslano. W cza-
sie redagowania transkrypt wzbogaca si¢ o posz-
czegodlne nukleotydy lub traci je. Proces ten zacho-
dzi stopniowo od kofica 3' do 5' i obejmuje rézne
czeSci transkryptu. W wyniku redagowania moga
powsta¢ nowe otwarte ramki odczytu, nowe
miejsca startu translacji czy tez sekwencje okreSla-
jace miejsce wycinania intronu. U $widrowcow
informacji niezbednej do redagowania dostarczaja
krotkie, kilkudziesigcionukleotydowe tzw. napro-
wadzajace RNA (ang. guide RNA, gRNA). Przy-
puszczalnie czasteczki gRNA, stanowiac matryce,
zgodnie z ktéra dokonuje si¢ redagowanie trans-
kryptu, wspoOluczestnicza tez w samym procesie
enzymatycznej wymiany nukleotydow. Redagowa-
nie mRNA jest jednym z mechanizmdw regulacji
ekspresji gendéw. Poniewaz proces ten zmienia si¢
wraz ze stadium rozwoju czy z wiekiem, stopniowa
utrata zdolnoSci redagowania moze by¢ jedna
z oznak starzenia si¢ organizmu.

Czasteczki kwasow nukleinowych i bialek sa
zlozone z jednostek uszeregowanych w fancuchy.
W przypadku DNA i RNA jednostkami tymi sg
nukleotydy, a w przypadku biatek — aminokwasy.
Istota kodu genetycznego jest to, ze sekwencja
nukleotydow okresla rodzaj i kolejno$¢ aminokwa-
sow w biatkach. Kod genetyczny jest taki sam
dla wszystkich organizmow zyjacych na Ziemi.

Informacja genetyczna jest cecha charakterys-
tyczng danego organizmu i jest zawarta w DNA,
doktadniej w nici kodujacej. Do wyjatkow naleza
jedynie niektdre typy wirusow przechowujace swo-
ja informacj¢ genetyczng w RNA. W dalszym ciagu
tego rozdziatu sekwencje nukleotydéw beda poda-
wane zgodnie z tymi, jakie wystepuja w RNA.

Informacja genetyczna jest zapisana w pos-
taci trojek nukleotydow stanowiacych podstawowa
jednostke zwang kodonem. Poniewaz czasteczka

kwasu nukleinowego jest polimerem czterech roz-
nych nukleotyddéw, to liczba mozliwych trypletow
(kodondéw) wynosi 64 (4°) (patrz ryc. XIV-1). Spo-
§rod 20 aminokwasow wchodzacych w sktad biatek
wiekszos$¢ jest wiec kodowana przez wiecej niz
jeden tryplet. O takim kodzie mowi sie, ze jest
zdegenerowany. Trzy sposrdd 64 trypletow: UAA,
UAG i UGA nie kodujg zadnego aminokwasu i
sygnalizuja koniec syntezy polipeptydu. Okreslane
sa one jako kodony stop lub nonsens.

Wsrdd trypletow nalezy wyr6zni€ trojke AUG
kodujaca zwykle metioning. Stanowi ona zazwy-
czaj poczatek zapisu informacji dla kazdego
biatka. WtaSciwe jej rozpoznanie przez aparat
translacyjny warunkuje prawidlowe odczytanie na-
stepujacych po niej trypletow. Poczatkowy kodon
AUG wyznacza wigc trojkowa ramke odczytu
(ang. open reading frame, ORF). Przesunigcie
fazy w ramce o jeden lub dwa nukleotydy, np.
w wyniku mutacji, prowadzi do zmiany sensu zapi-
su i powstania polipeptydu odmiennego, niz pier-
wotnie kodowany (ryc. II-5).

Wrtasciwe rozszyfrowanie kodu genetycznego na-
stepuje w procesie translacji. Obok mRNA biora
w tym udziat takze czasteczki tRNA i rybosomy.
Czasteczki tRNA spetniajg role klucza umozliwia-
jacego rozszyfrowanie kodu zawartego w struktu-
rze mRNA. Rybosomy sa organellami komorko-
wymi, zbudowanymi z bialek i rybosomowego
RNA (rRNA). W strukturze tej jest katalizowany
proces biosyntezy biatek (tab. II-1).

5' 3

CUC

Leu Ser

AGCGUUACCAU

Wal Tre

CUCAGCGUUACCAWU

Ser Ala Leu Pro

CAGGCGUUACCAU
Gin Arg Tyr His

Rycina 1I-5. Rézne mozliwosci odczytu tej samej sekwencji
nukleotydéw. Informacja zawarta w RNA jest odczytywana od
konca 5’ do konca 3’ w postaci kodonéw ztozonych z trzech
kolejnych nukleotydéw. Rodzaj nukleotydéw wchodzacych
w skfad kodonu wyznacza okreslony aminokwas. Przesuniecie
ramki odczytu kolejno o jeden nukleotyd prowadzi do otrzyma-
nia polipeptydéw réznigcych sie catkowicie sktadem amino-
kwasow, a czesto do przedwczesnej terminacji translacji
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Tabela II-1. Budowa rybosomu eukariotycznego

Biatka

Podjednostka duza

Masa czasteczkowa (w daltonach)

28 000 000 (60S)

Podjednostka mata

1 400 000 (40S)

Liczba ok. 49 ok. 33

rRNA
Masa czasteczkowa 5S 28S 5,8S 18S
Liczba nukleotydéw 120 4700 160 1900

Ocenia sie, ze do prawidlowego przeprowa-
dzenia procesu biosyntezy bialek komorka euka-
riotyczna w czasie swojego zycia musi wytworzy¢
okoto 10 milioné6w rybosomow. Zadanie to jest
o tyle utatwione, ze w genomie cztowieka znajduje
si¢ okoto 200 kopii genéw kodujacych rRNA.
Geny te sg zgrupowane w blokach w krétkich
ramionach chromosomoéw 13, 14, 15, 211 22.

Synteza rRNA odbywa si¢ w obrebie jaderka,
wydzielonej struktury jadra komoérkowego, do kto-
rej wypetlaja sie fragmenty chromosomdw kodu-
jacych zblokowane geny rRNA. W procesie syn-
tezy TRNA, a nastepnie formowania si¢ rybosomu
uczestnicza inne specyficzne czgsteczki RNA —
snRNA (ang. small nucleolus RNA). Przyjmuje
si¢, ze utatwiaja one przyjecie przez rRNA odpo-
wiedniej struktury przestrzennej i stopniowe obu-
dowywanie jej biatkami rybosomowymi.

Tabela I1-2. Inhibitory hamujace transkrypcje lub translacje

Tworzenie tancucha polipeptydowego odbywa
sie na rybosomie. Funkcja czasteczek tRNA polega
na odczytywaniu kodondéw z mRNA oraz dostar-
czaniu aminokwaséw odpowiednich dla tworzacego
sie polipeptydu. Odczytywanie sekwencji nukleoty-
dow w mRNA jest rola jednej z petli czasteczki
tRNA. Wsrod siedmiu nukleotydéw wchodzacych
w jej sklad trzy stanowig tak zwany antykodon.
Sekwencja antykodonu jest komplementarna do
trdjki nukleotydow tworzacej kodon w mRNA.

Proces syntezy tancucha polipeptydowego mozna
podzieli¢ na trzy etapy: inicjacje, elongacje¢ i termi-
nacj¢. W czasie inicjacji dochodzi do stopniowego
uformowania si¢ kompleksu mRNA-rybosom
—inicjatorowy tRNA. Inicjatorowym tRNA jest
specyficzna czasteczka przenoszaca metioning, kto-
rej antykodon rozpoznaje na mRNA poczatkowa
trojke  AUG. Wlasciwa budowa i wydluzanie

Zakres dziatania

Nazwa inhibitora

Miejsce dziatania

Prokaryota Eukaryota
Tetracyklina + blokuje wigzanie natadowanego tRNA do miejsca A na rybosomie
Streptomycyna + hamuje inicjacje syntezy biatka
Chloramfenikol + blokuje transferaze peptydylowg
Erytromycyna + blokuje przesuwanie sie rybosomu po matrycy
Ryfampicyna + blokuje inicjacje transkrypcji
Cykloheksamid + blokuje transferaze peptydylowg
o-Amanityna + blokuje synteze mRNA
Puromycyna + + prowadzi do przedwczesnej terminacji polipeptydu
Aktynomycyna D + + wigzac sie do DNA, blokuje ruch polimerazy RNA
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fancucha polipeptydowego nastepuje w procesie
elongacji. Aminokwasy dostarczane przez odpo-
wiedni tRNA s3 dodawane jeden po drugim zgod-
nie z informacja wyznaczona przez kolejne kodony
w mRNA. Wiazanie peptydowe miedzy amino-
kwasami powstaje z udzialem enzymu — transfe-
razy peptydylowej, ktorej katalitycznym kompo-
nentem jest rRNA. Proces elongacji powtarza si¢
cyklicznie, a powstajacy polipeptyd wydtuza sie.
Sygnalem dla terminacji translacji jest sekwencja
zasad zawierajaca jeden lub kilka kodon6w non-
sens. Jak wspomniano wyzej, translacja rozpoczy-
na si¢ zazwyczaj od trojki AUG kodujacej metio-
ning. Nie oznacza to jednak, ze wszystkie biatka
rozpoczynaja si¢ od tego aminokwasu, jest on bo-
wiem zazwyczaj usuwany.

Chociaz proces odczytywania mRNA charakte-
ryzuje si¢ duzg specyficznoScia, zdarzaja si¢ jednak
btedy. Szacuje sie, ze na skutek mutacji powstatych
w genach kodujacych tRNA i biatka rybosomowe,
jeden na 1000 do 10 000 aminokwasdw jest podsta-
wiony btednie. Podczas lawinowego wregcz wytwa-
rzania bialek, odbywajgcego si¢ rOwnocze$nie na
wielu rybosomach, nie ma to istotnego znaczenia.
Na przykiad, w organizmie czlowieka w ciagu
sekundy jest wytwarzanych 5 x 10" kopii hemoglo-
biny, biatka sktadajacego si¢ z 574 aminokwasow.

Roznice w strukturze biatek i RNA bioracych
udzial w procesach transkrypcji i translacji u Pro-
karyota 1 Eukaryota sa przyczyna réznic miedzy
innymi we wrazliwo$ci na antybiotyki. Znalazto to
szerokie zastosowanie w biologii i medycynie (tab.
11-2). Umozliwia bowiem wybidrcze hamowanie
rozwoju jednych organizmow bez ingerencji w roz-
woj drugich.

Wyjasnienie mechanizmu transkrypcji stwarza
nowe mozliwosci specyficznej ingerencji w proces
jej regulacji. Poznanie w ciagu najblizszych lat bia-
fek uczestniczacych w procesie transkrypcji okres-
lonych gendéw to nadzieja na produkcj¢ nowej
generacji lekow do walki z nowotworami, choro-
bami serca, uktadu odpornosciowego, a takze in-
fekcjami wirusowymi.

[1.1.3. Regulacja ekspresji

Regulacja ekspresji, regulacja dzialania gendw i ich
produktéw zachodzi w komorce zar6wno na pozio-
mie DNA, RNA, jak i biatka. U Prokaryota system
inicjacji transkrypcji obejmuje zasadniczo jeden
fragment genu, polozony w sasiedztwie czeSci ko-
dujacej, nazywany promotorem. Polimeraza RNA

wigze sie do DNA i rozpoczyna transkrypcje od
promotora, a regulacja dzialania genu - liczba
powstajacych transkryptow jest funkcja liczby przy-
taczanych do niego czasteczek polimerazy. Poli-
meraza rozpoznaje sekwencje promotorowe genu
dzigki podjednostce ,,sigma”.

Eukariotyczny promotor skiada si¢ z kilku czg$-
ci regulatorowych. Miejsce startu transkrypcji po-
przedza promotor rdzeniowy petnigcy role podob-
na do promotora bakteryjnego. W obrebie czesci
rdzeniowej wystepuje najczeSciej sekwencja boga-
ta w pary AT (TATA-box) oraz sekwencja CAAT
(CAAT-box). Inne sekwencje regulacyjne sa
umiejscowione poza rdzeniem promotora. Naleza
do nich: wzmacniacze (ang. enhancers) i wycisza-
cze (ang. silencers). Regiony regulacyjne moga by¢
potozone w znacznej odlegtosci, niekiedy nawet
kilku tysiecy nukleotydow, od czeSci kodujacej
genu. Rozpoczecie procesu transkrypcji, jego szyb-
kos¢ i czas trwania sa regulowane przez biatkowe
czynniki transkrypcyjne przylaczajace si¢ do sek-
wencji regulatorowych. U Eukaryota sekwencja
promotora nie jest bezposrednio rozpoznawana
przez polimerazg, lecz przez wspomniane czynniki
transkrypcyjne. Zapoczatkowywany jest w ten spo-
sob kompleks transkrypcyjny, ktory obok polime-
razy RNA, sktada sie z okoto 50 r6znych biatek.
Znajduja si¢ w nim biatka rozpoznajace sekwencje
TATA, specyficzne aktywatory, represory spowal-
niajace transkrypcje itp. Eukariotyczna ,,sigma”
jest wiec kompleksem biatkowym.

Opisanemu systemowi regulacji transkrypcji nie
podlega pewna klasa genow, zwanych genami me-
tabolizmu podstawowego (ang. housekeeping ge-
nes), ktorych produkty sa niezbedne do ciagtego
przebiegu procesow zyciowych komorki. W genach
tych polimeraza rozpoczyna transkrypcje od sek-
wencji bogatej w pary GC rozpoznawanej przez
czynnik transkrypcyjny SP1.

System regulacji dzialania gendw moze mieé
strukture hierarchiczna. Najbardziej jest to widocz-
ne w procesach genetycznej regulacji roznicowania
si¢ organizméw tkankowych. Kazdy organizm
zwierzecy powstaje z pojedynczej, zaplodnionej
komorki jajowej, ktora dzielac si¢ wielokrotnie,
roznicuje sie, tworzac w pelni uksztaltowany orga-
nizm ztozony z odmiennych i rdznie umiejscowio-
nych tkanek. Jak sie wydaje, geny kierujace proce-
sem rOznicowania (np. geny homeotyczne) sa
podobne zaréwno u bezkregowcow, jak i kregow-
cow. Prawidiowa funkcja gendéw homeotycznych
polega na przypisaniu komorkom, znajdujacym sie
w roznych czesciach tworzacego sie organizmu,
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okreslonej przestrzennej orientacji. Wydaje sig¢, ze
liniowy porzadek wystepujacych w blokach genow
homeotycznych (od 5' do 3') odpowiada osiowemu
porzadkowi rdznicujacego si¢ organizmu (typu
glowa—ogon). Produktami genéw homeotycznych
sa biatka wiazace si¢ z DNA, uczestniczace w pro-
cesie regulacji genow.

O ile opisywane mechanizmy regulacji trans-
krypcji dotyczyly konkretnych gendéw czy tez ich
fragmentOw regulatorowych, o tyle metylacja DNA
nie jest tak specyficzna. Dotyczy bowiem sekwencji
wystepujacych w genomie bardzo czesto. Moze
wiec dotyczy¢ regulacji grupy gendéw, a nawet
calego chromosomu (inaktywacja jednego z chro-
mosomdw X). Metylacja zaliczana jest do tzw. me-
chanizmdw epigenetycznych, terminu stworzone-
go poczatkowo jedynie dla tej czeSci regulacji,
ktora jest zwiazana z rozwojem zarodka. Proces
metylacji/demetylacji DNA jest powiazany z inny-
mi regulacyjnymi mechanizmami epigenetyczny-
mi, takimi jak np. acetylacja/deacetylacja histo-
noéw, w wyniku ktorego nastepuja zmiany struktury
chromatyny, co umozliwia lub blokuje aktywnos¢
transkrypcyjna poszczegolnych fragmentow chro-
mosomow.

Po zakoniczeniu translacji wiele biatek przecho-
dzi swoista potranslacyjna modyfikacje, polegajaca
miedzy innymi na metylacji, fosforylacji lub gliko-
zylacji czasteczki. Liczne biatka sa syntetyzowane
w formie prekursorow. W tym przypadku mody-
fikacja polega na odcieciu fragmentu peptydu.
Potranslacyjna modyfikacja moze mie¢ rowniez
charakter swoistego procesu sktadania biatka, ana-
logicznego do sktadania RNA. Wykazano, ze nie-
ktore peptydy maja zdolnoS¢ autokatalitycznego
usuwania ze swojej struktury fragmentéw zwanych
inteinami (analogia do intronéw). Trudno powie-
dzie¢, jak powszechny jest to proces i jakie funkcje
pelnia w komorce inteiny. Niewatpliwie proces
sktadania biatka zwigksza r6znorodnos¢ produk-
téw kodowanych przez dany gen.

Prawidlowa funkcja biatka jest zwiazana z przy-
jeciem odpowiedniej struktury drugo- i trzecio-
rzedowej. Do niedawna panowato przekonanie, ze
petna informacja o prawidlowym pofaldowaniu
biatka jest zawarta w sekwencji nukleotydow kodu-
jacych odpowiednie aminokwasy. Mowiono nawet
o drugim kodzie genetycznym. Okazalo si¢ jednak,
ze do przyjecia wlaSciwej konformacji niezbedna
jest obecnos$¢ specyficznej klasy biatek. Wsrod
nich wyrdznia sie¢ enzymy katalizujace fatdowanie
oraz biatka opiekuncze (towarzyszace) (ang. cha-

perone). Opisano kilka klas tych biatek. Biatka
opiekuncze ufatwiaja wlasciwe fatdowanie innych
biatek, ale nie jest to proces aktywny. Nie towarzy-
szy mu powstawanie wigzan kowalencyjnych,
biatka te nie wchodza rowniez w sktad faldujacych
si¢ polipeptyddw. Biatka opiekunicze biora udziat
takze we wszystkich etapach metabolizmu komor-
kowego, w ochronie przed stresem (np. podwyz-
szeniem temperatury), a takze w ,naznaczanie”
biatek przeznaczonych do degradacji. Charaktery-
zuja si¢ miedzy innymi duza konserwatywnoscia
sekwencji aminokwasow.

Swoistym mechanizmem regulacji ekspres;ji ge-
nu jest tzw. wyciszanie. Wyciszanie ekspresji dane-
go genu moze si¢ dokonaé poprzez degradacje
transkryptu, blokowanie translacji lub indukcje
mechanizméw epigenetycznych takich jak metyla-
cja DNA.

I1.1.3.1. Wyciszanie ekspresji genu

Jedna z postaci potranskrypcyjnego mechanizmu
wyciszania ekspresji gendw jest nazywana interfe-
rencja RNA (ang. RNA interference, RNAI).
Szczegdlna role w tym procesie petni klasa czaste-
czek RNA zaliczanych do niekodujacego RNA
(niekodujacych biatek) (ang. noncoding RNA,
ncRNA).

Na etapie transkrypcji regulacja ekspresji odby-
wa si¢ poprzez degradacje transkryptu. W procesie
tym uczestnicza tzw. siRNA (ang. small interfering
RNA). siRNA to dwuniciowy RNA o wielkosci
21-23 nukleotydow, ktory powstaje w wyniku cigcia
dlugich dwuniciowych fragmentéw RNA przez
RNazy specyficzne wobec tego typu czasteczek.
W kompleksie z biatkami siRNA rozplata si¢ i teraz
juz jednoniciowy RNA taczy si¢ z komplemen-
tarnymi fragmentami transkryptu. Uruchomiany
proces degradacji transkryptu zostaje ostatecznie
dokonany przez specjalny kompleks biatkowy.

W blokowaniu translacji uczestnicza inne czas-
teczki niekodujacego RNA. Sa nimi miRNA.
W odréznieniu od siRNA, miRNA, chociaz jedno-
niciowy, tworzy struktury komplementarne. Proces
blokowania translacji polega na polaczeniu wraz
z kompleksem biatkowym z nieulegajacym trans-
lacji koficem 3' transkryptu (3' UTR) i nie jest az
tak specyficzny, jak komplementacja siRNA.
miRNA powstaje rowniez z wigkszych prekursoro-
wych czasteczek RNA. Na terenie cytoplazmy
przyjmuja one strukture ,,spinki do wloséw”. Wy-
kazano, ze siRNA i miRNA czesto wspoluczest-
nicza w wyciszaniu genow.
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Ewolucyjnie mechanizm RNAI rozwinat si¢ ja-
ko jeden z elementdw obrony przed infekcja wi-
rusowa, rowniez jako mechanizm eliminujacy re-
aranzacje genomu zwigzane z przemieszczaniem
si¢ transpozondow. Jak sie wydaje, poza wycisza-
niem ekspresji gendw RNAI moze réwniez odgry-
wac role w degradacji transkryptdéw zawierajacych
przedwczesny kodon terminacji translacji (ang.
nonsense-mediated decay, NMD).

Przykladem wyciszania ekspresji poprzez indu-
kcje procesdw epigenetycznych jest proces inakty-
wacji jednego z chromosomo6w X u kobiet. Proces
ten jest sterowany przez gen XIST zlokalizowany
na nieaktywnym transkrypcyjnie chromosomie X.
Produktem tego genu jest specyficzny ncRNA,
ktérego powstanie zapoczatkowuje proces inakty-
wagcji innych gendw na tym chromosomie.

11.1.3.2. Pietnowanie genomowe

Informacja genetyczna u czlowieka jest suma in-
formacji przekazanych przez matke i ojca. Komor-
ki naszego organizmu sg diploidalne. Stwierdzenie
to w pelni odnosi si¢ jednak tylko do kobiet. Tylko
u kobiet bowiem kazdy z alleli ma swdj odpo-
wiednik (22 pary autosomow i dwa chromosomy
X). U mezczyzn wystgpowanie dwoch rdznych
chromosomoéw plci (X 1Y) powoduje, ze wigkszo$¢
gendw kodowanych na tych chromosomach ulega
monoallelicznej ekspresji. Monoalleliczna ekspre-
sja wystepuje czesto w przypadku loci autoso-
malnych, gdy z dwdch alleli danej pary tylko jeden
ulega ekspresji. Ewolucyjnie musial wigc powstac
mechanizm rownowazacy dawke genu. Takim me-
chanizmem jest pig¢tnowanie genomowe (ang. ge-
nomic imprinting). Mechanizm ten nie jest zwigza-
ny ze zmiang sekwencji DNA, ma wiec charakter
epigenetyczny i potencjalnie dotyczy odwracalnych
modyfikacji DNA. Mechanizm wyciszania alleli
W pigtnowaniu genomowym polega z reguly na
metylacji fragmentu DNA. Pietnowanie moze
mie¢ charakter losowy, jak u kobiet w przypadku
inaktywacji jednego z chromosomoéw X, lub rodzi-
cielski (ang. parental genomic imprinting), gdy
wykluczanie poszczeg6lnych alleli jest uzaleznione
od ich ojcowskiego badZ matczynego pochodzenia.

Zalezna od pochodzenia rodzicielskiego eks-
presja gendéw odgrywa decydujaca role w rozwoju
i roznicowaniu zarodka. Ten typ modyfikacji pro-
wadzi do funkcjonalnej asymetrii miedzy mat-
czynym i ojcowskim genomem. Jedng z mozliwych
funkcji rodzicielskiego pigtnowania genomowego
moze by¢ zapobieganie homozygotycznosci, np.

partenogenezie. Udane proby klonowania zwie-
rzat dowodzg jednak, ze bariery narzucone przez
pietnowanie moga by¢ eksperymentalnie przezwy-
ciezane.

Wzor pigtnowania (metylacji) jest specyficzny
dla komorki rozrodczej (inny dla plemnika, inny
dla komorki jajowej) i jego przekazywanie naste-
puje w czasie podzialu komorki (pamigé komdrko-
wa). Po zaplodnieniu, we wczesnym etapie po
powstaniu zarodka (na etapie moruli), wzOr mety-
lacji jest wymazywany, a nastepnie nadawany po-
nownie w czasie implantacji. Jest tkankowo spe-
cyficzny, a jego regulacja — demetylacja/metylacja
odgrywa réwniez wazng role¢ w rozwoju osobni-
czym.

Mimo znanego od wiekdw faktu, ze mut — krzy-
zowka ogiera z oflica fenotypowo rdzni si¢ od
ostomuta — krzyzowki osta z kobyta, do czasu opi-
sania zjawiska rodzicielskiego pietna genomowego
rownocennos¢ informacji genetycznej otrzymywa-
nej od matki i od ojca, poza roznicami dotyczacymi
chromosoméw plci, do niedawna nie byla kwe-
stionowana. Uwazano rowniez, ze w przypadku
dowolnej mutacji jej skutki fenotypowe sa nieza-
lezne od tego, od ktérego z rodzicow zostata
odziedziczona. Wzdr pietna genomowego moze
ulec zmianie w wyniku mutacji w rejonach regula-
torowych pigtnowanych genéw lub np. w genach
kodujgcych enzymy modyfikujagce DNA (metyla-
zy/demetylazy). Mechanizmem molekularnym
ujawniajacym, ktére geny, fragmenty chromoso-
mow, podlegaja pietnowaniu, moze by¢ delecja
fragmentu DNA na ulegajacym ekspresji rodzi-
cielskim chromosomie lub jednorodzicielska diso-
mia (dziedziczenie obu kopii locus genetycznego
od jednego z rodzicow).

Uwaza sig, ze brak ekspresji informacji genetycz-
nej w okreslonych /oci pochodzenia ojcowskiego jest
odpowiedzialny za nastepujace zespoly wad gene-
tycznych czlowieka: Pradera-Willego (chromosom
15q), kociego krzyku (5p), Millera-Diekera (17p),
Wolfa-Hirschhorna (4p) czy Beckwitha—Wiede-
manna (11p). Brak ekspresji w okreSlonym locus
informacji pochodzenia matczynego jest odpo-
wiedzialny za wystepowanie zespotow Angelmana
(15q), Di George’a (22q) czy zespotu wtosowo-no-
sowo-paliczkowego typu II (ang. trichorhino-pha-
langeal syndrome) (8q). Defekt w pietnowaniu
genomowym wykazano takze w wielu chorobach
nowotworowych, w tym dotyczacych ekspresji nie-
ktorych onkogendow.
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Tabela 11-3. Wielkos$¢ niektorych gendw cztowieka kodujacych biatka*

Produkt genu Wielkos¢ (kpz) mRNA (kpz) Liczba eksonéw
o-Globina 0,8 0,5 3
B-Globina 1,5 0,6 3
Pro-o. 1 kolagen | 18 5,0 51
Albumina 25 2,1 14
Receptor LDL 45 5,5 18
Hydroksylaza fenyloalaninowa 90 2,4 12
Czynnik VIII 186 9,0 26
CFTR 250 6,5 27
Neurofibromina 350 12,0 60
Dystrofina 2000 16,0 79

* Informacje o genach cztowieka sg zgromadzone w bazie danych np.: (http://www.ensembl.org/index.html;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/genome).

[1.1.4. Gen

Kolejnym etapom rozwoju genetyki towarzyszyly
rozne definicje genu. Trudno jest obecnie podac
prosty opis, w ktdrym jest zawarta petna wiedza,
jaka na ten temat posiadamy. Najogdlniej gen to
fragment kwasu nukleinowego, DNA lub RNA
(jak to jest u niektorych wirusow), w ktorym jest
zapisana informacja o kodowanym produkcie.
W swej strukturze gen obok fragmentéw kodu-
jacych (eksondw) (tab. 11-3) moze zawieraé elemen-
ty niekodujace, takie jak promotor czy introny.

W zasadzie jeden gen koduje jeden produkt,
chociaz i od tej zasady znanych jest wiele od-
stepstw. Przyktadem moze by¢ kodowanie r6znych
produktéw z wykorzystywaniem odmiennych faz w
tej samej ramce odczytu lub tez kodowanie drugie-
go produktu w intronie danego genu. Geny moga
kodowa¢ informacje o0 RNA (np. tRNA, rRNA,
snRNA) lub za jego poSrednictwem o biatku.

Istnieja takze wyjatki od zasady, ze gen zajmuje
zawsze stale miejsce w chromosomie. Tak zwane
transpozony, czyli fragmenty DNA majace zdol-
nos$¢ przemieszczania si¢ po chromosomie, licza
niekiedy kilka tysiecy par nukleotydow i moga
kodowac¢ rozne geny. Skutkiem ,,nieuprawnione-
g0” wlaczenia sie transpozonu w chromosom moze
by¢ inaktywacja genu, a takze jego zwielokrotnio-
na i wyzwolona spod kontroli ekspresja. Inny przy-
ktad zmiennoSci struktury gendéw jest zwigzany
z procesem roznicowania si¢ limfocytéw. Sposob

powstawania ogromnej liczby specyficznych prze-
ciwcial zostat wyjasniony, gdy okazalo sie, ze uklad
segmentdw, z ktorych sa sktadane geny kodujace
przeciwciala, moze ulega¢ roznym przeksztalce-
niom. Prowadzi to w konsekwencji do zmian w za-
pisie genetycznym w komorkach uktadu odpornos-
ciowego, czyli zmian w strukturze genu.

Wielko$¢ genu moze rowniez ulega¢ pewnym
modyfikacjom. W sekwencji nukleotydéw genu
FMRI, ktorego defekt prowadzi do jednej z postaci
niedorozwoju umystowego (zespdt FraX), mozna
wyrdzni¢ od 6 do 54 powtdrzen trdjki nukleotyddw
CGG. Zmiennoé¢ ta ma charakter populacyjny,
a jej mechanizm nie jest w petni wyjasniony.

Na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat zmie-
nialy sie¢ poglady co do liczby genéw w genomie
cztowieka. Do konca 1995 roku znane byly sek-
wencje (sekwencje eksonowe i flankujace je sek-
wencje intronéw) okoto 5000 gendéw czlowieka.
Oceniano, ze do zakodowania informacji gene-
tycznej o podstawowych biatkach potrzeba okoto
80 tysiecy gendow. Wyniki sekwencjonowania chro-
mosomu 21 i 22 podaly w watpliwos¢ te szacunki.
Ekstrapolujac ,,nasycenie” genami stwierdzone dla
tych chromosomdéw, odpowiednio 225 i 545, nale-
zato przyjac, ze w genomie czltowieka znajduje si¢
facznie okoto 40 tysigcy gendw. Dane te bylyby
zgodne z wynikami okres$lajacymi liczbe genow na
podstawie liczby tych fragmentéw genomu, ktore
stuza jako matryce do wytwarzania RNA. Wydawa-
to si¢ jednak, ze chromosomy 21 i 22 charakteryzuja
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si¢ mafg liczbg kodowanych genow. Wskazywac na
to moglo np. zageszczenie gendw kompleksu
MHC na chromosomie 6. Ostatecznie na podsta-
wie ogloszonych (2001 r.) wynikow roboczej wersji
sekwencji genomu, uzyskanych w ramach potaczo-
nych wysitkow HUGO i organizacji prywatnych,
przyjmuje sie, ze calkowita liczba genéw kodu-
jacych biatka wynosi okofo 25 tysiecy.

Z dogmatow obowigzujacych w biologii po-
zostalo niewiele. Nadal uwaza sie, ze infor-
macja o strukturze bialek zakodowana jest
w kwasach nukleinowych. Kierunek przekazy-
wania informacji odbywa si¢ wiec od kwasow
nukleinowych do bialek, a nie odwrotnie. Troj-
kowy kod genetyczny jest kodem uniwersalnym,
obowiazujagcym w calym Swiecie ozywionym.
Roznice wystepuja jedynie w zapisie genetycznym.
W niektorych organizmach, a takze w mitochon-
driach drozdzy i ssakow wykazano bowiem, Ze
okreSlone kodony wyznaczaja inne aminokwasy,
niz to jest zazwyczaj. Jednak i w tych przypadkach,
jak sie wydaje, proces redagowania transkryptow
przywraca zasady uniwersalnego kodu genetycz-
nego. Uniwersalno$¢ kodu genetycznego ozna-
cza, ze wszystkie Zyjace organizmy pochodza
od wspolnego przodka.

11.1.5. Swiat RNA

RNA, od poczatku gdy tworzyly sie podstawy wiedzy
o kodowaniu i ekspresji genow, byt obecny we wszyt-
kich rozwazaniach. Jego role ograniczano jednak
tylko do poSredniczenia w przekazywaniu informacji.
Widziano w nim gtéwnie matryce do syntezy biatka.
Juz wtedy jednak RNA niekodujacy zaznaczyl swoja
obecno$¢ chociazby w postaci tRNA i rRNA.

Z pewnym zaskoczeniem odkryto zdolnosSci ka-
talityczne niektdrych czasteczek RNA. Rybozymy
to termin, ktorym okreSlono RNA wykazujacy
aktywnos$¢ enzymatyczna. Moze by¢ ona skiero-
wana na wlasna czasteczke (autokataliza) lub na
inne czasteczki RNA. Niekiedy kompleks enzyma-
tyczny jest tworzony Iacznie ze specyficznymi
biatkami. Autokatalityczng aktywno$¢ wykazuja
mate wirusy RNA. Samowycinanie jest cecha pew-
nej klasy intronéw, zachodzi tez ono w czasie reda-
gowania RNA. Funkcje w tworzeniu wigzan pepty-
dowych przypisuje si¢ RNA zwigzanemu z biatkami
w takim kompleksie, jakim jest rybosom.

Rola, jaka obecnie przypisuje sic¢ RNA, a do-
ktadniej ncRNA, odmienifa si¢ radykalnie. ncRNA

nie stanowi jednolitej grupy czasteczek ani pod
wzgledem funkgcji, ani wielkosci, ale udowodniono
jego udziat w takich procesach, jak regulacja trans-
krypciji, replikacja DNA, skfadanie RNA, jego mo-
dyfikacja i edycja, stabilizacja transkryptu oraz
w procesach translacji i degradacji bialek. Mozli-
wo$¢ komplementacji nici kwaséw nukleinowych
jest bowiem mechanizmem duzo bardziej precyzyj-
nym niz oddzialywania kwasy nukleinowe-biatka.
W tej sytuacji nie dziwi wysoki stopien konserwa-
tywnosci genomu w czg$ci kodujacej ncRNA.

Jak wspomniano wcze$niej, ncRNA jest wysoce
heterogenna klasa czasteczek zaréwno funkcjonal-
nie, jak i strukturalnie. ncRNA kodowany jest glow-
nie w czegSci genomu nie tak dawno okreSlanej mia-
nem DNA Smieciowego. ncRNA dziala z reguly
w kompleksie z biatkami. By¢ moze bylo to powo-
dem niedostrzegania roli RNA. Szereg metod umoz-
liwiajacych zarOwno identyfikacje, jak i badanie
funkgcji bialek zaktada bowiem na wstepie catkowitg
ekstrakcje kwasow nukleinowych. Uczestniczac
u Eukaryota w procesie sktadania transkryptow (wy-
cinaniu introné6w), RNA mogt odegraé role w pro-
cesach roznicowania sekwencji, a wige i jej ewolucji.

Zycie na Ziemi powstato okolo 3,5 miliarda lat
temu. Jak si¢ wydaje, warunkiem jego powstania
byto uzyskanie przez pierwotne organizmy zdol-
nosci do powielania wlasnej informacji genetycz-
nej. O ile w laboratorium mozna odtworzy¢ warun-
ki pradawnej atmosfery ziemskiej i powstawanie
w niej okreslonych zwigzkow organicznych, o tyle
brak jest w dalszym ciggu przekonujacych koncep-
cji, czym byt pierwotny material genetyczny i jakie
byly zasady jego replikacji. Pierwotny system repli-
kacji mogt mie¢ charakter nieorganiczny. Racze]
nie byt oparty na biatkach, bo nie maja one zdol-
nosci do replikacji. Wielu uczonych uwaza, ze taka
pierwotng czasteczka niosacg informacje genetycz-
na, a jednoczeS$nie majaca funkcje katalityczne byt
RNA. Zgodnie z ta hipoteza DNA, obecnie pow-
szechnie kodujacy informacje genetyczng, jako
czasteczka stabilniejsza jest kolejnym, po RNA, eta-
pem w ewolucji informacji genetycznej. Niezaleznie
jednak od tego, jaki byl pierwszy system kodowania
i powielania informacji genetycznej, od czasu jego
powstania nalezy datowac zycie na Ziemi.

[1.2. Genom cztowieka

Informacja genetyczna czlowieka jest zapisana
w genomach jadrowym i mitochondrialnym. Ge-
nom mitochondrialny jest zamknigty w kolistej
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czasteczce DNA, a jego wielkoS¢ stanowi okolo
0,0005% genomu jadrowego. Genom jadrowy liczy
ponad 3 miliardy nukleotydow i jest podzielony na
24 chromosomy. Genomy jadrowy i mitochondrial-
ny rdznia si¢ nie tylko umiejscowieniem w komorce,
wielkoscia, liczba i rodzajem kodowanych genow,
ale podlegaja rowniez odmiennym zasadom dzie-
dziczenia. Informacje o genomie mitochondrialnym
zamieszczono w rozdziatach opisujacych zasady
dziedziczenia, choroby mitochondrialne i analize
DNA w medycynie sadowe;.

[1.2.1. Genomika

Poczatek lat dziewieédziesigtych XX wieku przy-
niost decyzje dotyczace petnego poznania genomu
cztowieka. Ten $wiatowy program byt koordyno-
wany przez Human Genome Organization
(HUGO). Skale przedsiewzigcia, na tamte lata,
moga zobrazowal nastgpujace informacje. Do
konica 1997 roku tylko dla kilku bakterii, w tym:
M. genitalium (0,58 Mpz), Haemophilus influenzae
(1,83 Mpz), Methanococcus jannaschii (2 Mpz),
Staphyloccocus aureus (2,8 Mpz), udato si¢ poznaé
pelna genomowa sekwencje nukleotydow. W ge-
nomie M. genitalium zidentyfikowano 517 genow,
w genomie H. influenzae 1743, aw S. aureus — 2400.
W pordéwnaniu z tymi organizmami genom czlo-
wieka jest wickszy o trzy rzedy wielkoSci (tab.
11-4)', a liczbe kodowanych w nim genéw szacuje
si¢ na okofo 25 tysiecy.

Przyspieszenie prac nad sekwencjonowaniem
genomu ludzkiego byto zwigzane z zaangazowa-
niem kapitatu prywatnego. Do 1995 roku w ludz-
kich bankach genéw znajdowalo si¢ niespelna
12 Mpz sekwencji nukleotydowych, co stanowi
okoto 0,4% catego genomu. Tylko 19 sposrod
znanych sekwencji DNA mialo wigksza dlugos¢ niz

50 kpz. Postep dokonany w ciagu 1996 roku byt sto-
sunkowo niewielki. Znana byfa sekwencja okolo
1% genomu. W 1999 roku znanych juz bylo
188,9 Mpz, co stanowito 6,3% calego genomu.
W 2000 roku opublikowano prawie petng sekwen-
cje dwoch najmniejszych chromosoméw cztowie-
ka: 21122. Zapowiedziano opublikowanie sekwen-
cji DNA chromosomoéw 5, 161 19. Podano rowniez
informacje o zakonczeniu prac nad robocza wersja
genomu.

Ustalony zapis rodzaju i kolejnosci nukleotydow
w czasteczee ludzkiego DNA miat charakter mode-
lowy. Mozna si¢ spodziewac, ze w krotkim czasie po
2010 roku sekwencja nukleotydow w genomowym
DNA bedzie znana dla setek osob. Poznanie ro-
dzaju i zakresu istniejacych réznic umozliwi miedzy
innymi pelna charakterystyke genomu: okreSlenie
dodatkowych markerdw genetycznych przydatnych
w mapowaniu gendéw, w badaniach z zakresu pato-
logii molekularnej i w badaniach prognostycznych.
W ramach tego typu projektow przewiduje si¢
podjecie systematycznych badan grup etnicznych
1 populacji izolowanych.

Rok 2000 zaowocowat opublikowaniem sekwencji
genomowej 30 organizmdw, w tym nicienia Caeno-
rhabditis elegans (97 Mpz) i rzodkiewnika Arabido-
psis thaliana (125 Mpz). W 2005 roku poznaliSmy
miedzy innymi sekwencje genomu psa i szympansa.
W 2010 roku znane juz byly genomy ponad 200
organizméw (http://www.genomesize.com/), w tym
25 samych tylko rdéznych gatunkow ssakow.
(http://en.wikipedia.org/wiki/List_of sequenced_
eukaryotic_genomes). PoznaliSmy réwniez genom
neandertalczyka.

Wynikom identyfikacji sekwencji kolejnych ge-
nomOw towarzyszy naplyw olbrzymiej ilosci infor-
macji. CzeSciowa odpowiedzia na konieczno§¢
przetwarzania naplywajacych danych sa zardwno

Tabela 11-4. Liczba gendéw kodujacych biatka u réznych organizméw

Wielkos¢ genomu Liczba Srednia wielko$¢ . .
Gatunek 6 , Liczba genéw
x10° pz chromosomoéw genu (kpz)
Escherichia coli 4,63 1 1,2 3025
Saccharomyces cerevisiae 14 16 1,7 6702
Drosophila melanogaster 170 8 11,3 ok. 13 000
Homo sapiens 3000 46 16,3 ok. 25 000

! Pierwszym genomem, jaki w peini zsekwencjonowano, byt liczacy 5386 pz chromosom bakteriofaga ® X174 (1977r.), kolejnym

byt ztozony z 48 502 pz genom bakteriofaga A (1982 r.).
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nowe technologie, jak i powstanie odrebnej gatezi
genetyki molekularnej, jaka jest genomika. Geno-
mika poréwnawcza juz obecnie przynosi odpo-
wiedZ na szereg podstawowych pytan z zakresu
ewolucji genomu, pochodzenia i roli poszczeg6l-
nych genow. Celem genomiki funkcjonalnej jest
badanie nie tyle funkcji danego genu, ile organiza-
cji i kontroli droég metabolicznych odpowiada-
jacych za biochemig i fizjologie komdrki. Oznacza
to rownocze$nie badanie ekspresji wielu genéw na
poziomie tworzonych transkryptow (analiza trans-
kryptomu). Kompleksowymi badaniami ekspresji
biatek i ich wzajemnych oddzialywan zajmuje sig,
z kolei, proteomika. Nie sposdb w tym kontekscie
nie wymieni¢ bioinformatyki, a takze badan in silico,
ktore same w sobie stanowig wydzielong dziedzine
umiejetnosci.

[1.2.2. Struktura genomu

Poczatkowe trudnoSci w sekwencjonowaniu geno-
mu czlowieka odzwierciedlaly w pewnym stopniu
zrOznicowanie jego struktury (tab. 1I-5). Szczegol-
nie poznanie dtugich powtarzajacych si¢ sekwencji
nukleotyd6w, niezaleznie od przyjetej strategii sek-
wencjonowania, odwlekfo moment opublikowania
pierwszego pelnego zapisu informacji genetyczne;.
Sekwencje unikatowe, wsrod ktorych znajduja
si¢ geny kodujace bialka, stanowig jedynie okolo
1,5% catego genomu. Sekwencje te to swoistego

Tabela II-5. Struktura genomu cztowieka

Czes$¢ genomu

Typ sekwencji %)

Unikatowe (geny kodujace biatka) ~1,5
Geny RNA ~4
Powtdrzone ~45
Inne ~50

rodzaju wyspy w morzu sekwencji tylko czgSciowo
znanej funkcji. Rzadko spotyka si¢ zgrupowania
gendw, takich jak np. kodujace rybosomowy RNA.
Geny te wystepuja bowiem w blokach w pieciu
roznych chromosomach cztowieka.

Sekwencje powtdrzone, to znaczy wystepujace
w genomie w wielu kopiach, charakteryzuja sie
okreslona wielkoScia, rodzajem i uktadem nukleo-
tydow. Stanowiag one okolo 40% genomu. Sekwen-
cje te z reguly nie koduja biatek. Wyrdznia si¢
wsrod nich sekwencje rozproszone i sekwencje
tandemowe (ryc. 11-6).

Sekwencje rozproszone dzieli si¢ z kolei na sek-
wencje krotkie i diugie. Sekwencje krdtkie (ang.
short interspersed nuclear element, SINE) o dtu-
goSci 130-300 nukleotydow sa rozproszone w ty-
sigcach kopii w calym genomie. Na przyktad sek-
wencja Alu o diugosci okoto 300 nukleotydow jest
,porozrzucana” po genomie w 1 milionie kopii.
Sekwencja ta, zaliczana niekiedy do transpozo-
now, czyli elementow zdolnych do przemieszcza-
nia si¢ po genomie, stanowi lacznie okoto 10%
catlego genomu. Jej wystepowanie jest charakte-
rystyczne dla naczelnych i, jak si¢ wydaje, moze by¢
podatna na redagowanie RNA. Sekwencje Alu
zlokalizowano rowniez w intronach genéw kodu-
jacych a- i B-globine, hormon wzrostu czy apolipo-
proteine B. W liczacym 17 kpz genie inhibitora C1
(mutacje tego genu sa odpowiedzialne za dzie-
dziczny obrzek naczynioruchowy) zlokalizowano
az 17 sekwencji Alu.

Dtugie sekwencje rozproszone (ang. long inter-
spersed nuclear element, LINE) o wielkosci okoto
kilku tysiecy nukleotydow reprezentuja, podobnie
jak sekwencja Alu, klase sekwencji pochodzacych
od transpozonow. Szacuje si¢, ze stanowig one
okoto 20% genomu.

Sekwencje tandemowe, nazywane réwniez sate-
litarnymi, to zblokowane seryjne powtOrzenia
krotkiej sekwencji nukleotydow. Dzieli sie je na
minisatelity i mikrosatelity, ktore roznig sic miedzy
sobg liczba nukleotyddéw zawartych w powtarza-

| sekwencje powt6rzone |

/\

| rozproszone | | tandemowe |
| krétkie (SINE) || diugie (LINE) | | minisatelity || mikrosatelity |

Rycina 1I-6. Rodzaje sekwencji powtérzonych
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jacym si¢ motywie. Nazwa sekwencje satelitarne
pochodzi od jednorodnej (satelitarnej) frakcji
DNA obserwowanej w gradientach gestoSci w cza-
sie frakcjonowania genomowego DNA.

Minisatelity to bloki wielokrotnych, zblokowa-
nych kopii, w ktorych powtarzajacy sie motyw
zawiera od 10 do 100 nukleotydow. Szacuje sie, ze
w genomie cztowieka znajduje sie¢ kilka tysiecy loci
dla minisatelitow. Wystepuja one w obrebie ge-
néw, takich jak: gen insuliny, kolagenu typu II,
mieliny, apolipoproteiny, o-globiny oraz w specyficz-
nych loci zlokalizowanych poza genami struktury.
Niektore sekwencje powtorzone ulegaja transkryp-
cji, brak jednak dowodu na ich ekspresje. Wyjat-
kiem jest nadzmienny locus MUCI, ktory koduje
wysoce polimorficzna mucyne. Biologiczna funkcja
minisatelitarnego DNA nie jest znana. Jedna z hipo-
tez méwi, ze ze wzgledu na potozenie sekwencje te
moga mieC znaczenie W tworzeniu par chromoso-
méw homologicznych i rekombinacji. Sekwencjom
powtdrzonym przypisuje si¢ rowniez wplyw na struk-
ture¢ chromosomoéw, trwalo$¢ transkryptéw oraz
udziat w regulacji ekspresji genow. Sposrod sek-
wencji minisatelitarnych rekrutuja si¢ tzw. sondy
Jeffreya wykorzystywane, kilkanascie lat temu,
w badaniu pokrewienstwa cztonkéw danej rodziny.

Mikrosatelity to sekwencje tandemowe, w kto-
rych podstawowy motyw zawiera od 1 do 6 nukleo-
tydow i powtarza si¢ w pojedynczym locus od 5 do
100 razy. Mikrosatelity sa roztozone rOwnomiernie
co 6-10 kpz, réwniez w obszarach zajmowanych
przez geny. Pie¢ grup powtorzen mono-, di-, tri-
i pentanukleotydowych (A > AC > AAAN >
AAN > AG, gdzie N oznacza C, G, T) wystepuje
najczesciej i stanowi 76% znanych sekwencji mikro-
satelitarnych. W genach najcze$ciej umiejscowione
sa w sekwencjach flankujacych i intronach, chociaz
sa spotykane réwniez w sekwencjach kodujacych.
Badania populacyjne wykazuja, ze sekwencje mi-
krosatelitarne charakteryzuja si¢ mata czestosScia
mutacji i to zarébwno w komorkach rozrodczych,
jak i somatycznych.

Najmniej mozna obecnie powiedziec o tej czgsci
genomu, ktéra okreslono jako ,,inng”, mimo ze,
jak sie wydaje, to wlasnie tu zakodowana jest wigk-
szo§¢ informacji regulacyjnych, decydujacych
o rozwoju i funkcjonowaniu organizmu.

11.2.3. Kariotyp

Prawidtowa komodrka somatyczna czlowieka jest
diploidalna i zawiera 23 pary chromosoméw. Je-

den chromosom z kazdej pary pochodzi od matki,
drugi od ojca. Zestaw chromosomdéw komorki
zostal podzielony na 7 tatwych do odrdznienia
grup, oznaczonych poczatkowymi literami alfa-
betu od A do G. W kazdej grupie chromosomy ma-
ja podobng wielkosc¢ i ksztalt oraz sg uszeregowane
wedlug malejacej wielkosci (ryc. II-7). Pary chro-
mosomow od 1 do 22 stanowia tzw. autosomy.
Ostatnig, 23 para, sg chromosomy pici — XX u ko-
biet i XY u mezczyzn. Kariotyp jest opisywany
z zastosowaniem symboli uwzgledniajacych liczbe
chromosomow, chromosomy plci oraz okreslenie
stwierdzonej nieprawidtowosci (tab. II-6). Zapis
46,XX oznacza prawidlowy kariotyp zeniski, a 46, XY
prawidtowy kariotyp meski.

Chromosomy wystepuja we wszystkich komor-
kach jadrzastych, a nazwe swa zawdzigczajg zdol-
nosci do wybarwiania (gr. chromos — kolorowy,
soma — cialo). Kazdy gatunek roslin i zwierzat ma
charakterystyczny dla siebie zestaw chromosomow
nazywany kariotypem. Okreslenie to jest stosowa-
ne takze w odniesieniu do zestawu chromosomow
typowego dla danego osobnika. Podstawowe zasa-
dy klasyfikacji i identyfikacji chromosomoéw oraz
formy przedstawiania kariotypu zostaly opracowa-
ne podczas trzech konferencji: w Denver (1960),
Londynie (1963) i Paryzu (1971). Zestaw chromo-
somoOw pojedynczej komorki przedstawiony zgod-
nie z tymi zasadami nazywa si¢ kariogramem.

Okoto 30% populacji wykazuje niewielkie dzie-
dziczne roznice w budowie chromosomow (tzw. wa-
rianty morfologiczne). Tego rodzaju zmiennos$¢
osobnicza, okreslana jako heteromorfizm chromoso-
mow, stanowi przykiad polimorfizmu genetycznego.
Dotyczy on regionéw nieaktywnej transkrypcyjnie
heterochromatyny dlugiego ramienia chromoso-
mu Y, przycentromerowych regionow chromoso-
mow 1, 91 16 pary oraz wszystkich chromosomow
akrocentrycznych (ryc. I1-8). Heteromorfizm jest
charakterystyczny takze dla region6w organizato-
row jaderka i satelitow wystepujacych w chromoso-
mach akrocentrycznych.

11.2.3.1. Struktura chromosomu

Chromosom jest zbudowany z DNA i biatek, z kto-
rych najwieksza mase stanowia histony. Histony
odznaczaja si¢ zwiekszona, w poréwnaniu z innymi
biatkami, liczbg aminokwasOw zasadowych, takich
jak lizyna i arginina, co ulatwia im wigzanie si¢
z DNA. Sposrod pieciu typdw histondw cztery
maja wysoce konserwatywna budowe. Oznacza to,
ze sktad aminokwasowy tych bialek jest zachowy-
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Rycina II-7. Prawidtowy kariotyp meski. Obraz prazkéw G uzyskany po trawieniu chromosomoéw trypsyna i barwieniu odczynni-
kiem Giemsy

Rycina 11-8. Specyficzne barwienie regionéw centromerowych chromosoméw — prazki C. Chromosomy 1, 9, i 16 majg ciemno
wybarwione regiony heterochromatyny konstytucyjnej, a chromosom Y heterochromatyne dystalnej czesci dtugiego ramienia
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Tabela 1I-6. Podstawowe symbole stosowane do opisu kario-
typu (ISCN, 2009; nowe wydanie planowane w 2013 r.)

add dodatkowy materiat chromosomowy
nieznanego pochodzenia

cen centromer

del delecja

der pochodna przegrupowania
chromosomowego

dic chromosom dicentryczny (zawierajacy dwa
centromery)

dn de novo, aberracja chromosomowa, ktéra
nie zostata odziedziczona

dup duplikacja

fra miejsce famliwe

h heterochromatyna

i izochromosom

ins insercja

inv inwersja lub odwrécona duplikacja

mar chromosom markerowy

mat pochodzenie matczyne

mos mozaikowy

p krotkie ramie chromosomu

pat pochodzenie ojcowskie

q dtugie ramie chromosomu

r chromosom pierécieniowy

rcp wzajemny

rob translokacja robertsonowska

rec chromosom zrekombinowany

s satelity

subtel region subtelomerowy chromosomu

t translokacja

ter terminalny lub telomer

upd disomia jednorodzicielska

var wariant lub zmieniony

+/— przed numerem chromosomu oznacza
dodanie lub utrate catego chromosomu, po
numerze chromosomu oznacza dodanie lub
utrate jego czesci
ztamanie chromosomu
ztamanie i ponowne potaczenie

S okresla opisywany fragment chromosomu
,0d—do”

wany w procesie ewolucji, ze wzgledu na pelnione
przez nie funkgcje.

Kompleks kwasy nukleinowe—-bialka jest nazy-
wany chromatyng. Jest ona widoczna w jadrze

interfazowym jako substancja wykazujaca zrozni-
cowany stopien zageszczenia - kondensacji.
Chromatyna o duzym stopniu kondensacji jest
okreSlana jako heterochromatyna w odrdznieniu
od mniej skondensowanej euchromatyny.

Chromosomy jako indywidualne struktury sa
widoczne tylko podczas podziatu komoérkowego.
Stanowig one specyficzna form¢ wielostopniowe;j
organizacji przestrzennej chromatyny (ryc. 11-9).
Podstawowa jednostka ich struktury jest nukleo-
som, na ktdry sktadaja si¢ biatka histonowe mocno
zwigzane z opasujaca je 2 i 1/2 raza podwojna
helisg DNA. DNA nukleosomu zawiera zawsze t¢
sama liczb¢ par nukleotydéw. W dalszym etapie
organizacji chromatyny, nukleosomy facza si¢ ze
sobg w strukture przypominajaca sznur korali.
W wyniku pofatdowania i skrecenia struktury nu-
kleosomowej tworzy si¢ nastepnie widkno chroma-
tynowe, ktore zwija si¢ w postaé tzw. selenoidu.
Kolejne poziomy organizacji sa poznane duzo sla-
biej. Przyjmuje sie, ze chromosom metafazowy,
najbardziej skondensowana posta¢ chromatyny,
powstaje w wyniku tworzenia si¢ kolejnych skretow
i petli selenoidu. Chromosom metafazowy wyka-
zuje 10 000 razy wigksza kondensacje DNA niz
chromatyna jadra interfazowego.

Chromosomy metafazowe sa zbudowane z dwoch
identycznych (siostrzanych) chromatyd. Miejsce
polfaczenia chromatyd — centromer (tzw. przewe-
zenie pierwotne) dzieli chromosom na dwa ramio-
na, krotkie i diugie. Regiony na koncach obu
ramion s3 nazywane telomerami (gr. telos — ko-
niec). Potozenie centromeru decyduje o ksztalcie
chromosomow, rdznicujac je na chromosomy me-
ta-, submeta- i akrocentryczne (ryc. I1-10). Dtugos¢
ramion w chromosomach submeta- i akrocentrycz-
nych jest wyraznie zr6znicowana, w chromoso-
mach metacentrycznych natomiast w przyblizeniu
taka sama. Cecha wyrdzniajagca chromosomy akro-
centryczne jest obecno$¢ na koncu ramion krot-
kich grudek chromatyny, zwanych w terminologii
cytogenetycznej satelitami. Charakterystyczna jest
wielkos¢ i liczba satelitéw, a takze diugo$¢ nitki
satelitonos$ne;j.

Centromer jest niezbednym elementem struk-
tury chromosomu zapewniajacym wtaSciwa segre-
gacje chromosomdw w czasie mejotycznego i mito-
tycznego podziatu komorki. W kilkumilionowej
sekwencji nukleotydéw skladajacej sie na centro-
mer znaleziono jedynie réznego typu sekwencje
powtorzone. W wigkszoSci sg to sekwencje sateli-
tarne, ale wyrdzniono tez wiele sekwencji typu
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Rycina 11-9. Struktura chromatyny. Kolejne etapy upakowania podwdjnej helisy DNA. H2A, H2B, H3 i H4 to oznaczenia dla

poszczegblnych typdw histonéw o budowie konserwatywnej

SINE czy LINE. W§rdd pieciu typow sekwencji sa-
telitarnych roznigcych si¢ dlugoScia powtarzanej
sekwencji, w centromerach wszystkich chromoso-
moéw wystepuje sekwencja o. Diugo$¢ powtarza-
jacego sie motywu wynosi 171 nukleotydow.
W wiekszo$ci badanych centromeréw jest obecny
réwniez satelita S-nukleotydowy (GGAAT),. Po-
zostale sekwencje satelitarne sg charakterystyczne
dla okreslonych chromosomoéw. Bloki sekwencji
satelitow o 1 S-nukleotydowe stanowig podstawe
struktury i organizacji centromeru. Budowe cen-
tromeru dopelniaja specyficzne biatka wiazace sie
miedzy innymi z satelita o.. Wiele tych bialek ma
strukture podobng do histonow.

Telomery uniemozliwiaja zlepianie si¢ chromo-
somdw i zapewniaja im wlaSciwe umiejscowienie
wewnatrz jadra komorkowego. Nie zawieraja sek-
wencji kodujacych. Zbudowane s z wielokrotnych
powtdrzen sekwencji bogatych w GT. U czltowieka
jest to sekwencja 5-TTAGGG-3'. W momencie
urodzenia dtugos¢ poszczegdlnych telomerow wy-
nosi od 6 do 10 tysigecy nukleotydow. Jak sie wyda-
je, najwazniejsza jego funkcja jest ochrona chro-
mosomoOw przed skracaniem w czasie kolejnych
podzialéw komdrkowych. Problem ten jest szcze-
gOlnie istotny dla chromosomdéw w komorkach
rozrodczych. Nieograniczone zmniejszanie dlu-
goSci prowadzitoby bowiem z czasem do eliminacji
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Rycina 11-10. Budowa chromosomu metafazowego

gendw potozonych na koficach chromosomu. Uzu-
petnianie skracajacych sie telomerow jest rola telo-
merazy. Funkcje katalityczng tego enzymu petnia
facznie biatko i RNA. Sekwencje nukleotydow
RNA stuza jako matryca do syntezy podstawowej
jednostki DNA telomeru. Proces skracania si¢
telomerow, nierownowazony przez aktywnosc te-
lomerazy, moze prowadzi¢ do Smierci komorki.

Numeracja chromosoméw cztowieka, od 1 do
22, odpowiada w zasadzie gradacji ich wielkoSci.
Na przyktad w chromosomie 1 jest zakodowane
8% calej informacji genetycznej (250 Mpz).
W chromosomie 21 — 1,5%, a w chromosomie 22 —
1,6% tej informacji. W chromosomie X jest zawarte
5% informacji genetycznej (154 Mpz), a w chro-
mosomie Y — 1,7% (53 Mpz) genomu.

11.2.3.2. Mitoza

Podziat komorki somatycznej, w ktérym z jednej
tworza si¢ dwie identyczne genetycznie komorki,
jest nazywany mitoza. W czasie mitozy z chromatyd
kazdego chromosomu powstaja chromosomy po-
tomne, dzigki czemu komorki potomne zachowuja
taka sama liczbe chromosomdw jak komorka ma-
cierzysta.

Komorki eukariotyczne dziela sie cyklicznie
(ryc. 1I-11). Kazdy podziat komorki poprzedza syn-
teza DNA, podczas ktorej nastepuje podwojenie
jego ilosci w komorce (faza S syntezy DNA trwa-
jaca ok. 8 godz.). Okres, w ktdrym caly genom jest
podwojony, trwa okolo 4 godzin i zostal nazwany

G2

GO

G1

Rycina 1lI-11. Schemat cyklu komérkowego. G1 — faza spo-
czynkowa, trwajg przygotowania do syntezy DNA, S — faza re-
plikacji DNA, G2 —faza spoczynkowa, trwaja przygotowania do
organizacji materiatu genetycznego, M - faza podziatowa

faza G2 (ang. gap). Faza podziatu mitotycznego
(M) trwa niespelna 1 godzing, po czym nastepuje
interfaza (G1) wykazujaca bardzo zro6znicowana
dtugos¢ trwania. Komorki, ktore nie beda sie juz
dzieli¢, pozostaja w fazie G0.

W przebiegu mitozy mozna wyr6zni€ cztery fazy
(ryc. 1I-12). W pierwszej (profaza) w jadrze naste-
puje stopniowa spiralizacja i kondensacja chroma-
tyny, chromosomy staja si¢ widoczne. Kazdy z nich
jest przyczepiony do okre$lonego miejsca biony
jadrowej i sktada sie z przylegajacych do siebie
chromatyd siostrzanych potaczonych w centrome-
rze. Zanika blona jadrowa. W drugiej (metafaza)
chromosomy osiagaja najwi¢kszy stopien konden-
sacji, wedruja do ptaszczyzny rownikowej komorki
i formuja plytke metafazowa. Powstaje wrzeciono
mitotyczne. W tym stadium najtatwiejsza jest ana-
liza liczby i struktury chromosomow, co wykorzys-
tuje si¢ w badaniach cytogenetycznych. W p6znej
metafazie nastgpuje podzial centromeréw i od-
dzielenie od siebie chromatyd siostrzanych chro-
mosomdw. W nastepne;j fazie (anafaza) chromaty-
dy wedruja do przeciwleglych biegunéw komorki,
stajac sie chromosomami potomnymi. W konco-
wym etapie podzialu (telofaza) zostaje odtworzo-
na blona jadrowa. Nastepuje podzial cytoplazmy
i powstaja dwie komdrki potomne zawierajace po
46 chromosomow (kazdy z nich sktada si¢ z jedne;j
chromatydy). W nowo powstalych komorkach za-
chodza procesy odwrotne do obserwowanych
w czasie profazy. Chromosomy ulegaja dekonden-
sacji do interfazowej postaci chromatyny.
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Rycina 11-12. Schemat podziatu mitotycznego komérki (na przyktadzie dwéch par chromosoméw). Chromosomy od jednego z

rodzicéw zaznaczono na czarno, od drugiego sg jasne

11.2.3.3. Mejoza

Jako mejoza okreSlane s3 dwa sprzgzone ze soba
podzialy komoérkowe (mejoza I i mejoza IT), w kto-
rych wyniku powstaja komorki piciowe — gamety
(ryc. 1I-13). Roznia ja od mitozy dwa zjawiska
o podstawowym znaczeniu biologicznym: redukcja
liczby chromosomow i rekombinacja genetyczna.

W czasie mejozy diploidalna liczba chromoso-
mow, typowa dla komorek somatycznych (2n = 46),
zostaje zredukowana do haploidalnej (n = 23).
Zapewnia to zachowanie stalej, charakterystycznej
dla gatunku liczby chromosomoéw, ktdra zostaje
odtworzona po polaczeniu gamety meskiej i zen-
skiej w zygote. Kazda komorka organizmu rozwija-
jacego sie z zygoty ma wiec dwa zestawy chromo-
somdw, jeden pochodzacy od matki, drugi od ojca.
Odpowiadajace sobie chromosomy tworza pary.
Chromosomy jednej pary sa nazywane homolo-
gicznymi.

Rekombinacja stanowigca wynik wymiany frag-
mentdéw chromosomdw homologicznych zapewnia
genetyczna zmienno$¢ i niepowtarzalno$¢ geno-
typu gamet, a zatem i rozwijajacego si¢ z zygoty
nowego organizmu. Oba te zjawiska, redukcja licz-
by chromosomdéw i rekombinacja, zachodza w 1
podziale mejotycznym. Pierwsze z nich realizuje
si¢ dzieki temu, ze dwu podzialom komdrkowym
towarzyszy tylko jedna runda replikacji DNA, po-

przedzajaca mejoze 1. Drugie zachodzi w czasie
profazy tego podziatu.

Mejoza I

Rozpoczyna sie od dtugo trwajacej profazy, w kto-
rej wyrOznia sie kilka nastepujacych po sobie sta-
diow. Chromosomy homologiczne, widoczne po-
czatkowo jako dlugie, cienkie nici (leptoten),
przylegaja do siebie, tworzac biwalenty (zygoten),
po czym ulegaja kondensacji (pachyten). W tym
czasie w kazdym z chromosoméw mozna wyrozni¢
dwie chromatydy (biwalent skiada si¢ wiec z 4
chromatyd). Nastepuje wymiana fragmentdw chro-
matyd chromosomdw homologicznych, tzw. cros-
sing-over. Warunkiem tej wymiany jest powstanie
polaczef chromatyd (chiazm) widocznych w czasie
rozdzielania si¢ biwalentow (diploten). Stopnio-
wemu rozdzielaniu si¢ biwalentow towarzyszy ter-
minalizacja chiazm (w diakinezie pozostaja one
jedynie na koncach chromosomdw). Chromoso-
my, w ktorych nastapil crossing-over, nazywane sa
zrekombinowanymi. Zawieraja one mieszaning
materialu genetycznego zawartego pierwotnie
w chromosomach homologicznych, a wiec mie-
szaning¢ informacji genetycznej matki i ojca.

W dalszym przebiegu mejozy I chromosomy
homologiczne gromadzg si¢ w plaszczyZznie rowni-
kowej komorki (metafaza I), a nastepnie wedruja
do jej przeciwleglych biegunéw (anafaza I). Pow-
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Rycina 1l-13. Schemat podziatu mejotycznego komérki (na przyktadzie dwéch par chromosoméw). Chromosomy od jednego z

rodzicéw zaznaczono na czarno, od drugiego sg jasne

staja dwie komorki potomne zawierajace po 23
chromosomy (po jednym chromosomie homolo-
gicznym z kazdej pary).

Mejoza 11

Nastepuje bezpoSrednio po zakonczeniu pierw-
szej. Nie poprzedza jej interfaza ani synteza DNA.
Mechanizm i przebieg tego podziatu jest taki sam,
jak podzialu mitotycznego. Powstaja komorki po-

tomne identyczne pod wzgledem liczby chromoso-
mow i zawartej w nich informacji genetyczne;.

U mezczyzn gamety sa wytwarzane w procesie
spermatogenezy, a u kobiet oogenezy. W podziale
mejotycznym z diploidalnego spermatogonium po-
wstaja 4 spermatozoa. W gonadach zefiskich nato-
miast, w wyniku nierdwnego podziatu cytoplazmy
w obu podziatach mejotycznych, powstaje jeden
oocyt i jedno ciatko kierunkowe, ktore nastepnie
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ulega degradacji. Tak wigc ostatecznym wynikiem
mejozy jest powstanie tylko jednej gamety zefiskiej
— dojrzatego oocytu.

I1.3. Zmienno$¢ i dziedzicznosé

Obserwowana na co dziefi zmienno$¢ i réznorod-
no$¢ Swiata zywego ma podioze zaréwno dzie-
dziczne, jak i uwarunkowane czynnikami Srodowis-
kowymi. W zalezno$ci od warunkéw zewnetrznych
organizmy o identycznym genotypie moga nie-
kiedy znacznie si¢ r6zni¢ migdzy soba fenotypowo.
Zmiany w Srodowisku moga bowiem warunkowac
sytuacje, w ktorych cecha dziedziczona z pokolenia
na pokolenie nie ujawnia sie. Na zmiennos¢ feno-
typowa sktada si¢ rowniez wiele cech, ktore orga-
nizmy (roSliny, zwierzeta czy ludzie) nabywaja
w trakcie zycia osobniczego. Nie sg to jednak cechy
przekazywane potomstwu. Podstawg zmiennoSci
sa mechanizmy, ktére prowadza do utrwalonych
zmian w obrebie kwaséw nukleinowych. W orga-
nizmach jednokomoérkowych wszystkie zmiany
w DNA sa dziedziczne. U organizméw wieloko-
morkowych przekazywane z pokolenia na pokole-
nie sa tylko zmiany nastepujace w DNA komorek,
z ktorych powstaja gamety.

Zmienno$¢ dziedziczna jest ksztattowana w pro-
cesach rekombinacji DNA i mutacji. Rekombina-
cja, czyli wymiana miedzy niémi DNA lub frag-
mentami chromosomow, zachodzi w procesach
podzialu komorek i prowadzi do powstania roz-
nych kombinacji genéw oraz ich alleli. Ma to
szczegOlne znaczenie dla genotypu gamet, a w kon-
sekwencji dla ujawniania si¢ okreSlonych cech
fenotypowych u osobnikdéw potomnych. Gamety
danego osobnika, mimo posiadania petnej infor-
macji genetycznej, nie s3 bowiem genetycznie
identyczne.

[1.3.1. Mutacje

Za tworzenie si¢ nowych alleli danego genu, czy tez
nowych gendw, sa odpowiedzialne mutacje. To
wlasnie zmienno$¢ mutacyjna jest podstawa pro-
cesdw ewolucyjnych. Nie wszystkie jednak mutacje
sa dziedziczne. Mutacje komorek somatycznych,
a takze mutacje letalne nie sa dziedziczone z poko-
lenia na pokolenie. Mutacje moga dotyczy¢ sekwen-
cji nukleotydéw w czasteczce DNA oraz struktury
i liczby chromosomdw. Powstaja spontanicznie lub

tez na skutek dziatania czynnikow mutagennych,
takich jak promieniowanie jonizujace czy niektore
zwiazki chemiczne. Mutacjom moze podlegac kaz-
dy nukleotyd w czasteczce kwasu nukleinowego.
Znane sg jednak obszary chromosomu, w ktorych
czestoS¢ mutacji jest duzo wigksza niz w innych
odcinkach.

Mutacja punktowa jest zamiana jednego nu-
kleotydu na inny. Moze nia by¢ rowniez ubytek lub
wstawienie pojedynczego nukleotydu. Wsrdd mu-
tacji punktowych wyr6znia si¢ mutacje w czesci ko-
dujacej, zmieniajace bezposrednio sens informacji
genetycznej, oraz mutacje w obszarach regula-
cyjnych genu czy np. w intronach. W takich przy-
padkach mozna si¢ spodziewac zmian w ekspresji
genu lub blednego sktadania RNA.

Gdy mutacja punktowa nastepuje w sekwencji
kodujacej genu, skutkiem jej moze byC zamiana
nukleotydu i utworzenie trojki nukleotydow kodu-
jacej inny aminokwas (ang. missens). Moze tez
powsta¢ mutacja nonsens, gdy w wyniku zamiany
nukleotydow zostaje utworzony jeden z kodondéw
stop. W przypadku delecji lub wstawienia nukleo-
tydu powstaje mutacja zmiany ramki odczytu (ang.
frameshift) w sekwencji kodujacej informacje ge-
netyczng. Skutkiem mutacji punktowej moze by¢
zmiana lub utrata funkcji kodowanego biatka. Ob-
serwowany w przypadku powstania mutacji non-
sens, a bardzo czesto i ,,frameshift” czesciowy lub
catkowity brak kodowanego biatka jest wynikiem
przedwczesnej terminacji translacji. Mutacje
punktowe moga by¢ réwniez odpowiedzialne za
utrate zdolnosci oddziatywania z biatkami opie-
kuficzymi, a w rezultacie braku wtasciwego fatdo-
wania si¢ polipeptydu.

W postaci klasycznej terminem mutacja polimor-
ficzna (por. podrozdz. I1.3.3) okre§la si¢ natomiast te
punktowe zmiany w genie, ktore nie prowadza do
zmiany aminokwasu w czasteczce kodowanego
biatka. Sytuacje takie wystepuja wtedy, gdy dany
aminokwas jest wyznaczany przez kilka roznych
kodondw, tzw. degeneracja kodu genetycznego.

Obok mutacji punktowych wyrdznia si¢ tez de-
lecje, wstawianie czy inwersje wigkszych fragmen-
tow genu. Mutacja genowa jest wiec tez delecja
calego genu DMD (2,3 Mpz), kodujacego dystrofi-
ne. Gen ten stanowi 1,5% chromosomu X, a dele-
cja tego genu jest dobrze widoczna w badaniu
cytogenetycznym i moglaby by¢ klasyfikowana ja-
ko aberracja chromosomowa.

Mutacja nie musi si¢ ujawniaé w momencie
powstania. Efekty dzialania mutacji uwidaczniaja
si¢ dopiero wtedy, gdy zaistnieja warunki fenoty-
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powej ekspresji zmutowanego genu. Przyktadem
relacji mutacja i Srodowisko moga by¢ mutacje
klasyfikowane niekiedy jako tzw. zmiany ekogene-
tyczne. Dziedzicznie uwarunkowana zdolnos$¢ do
wyczuwania cyjanowodoru czy fenylotiomocznika
ujawnia si¢ tylko wtedy, gdy cyjanowoddr pojawi
sie¢ w powietrzu lub tez gdy dana osoba polize bibu-
te nasycong fenylotiomocznikiem. Osoby z akata-
lazja charakteryzuja si¢ brakiem katalazy. Cecha ta
ujawni si¢ jedynie wtedy, gdy krew zabarwi si¢ na
brunatno w czasie przemywania skaleczenia lub
krwawigcej rany woda utleniong. U 0sob z xero-
derma pigmentosum (defekt w genie kodujacym
jedna z helikaz uczestniczacych w procesie napra-
wy DNA) zmiany skérne wystepuja tylko wtedy,
gdy osoby te sa wystawione na promieniowanie
stoneczne.

W literaturze mozna spotkac rozne klasyfikacje
mutacji. Jedna z nich jest bardzo przydatny podziat
pod wzgledem skutkOw na poziomie genu. Wyr6z-
nia si¢ mi¢dzy innymi mutacje utraty funkcji (ang.
loss-of-function) i mutacje uzyskania funkcji (ang.
gain-of-function).

[1.3.1.1. Mutacje dynamiczne

Odmiennym typem mutacji sa zmiany opisane po
raz pierwszy w genie FMRI, ktorego defekt jest
odpowiedzialny za wystepowanie zespotu famliwe-
go chromosomu X (FraX). Zmiany te polegaja na
zwielokrotnieniu liczby tréjnukleotydowego moty-
wu w sekwencji genu. U 0s6b zdrowych liczba kopii,
trojki CGG w nieulegajacej translacji czeSci pierw-
szego eksonu FMRI, nie przekracza 54. U bez-
objawowych nosicieli zespotu FraX dochodzi do 200
(premutacja). U 0s0b chorych liczba kopii moze
przekracza¢ 1000 powtdrzen. Ten typ zmian nazwa-
no mutacja dynamiczna. Cechg charakterystyczng
wielu choréb powodowanych mutacjami dynamicz-
nymi jest wystepowanie zjawiska antycypacji.
Mutacje dynamiczne wystepuja w czgsci kodu-
jacej lub niekodujacej odpowiedniego genu. Klasy-
fikacja zalezy od roli, jaka mutacje te odgrywaja
w patogenezie poszczegOlnych chordb. Pierwsza
grupe stanowityby choroby takie jak zespdt FraX
i ataksja Fridreicha, w ktorych brak biatka lub jego
bardzo male stezenie spowodowane jest zaburze-
niem prawidlowego przebiegu transkrypcji. W zes-
pole FraX jest to na przyktad spowodowane hiper-
metylacja powtorzen CGG na koficu 5'. Do drugiej
grupy zalicza si¢ choroby, w ktorych produkt

biatkowy jest obecny, ale zostat zmieniony w wyniku
obecnosci ciagow glutamin (efekt wielokrotnych
powtorzen motywu CAG w sekwencji genu). Takie
biatko z reguly nabywa nowa, szkodliwa dla
organizmu funkcje, a mutacja jest dominujaca.
Brak charakterystycznego dominujacego dziedzi-
czenia w przypadku rdzeniowo-opuszkowego zaniku
miesni (defekt genu AR zlokalizowanego na chro-
mosomie X), jest prawdopodobnie wynikiem zja-
wiska losowej inaktywacji chromosomu X. Trzecig
grupe stanowia choroby powodowane powiele-
niem trojnukleotydowego motywu w niekodu-
jacych fragmentach genu, w ktorych efekt domi-
nacji wywolany jest nabyciem nowej funkcji przez
RNA. Ta nowa funkcja jest wynikiem pojawienia
sic w czasteczce RNA powielonych trgjnukleoty-
dowych motywow. ,, Toksyczny” RNA, np. w przy-
padku dystrofii miotonicznej typu 1, poprzez sek-
westracje” bialek wiazacych ciagi (CUG), w mRNA
zaburza prawidtowy przebieg procesu skfadania
roznych transkryptdw, co powoduje plejotropowosé
zmian fenotypowych charakterystycznych dla tej
choroby. Podobny patomechanizm sugeruje si¢ dla
zespotu drzenia/ataksji zwigzanej z famliwym X
(FXTAS). Do trzeciej grupy zalicza si¢ tez ataksje
rdzeniowo-mo6zdzkowe typu 8, 10, 12, a takze cho-
rob¢ podobng do choroby Huntingtona.

Do konica 2010 roku opisano jeszcze kilkadzie-
siat innych chordb genetycznych spowodowanych
ekspansjag powtorzen trojnukleotydowych (tab.
1I-7). Opisano takze takie choroby, jak dystrofia
miotoniczna typu 2, gdzie wykazano zwielokrot-
nienie motywu czteronukleotydowego (CCTG),
oraz ataksja rdzeniowo-médzdzkowa typu 10 z po-
wielonym wielokrotnie motywem pigcionukleoty-
dowym (ATTCT).

[1.3.2. Aberracje chromosomowe

Pojecie aberracja chromosomowa odnosi si¢ do
wszelkich nieprawidiowosci chromosomow. Zgodnie
z klasyczng definicjg okresla ono mutacje tak duza, ze
staje si¢ ona widoczna w mikroskopie $wietlnym.
Wielko$¢ najmniejszej widocznej w mikroskopie mu-
tacji, np. delecji, oceniana jest na 2—4 x 10° par zasad.
Aberracje chromosomowe powstaja w komorkach
somatycznych lub w gametach. Moga powstawac
de novo lub by¢ dziedziczone od rodzicow. Wyrdznia
sie aberracje liczbowe i strukturalne.

2 Sekwestracja — tu wlaczanie biatek w strukture agregatow tworzone przez nieprawidlowo zwinigte biatko.
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Tabela 11-8. Czesto$¢ wystepowania choréb dziedzicznych spowodowanych aberracjami liczbowymi chromosomoéw

Choroba

Czesto$¢ wystepowania (urodzen)

nieprawidtowosci chromosoméw autosomowych

Trisomia 21 (zesp6t Downa)
Trisomia 18
Trisomia 13

1 na 650
1 na 5000
1 na 8000

nieprawidtowos$ci chromosomoéw pfci

Zespot Klinefeltera (47,XXY)
Zespot XYY (47,XYY)

Zespot Turnera (45,X lub 45,X/46,XX lub 45,X/46,XY lub izochromosom Xq)

1 na 1000 (chtopcow)
1 na 800 (chtopcow)
1 na 2500 (dziewczynek)

Aberracje liczbowe

Wsrdd nieprawidfowosci liczbowych chromosomow
wyrdznia si¢ poliploidie i aneuploidie. Komorki,
w ktorych liczba chromosomow stanowi wielokrot-
nos¢ liczby haploidalnej wigkszg niz 2n (u czto-
wieka np. 3n = 69,XXY lub 4n = 92,XXYY), na-
zywane s3 poliploidalnymi. Zestaw chromosomow,
w ktorym ich liczba nie stanowi prostej wielokrot-
nosci liczby haploidalnej, np. 47,XXX, okreSlany
jest jako aneuploidalny.

Poliploidia — u cziowieka jest zazwyczaj cechg
letalna. Najczesciej wystepujaca postacia poliploidii
jest triploidia oraz tetraploidia. Triploidia powstaje
zazwyczaj w wyniku zaplodnienia oocytu przez dwa
plemniki lub przez potaczenie dwoch gamet, z kto-
rych jedna jest nieprawidlowa, diploidalna. Tetra-
ploidia jest skutkiem braku pierwszego podziatu
zygoty, powodujacego podwojenie liczby chromo-
somoOw bezposrednio po zaptodnieniu.

Aneuploidia — nalezy do najczesciej wystepu-
jacych aberracji chromosomowych (1/250 nowo-
rodkow) (tab. 11-8). Najczestsza jej postacia jest tri-
somia (obecno$¢ dodatkowego chromosomu, tzn.
trzech zamiast dwoch kopii danego chromosomu).
Wsrdd stwierdzanych trisomii 50% stanowia triso-
mie autosomow (21, 13, 18), druga potowe zas tri-
somie chromosoméw plci (XXY, XXX i XYY).
Brak jednego chromosomu w diploidalnym zesta-
wie, okreSlany jako monosomia, jest zazwyczaj
cechg letalng. Wyjatek stanowi obecnos¢ jednego
chromosomu X (45,X) odpowiedzialna za wyste-
powanie zespotu Turnera.

Aneuploidia powstaje w wyniku nieprawidlowe-
go rozdzielenia si¢ chromosoméw homologicznych
(jednej pary) lub chromatyd siostrzanych chromo-
somu w czasie podzialu komdrkowego. Najczesciej
jest to nierozdzielenie si¢ (nondysjunkcja) chromo-

somow (ryc. 1I-14). Nondysjunkcja moze nastapié
podczas mejozy (W momencie powstawania ga-
met) lub w trakcie podziatow mitotycznych zygoty.
Nondysjunkcja wystepuje czesciej w oogenezie niz
W spermatogenezie.

W wyniku nondysjunkcji mejotycznej powstaja
gamety disomiczne lub nullisomiczne w odniesie-
niu do specyficznego chromosomu. Potaczenie
z gameta prawidlowa prowadzi do powstania zy-
goty trisomicznej lub monosomicznej. Wszystkie
komorki rozwijajacego si¢ organizmu maja wOw-
czas te sama nieprawidlowa liczbg chromosomow.

Nondysjunkcja mitotyczna prowadzi do powsta-
nia mozaikowosci chromosomowej. Oznacza to
wystapienie w organizmie rozwijajacym sie z zy-
goty dwoch lub wiecej subpopulacji komérkowych
rozniacych si¢ zestawem chromosoméw (np. mo-
zaikowos¢ 45,X/47,XXX).

Przyczyna monosomii moze by¢ rowniez wyeli-
minowanie jednego chromosomu z komorki wsku-
tek opdzniania jego ruchu podczas anafazy po-
dziatu mitotycznego. Przyjmuje sie¢, ze opdZnianie
si¢ chromosomu Y podczas mejozy stanowi naj-
czestsza przyczyne monosomii chromosomu X
w zespole Turnera.

Aberracje strukturalne

Ten typ aberracji powstaje w wyniku ztamania jed-
nego lub kilku chromosomoéw i nieprawidlowego
polaczenia si¢ (w nowg konfiguracj¢) powstalych
»lepkich” koncow. Moze temu towarzyszyC prze-
grupowanie si¢ fragmentow chromosomow. W kla-
syfikacji cytologicznej tych aberracji wyr0znia sig:
translokacje, inwersje, izochromosomy, delecje,
duplikacje, chromosomy pierScieniowe i dicen-
tryczne (ryc. II-15). W odniesieniu do ich skutkow
fenotypowych mozna je podzieli¢ na zréwnowa-
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Rycina 1I-14. Nondysjunkcja mejotyczna pary chromosoméw i jej skutki

zone i niezrdwnowazone. Do zrownowazonych za-
liczane sa te aberracje, w czasie powstawania kto-
rych nie doszlo do utraty lub zwigkszenia iloSci
materiatu chromosomowego. Nie maja one na ogo6t
wplywu na cechy fenotypu ich nosiciela. Sa na-
tomiast przyczyna powstawania w czasie mejozy ga-
met z nieprawidfowym zestawem chromosomow.
Aberracje niezrownowazone cechuje zmniejszenie
lub zwickszenie, w stosunku do stanu prawidiowe-
go, ilosci materialu chromosomowego. Powstaja
w wyniku mejotycznej segregacji aberracji zréwno-
wazonych, ale moga tez powstac de novo.

Translokacje naleza do najczesciej wystepujacych
aberracji strukturalnych chromosomoéw. Powstaja w
wyniku ztamania chromosoméw i przegrupowania
(najczesciej wzajemnej wymiany) fragmentow mig-
dzy dwoma chromosomami. Sg to tzw. translokacje
wzajemne. Poza nimi, wérdd translokacji wyrdznia
sie fuzje centryczne oraz insercje.

Fuzje centryczne, okreslane tez jako transloka-
cje robertsonowskie, dotycza zawsze chromoso-
mow akrocentrycznych (13-15, 21 i 22), w ktorych
ztamanie nastepuje w centromerze lub blisko nie-
go. W wyniku potaczenia dwodch chromosoméow

akrocentrycznych tworzy si¢ jeden, czesto zawiera-
jacy oba centromery chromosomoéw, z ktorych
powstal. Krotkie ramiona chromosomow uczestni-
czacych w fuzji sa najczesciej eliminowane z ko-
morki. Translokacje tego typu sa zrownowazone,
poniewaz krdtkie ramiona chromosomoéw akrocen-
trycznych sg zbudowane z nieczynnej genetycznie
heterochromatyny. Fuzje centryczne chromoso-
moéw 13 1 14 oraz 14 i 21 sa najczedciej wyste-
pujacymi translokacjami u cztowieka.

Insercje powstaja w wyniku trzech ztaman
w dwoch chromosomach. Fragment chromosomu
powstaly miedzy dwoma zlamaniami w jednym
chromosomie zostaje przeniesiony do drugiego
chromosomu i potaczony z nim w miejscu zla-
mania.

W przypadku translokacji wzajemnej w pierw-
szym podziale mejotycznym, podczas taczenia si¢
chromosomow homologicznych w pary, kazdy
z prawidtowych chromosoméw danej pary taczy sie
ze swoim nieprawidlowym homologiem (produk-
tem translokacji). Rownocze$nie homologiczne
fragmenty obu chromosomdw uczestniczacych
w translokacji tez 1acza sie¢ w pare, w wyniku czego
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Rycina 1I-15. Aberracje strukturalne chromosomoéow

powstaje czteroramienna konfiguracja chromoso-
moéw (ryc. 11-16). Po rozlaczeniu si¢ tej struktury
w anafazie dochodzi do rozdzielenia dwdch chro-
mosomoOw do jednej i dwdch do drugiej komorki
potomnej (segregacja 2:2) lub tez, co zdarza si¢
rzadziej, trzech chromosomdw do jednej komorki
i jednego do drugiej (segregacja 3:1).

Wyrdznia si¢ trzy typy rozdzialu chromosomow.
W rezultacie rozdzialu naprzemiennego jedna ko-

morka potomna (gameta) otrzymuje zrOwnowazo-
na translokacje, druga za§ prawidiowe homologi
chromosomoOw uczestniczacych w translokacji.
W przypadku rozdziatu przylegtego typu 1 i 2
wszystkie gamety s3 nieprawidlowe i zawieraja du-
plikacje oraz delecje przegrupowanych fragmentow
chromosomow, a zygoty maja tzw. czeSciowe triso-
mie i monosomie (patrz ryc. 1I-16). W przypadku
translokacji robertsonowskich w wyniku segregacji
chromosomo6w mogag powsta¢ gamety nullisomicz-
ne i disomiczne wzgledem danego chromosomu.
Zygoty natomiast bedg zawieraly trisomie lub mo-
nosomie calych chromosomoéw (ryc. I1I-17).
Inwersja jest to odwrdcenie fragmentu chroma-
tyny miedzy dwoma miejscami ztaman w chromo-
somie. Inwersja fragmentu jednego ramienia chro-
mosomu jest okreSlana jako paracentryczna. Gdy
odwrdcony fragment zawiera centromer (punkty
ztaman znajdujg si¢ w obu ramionach chromosomu),
méwimy o inwersji pericentrycznej. Obecno$¢ in-
wersji zakloca taczenie si¢ w pary chromosomow
homologicznych podczas mejozy. Odwrocony frag-
ment chromosomu tworzy petle umozliwiajaca
kontakt miedzy odpowiadajacymi sobie (homolo-
gicznymi) regionami. W przypadku inwersji peri-
centrycznych crossing-over w obrebie petli prowa-
dzi do powstania chromosoméw z duplikacjami
i delecjami dystalnych (zewnetrznych) fragmentow
chromosomu w stosunku do miejsc ztaman. Rekom-
binacja w obrebie petli utworzonej przez inwersje
paracentryczng powoduje powstanie niestabilnych
chromosomoéw dicentrycznych i acentrycznych
(z dwoma centromerami lub bez centromeru) za-
wierajacych duplikacje i delecje (ryc. 1I-18).
Izochromosomy s3 to chromosomy sktadajace
si¢ z dwoch identycznych (dtugich lub krotkich)
ramion. Tworza si¢ w wyniku duplikacji jednego
i delecji drugiego ramienia chromosomu. Moga
powstawac wskutek nieprawidlowego, poprzecz-
nego podziatu chromosomu w obrebie centromeru.
U czlowieka najczesciej stwierdza si¢ izochromo-
som diugich ramion chromosomu X wystepujacy
w zespole Turnera. [zochromosomy wigkszoSci au-
tosomow (z nielicznymi wyjatkami, jak izochromo-
somy krotkich ramion chromosoméw 9, 12 oraz
chromosomoéw akrocentrycznych) sa letalne.
Delecja jest to utrata fragmentu chromosomu
w wyniku jednego (terminalna) lub dwoch (inter-
stycjalna) ztaman chromosomu. Jak wspomniano
wczeSniej, aberracje te moga powsta¢ w rezultacie
segregacji rodzinnej inwersji lub translokacji chro-
mosomowej. Delecje wystepujace w okreSlonych
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regionach chromosomow odpowiedzialne za tzw.
zespoly mikrodelecji majg stafg lokalizacje w obre-
bie tych regionow. Powstaja w wyniku nieprawidfo-
wej rekombinacji DNA podczas mejozy — nie-
allelicznej rekombinacji homologicznej okreslanej
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Rycina 11-17. Segregacja translokacji robertsonowskiej w czasie | podziatu mejotycznego
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Rycina I1-18. Konsekwencje crossing-over w inwersji paracentrycznej. Chromosom z inwersjg tworzacy petle oznaczono grubg kreskg

kierunku lub inwersja, gdy duplikony sa utozone
w kierunku przeciwnym. Zespoly kliniczne uwarun-
kowane powstajacymi w ten sposob rearanzacjami
genomu sg okre§lane mianem chor6b genomowych.

Duplikacja oznacza obecno$¢ dwoch kopii frag-
mentu chromosomu powstajacych najczesciej
w wyniku translokacji, inwersji lub utworzenia izo-
chromosomu. Duplikacje powstaja takze jako
efekt nierownego crossing-over podczas mejozy.
Wystepuja jako powtdrzenia proste (duplikacje
tandemowe) lub odwr6cone wzgledem siebie (du-
plikacje odwrocone).

Chromosomy pierscieniowe powstaja w wyniku
potaczenia dwoch ztamanych koncow jednego lub
kilku chromosomoéw. Towarzyszy temu powstanie
delecji fragmentéw chromosomu dystalnych w sto-

O -
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crossing-over

pierScien dicentryczny pierscienia

sunku do miejsc ztaman. Chromosomy pierScie-
niowe sg niestabilne (ryc. II-19). W czasie podziatu
mitotycznego, w wyniku wymiany migdzy chroma-
tydami siostrzanymi chromosomu piers§cieniowe-
go, powstaje dwukrotnie wiekszy chromosom
pierécieniowy dicentryczny. W anafazie ulega on
najczesciej rozerwaniu lub wedruje w caloSci do
jednego bieguna komorki. Nastgpuje nieréwne
rozdzielenie materiatu chromosomowego mie¢dzy
komorki potomne.

Chromosomy dicentryczne zawieraja dwa cen-
tromery i podobnie jak chromosomy pierScieniowe
sa niestabilne podczas podziatu komdrkowego.
Powstaja wskutek translokacji, inwersji, a takze
wymiany chromatyd siostrzanych lub chromatyd
chromosom6w homologicznych.
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Rycina 11-19. Zachowanie sig¢ chromosomu pierscieniowego podczas podziatu mitotycznego komoérki
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Inne aberracje

Chromosomy markerowe. Okreslenie to obejmuje
wszystkie chromosomy, ktorych pochodzenie i me-
chanizm powstania sg nieznane. Chromosomy mar-
kerowe wystepujace konstytucyjnie sa male (prze-
waznie mniejsze niz chromosom 22) i wystepuja
zazwyczaj jako chromosomy dodatkowe. Moga to
by¢ chromosomy meta- lub akrocentryczne, cza-
sami majg strukture pierScienia. Zawieraja jeden
lub dwa centromery, czesto wykazuja obecnos¢
satelitow. Niestabilno§¢ mitotyczna chromosoméw
markerowych jest przyczyna stosunkowo czestego
ich wystepowania w formie mozaikowej. Zawartos$¢
hetero- i euchromatyny decyduje o wplywie tych
chromosomo6w na cechy fenotypu nosiciela.

Miejsca lamliwe. Sa to miejsca w chromoso-
mach, ktére wykazuja zwigkszona czesto$¢ ztaman
i przerw (niebarwiacych si¢ miejsc) w warunkach
czesciowego zahamowania replikacji DNA. Opisa-
no 120 miejsc tamliwych, wsrod ktérych wyrdznia
si¢, zaleznie od czestoSci wystgpowania w popula-
cji, dwa podstawowe typy: pospolite (ang. com-
mon) i rzadko wyst¢gpujace (ang. rare). Kazda
z tych grup dzieli si¢ na klasy zaleznie od warun-
kow, ktore musza by¢ spetnione do ich cytogene-
tycznej ekspres;ji.

Wsrdd 31 rzadko wystepujacych miejsc tamli-
wych tylko dwa zlokalizowane w chromosomie X,
FRAXAw Xq27.31 FRAXE w Xq28, maja w pelni
udokumentowany zwiazek z patologia (niepelno-
sprawnoscig intelektualng). Nalezg one do klasy
folianowrazliwych miejsc tamliwych, tzn. takich,
ktorych warunkiem ekspresji cytogenetycznej jest
niedobdr kwasu foliowego i tymidyny w podiozu
hodowlanym komorek (ryc. 11-20) Podtozem mole-
kularnym tamliwos$ci tych miejsc jest wydtuzenie

niestabilnych, trojnukleotydowych sekwencji DNA
w obrebie gendéw odpowiedzialnych za chorobe
(por. mutacje dynamiczne). W wigkszosci przy-
padkéw za wystapienie zespotu tamliwego chro-
mosomu X jest odpowiedzialne wydluzenie nie-
stabilnej sekwencji (CGG), w pierwszym eksonie
genu FMRI i metylacja pobliskiej wyspy CpG.
Miejsce tamliwe FRAXA jest cytogenetycznym
przejawem tego typu mutacji. Obecnie przypusz-
cza si¢ takze, ze pospolite miejsca famliwe, jako
regiony szczegOlnie wrazliwe na zaburzenia repli-
kacji DNA, uczestnicza w powstawaniu rearanzacji
chromosomowych i niestabilnosci genomu w ko-
morkach nowotworowych.

Aberracje chromatydowe. Stanowia odrebng gru-
pe aberracji, ktore z definicji, w odr6znieniu od
aberracji typu chromosomowego, dotycza uszko-
dzen i zmian w pojedynczych chromatydach chro-
mosomo&w. Powstaja w czasie replikacji DNA lub po
replikacji, tzn. w fazie S lub G2 cyklu komor-
kowego. W nastepnym cyklu (w komoérkach potom-
nych) aberracje chromatydowe staja si¢ aberracjami
chromosomowymi. Wsr6d aberracji chromatydo-
wych wyrdznia si¢ miejsca niebarwiace si¢, tzw.
przerwy chromatydowe (ang. gap) oraz zlamania
i wymiany chromatydowe (ryc. II-21). Nie wchodzac
w szczegOlowe omawianie rozmaitych typow wy-
mian, ogbélnie mozna je podzieli¢ na takie, ktore
powstaja miedzy dwiema chromatydami jednego
chromosomu, lub takie, ktore dotycza chromatyd
dwoch lub kilku chromosoméw. Wymiany chroma-
tyd miedzy kilkoma chromosomami powoduja pow-
stanie charakterystycznych trojramiennych, cztero-
ramiennych lub bardziej ztozonych konfiguracji
chromosomow. Jesli dwa ztamania prowadzace do
wymiany powstang w tym samym locus na obu
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Rycina 11-20. Obraz tamliwego chromosomu Xq27.3. Po lewe] stronie chromosomy sg wybarwione odczynnikiem Giemsy,
natomiast po prawej technika prazkowego barwienia GTG umozliwiajacg identyfikacje chromosomu X
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Rycina 11-21. Przerwy, ztamania i wymiany chromatydowe. Wymiany sg widoczne jako specyficzne konfiguracje chromosomdw.
Aberracje chromatydowe zostaty wywotane mitomycyng C w hodowli in vitro komérek chorego z zespotem Fanconiego
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Rycina 11-22. Wymiany chromatyd siostrzanych (SCE)

chromatydach jednego chromosomu, sa to wy-
miany chromatyd siostrzanych, SCE (ang. sister
chromatid exchange). Moga by¢ one uwidocznione
pod mikroskopem tylko po zastosowaniu specy-
ficznych technik zrdznicowanego wybarwiania
chromatyd siostrzanych chromosomu (ryc. 11-22).

Aberracje chromatydowe, w odrdznieniu od
konstytucyjnych aberracji chromosomowych, nale-
73 do aberracji nabytych. Moga powstawac¢ pod
wplywem rdéznych czynnikow mutagennych (np.
promieniowania jonizujacego, mutagenow che-
micznych czy infekcji wirusowych). Stanowia tez
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przedmiot badan cytogenetycznych w diagnostyce
zespolow o genetycznie uwarunkowanej niestabil-
noSci chromosomow.

[1.3.3. Polimorfizm

Wzajemne wystepowanie wykluczajacych si¢ form
strukturalnych jednego lub kilku chromosoméw
jest okreslane jako polimorfizm chromosomow.
Na poziomie genu zmianami polimorficznymi
okreSla si¢ jednoczesne wystgpowanie w populacji
roznych form allelicznych danego genotypu.
W przypadkach watpliwych jako kryterium odroz-
niajace zmiane¢ polimorficzng od mutacji przyjmu-
je sie czestoS¢ ich wystepowania. Jezeli w populacji
okre$lona zmiana sekwencji nukleotydow (wariant
alleliczny) wystepuje czesciej niz w 1%, to uwaza
si¢ ja za zmiang polimorficzng. Polimorfizm moze
dotyczy¢ pojedynczego nukleotydu, powtarzajace-
go sie motywu sekwencji, a takze liczby kopii frag-
mentu DNA.

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w sek-
wencji DNA okresla si¢ jako SNP (ang. single-nu-
cleotide polymorphism). SNP najprosciej wykrywa
sie, sekwencjonujac DNA. Moze by¢ identyfikowany
rowniez z wykorzystaniem technik przesiewowych,
takich jak SSCP (ang. single-strand conformation
polymorphism), DGGE (ang. denaturing gradient
gel electrophoresis) czy HRM (ang. high resolu-
tion melt). W szczegllnych przypadkach, gdy SNP
zlokalizowany jest w sekwencjach rozpoznawanych
przez enzymy restrykcyjne, enzymy te moga zostac
zastosowane w jego wykrywaniu. Taki typ polimor-
fizmu jest okreSlany jako zmienno$¢ diugosci frag-
mentdw restrykcyjnych, RFLP® (ang. restriction
fragment length polymorphism). Polimorfizm
sekwencji minisatelitarnych oznacza si¢ skrotem
VNTR (ang. variable number of tandem repeats),
a sekwencji mikrosatelitarnych SSLP lub STRP
(ang. single sequence length polymorphism lub
short tandem repeat polymorphism).

Polimorfizmy wszystkich typow sa wykorzysty-
wane jako fizyczne markery genetyczne. W geno-
mie czlowieka najmniejsza rozdzielczoScia charak-
teryzuje sie RFLP. Wynika to ze stosunkowo
niewielkiej liczby miejsc rozpoznawanych w czas-
teczce ludzkiego DNA przez enzymy restrykcyjne.
Polimorfizm ten jest dwualleliczny. Analiza RFLP
znalazla stale miejsce w badaniach molekularnych.

W okresSlonych przypadkach umozliwia rozni-
cowanie sekwencji prawidlowych od zmienionych
na skutek mutacji.

Duza zmienno$¢ liczby powtarzajacych si¢ mo-
tywow powoduje, ze minisatelity i mikrosatelity sa
doskonatymi markerami genetycznymi. Duza licz-
ba alleli wystepujacych w danym locus predyspo-
nuje ten typ polimorfizmu do analizy sposobu dzie-
dziczenia si¢ badanych gendw.

Najwicksze nadzieje w praktycznym wykorzys-
taniu marker6éw polimorficznych wiaze si¢ z ana-
liza SNP. Powodem tego jest liczba miejsc zmien-
nych w catym genomie, a nie jak w przypadku mini-
czy mikrosatelitow liczba alleli w danym locus.
Najczesciej spotykany jest polimorfizm dwualleli-
czny, rzadko trojalleliczny, natomiast prawdopo-
dobiefistwo wystapienia czwartego allelu w danym
locus jest bliskie zera. Szacuje si¢, ze w genomie
czlowieka jest okoto 3 miliony markerow typu
SNP, co stanowi okoto 90% wszystkich rdznic
w sekwencji. Ocenia sig, ze ten typ polimorfizmu
DNA jest mutacyjnie stabilniejszy niz polimorfizm
sekwencji satelitarnych. Srednio SNP wystepuje 1
na 300-1000 pz. GestoS¢ i nasycenie SNP nie sa
jednak identyczne dla calego genomu. Obszarem,
gdzie obserwuje si¢ najwieksze zageszczenie, jest
locus HLA na chromosomie 6. Z drugiej strony na
chromosomie X zidentyfikowano ,,pustynie SNP”,
tj. fragmenty, z ktorych najwiekszy miat okolfo 1,7
Mpz, gdzie nie wykryto zadnego SNP. Zalozeniem
wykorzystania analizy SNP w badaniach jest row-
noczesna identyfikacja wielu tych markerow w du-
zych czesSciach lub wrecz w calym genomie, co
umozliwia technologia oparta na mikromacierzach
DNA. Planuje si¢ na przyktad wykorzystanie typo-
wania SNP w prognozowaniu wystapienia kom-
pleksowych choréb cywilizacyjnych, takich jak ast-
ma, cukrzyca, migrena czy choroby serca. Zmiany
genetyczne, w tym zmiany prowadzace do wystepo-
wania chordb, zachodza w okre§lonym ,,tle gene-
tycznym”. Jak wspomniano, analiza SNP umozli-
wia opisanie tego ,,tla”. Diagnostyka molekularna
bedzie w takich przypadkach polega¢ na okreSle-
niu osobistego, indywidualnego dla badanej osoby,
wzoru SNP i poréwnaniu go ze znanym wzorem
SNP charakterystycznym dla danej choroby. Sze-
reg tego typu informacji przynosza badania po-
pulacyjne okreslane w literaturze anglosaskiej jako
GWAS (ang. genome-wide association studies).

3 Terminem RFLP powszechnie okresla si¢ rowniez rodzaj analizy DNA, w ktorej sa wykorzystywane enzymy restrykcyjne.



[1.3. Zmienno$¢ i dziedziczno$¢ 35

Wynik analizy SNP moze w przysztoSci stac sie
podstawa tworzenia genetycznych ,wizytowek”
cztowieka (por. http://snp.cshl.org).

Nasza wiedza o organizacji genomu poszerzyla
si¢ o polimorfizm zmiennej liczby kopii fragmen-
tow DNA. CNV (ang. copy number variation)
obejmuje delecje i duplikacje fragmentéw chro-
mosomow. W genomie cztowieka zidentyfikowano
ponad 1500 regionow CNV i szacuje si¢, ze stanowi
to okoto 12% jego wielkosci. Szacuje si¢ tez, ze
czesto$¢ wystgpowania wigkszosci opisanych CNV
w populacji nie przekracza kilku procent. Roz-
mieszczenie CNV w genomie nie wydaje si¢ catko-
wicie przypadkowe i jest zwigzane z jego struktura.
CNV, podobnie jak SNP i inne typy polimorfiz-
mow sekwencji nukleotydowych, stanowi o osobni-
czym charakterze danego genomu (danej osoby),
a niekiedy i grupy etnicznej. CNV moze by¢ dzie-
dziczony z pokolenia na pokolenie, mie¢ charakter
zmian somatycznych — tkankowo zaleznych, moze
powstawac de novo. Polimorfizmowi typu CNV
przypisuje si¢ znaczenie w procesie ewolucji geno-
mu w duzo wigkszym stopniu niz np. mutacjom
pojedynczych nukleotydow.

Wykazano, ze CNV dotyczy okoto 15% gendw,
ktorych mutacje maja znaczenie w patologii mole-
kularnej znanych choréb genetycznie uwarunko-
wanych. Znanych jest obecnie szereg chordb
,wrazliwych” na dawke genu. Duplikacja genu
LMNBI jest odpowiedzialna za wystgpowanie au-
tosomalnie dominujacej postaci leukodystrofii
(ADLD), a przewlekte zapalenie trzustki moze by¢
powodowane mutacja punktowa w genie PRSS1
lub triplikacjg tego genu. Rolg CNV wykazano
w chorobie Charcota—Marie'a—Tootha typu 1A,
neurofibromatozie typu 1 czy w podatnoSci na za-
kazenie wirusem HIV (liczba kopii genu CCL3L1
warunkuje stopien podatno$ci na zakazenie).

Wplyw CNV na obraz kliniczny choroby jest z kolei
dobrze widoczny w przebiegu rdzeniowego zaniku
miesni (ang. spinal muscular atrophy, SMA). Cho-
roba warunkowana jest najczesciej homozygotycz-
na delecja eksonu 7 genu SMNI. Modyfikatorem
fenotypu SMA jest gen SMN2, ktorego liczba kopii
w populacji ksztaltuje si¢ od zera do szesciu. Im
wieksza liczba genow SMN2, tym fenotyp SMA
jest tagodniejszy (gen SMN2 odpowiada za ok.
15% aktywnego biatka SMN). Wykazano rowniez,
ze w populacjach, gdzie tradycyjnie dieta oparta
jest (byta) w duzym stopniu na spozyciu skrobi,
liczba gendw AMY1 kodujacych, obecng w §linie,
o-amylaze jest Srednio wigksza, niz w populacjach
wykorzystujacych inne sktadniki odzywcze. Wystepo-
wanie CNV okazalo si¢ tez charakterystyczne dla
fragmentdéw subtelomerowych wielu chromosomow.
W regionach tych mapuje si¢ szereg rearanzacji
majacych znaczenie kliniczne.

Wydaje si¢, ze czgsto obserwowana asocjacja
miedzy wystgpowaniem CNV, takze SNP a warian-
tami ekspresji danego genu moze by¢ modelowa
dla chor6b kompleksowych, takich jak schizofre-
nia, autyzm, choroba Parkinsona czy Alzheimera.

[1.3.4. Relacje genotyp—fenotyp

Wystepowanie chordb dziedzicznych jest spowo-
dowanie mutacjami genu (genéw). Na obraz kli-
niczny choroby sktadaja si¢ dodatkowo tok dzie-
dziczenia, typ mutacji odpowiedzialnej za defekt
genu, funkcja kodowanego przez gen polipeptydu,
wzajemne relacje migdzy biatkami oraz wplyw
genetycznych i Srodowiskowych modyfikatorow
funkcji genu (ryc. 11-23).

Przykiady zaleznoS$ci miedzy rodzajem i lokali-
zacja mutacji w danym genie a obserwowanym
fenotypem klinicznym mozna znalez¢é w dystrofii

JEDEN GEN
cecha monogenowa

ZMIANY
POLIMORFICZNE
I MUTACJE W GENACH

[ SRODOWISKO
0g6t czynnikéw, naturalnych

LUB POZA NIMI
modyfikatory ekspresji,
markery prognostyczne

S0zZzm®

i powstatych w wyniku
dziatalno$ci cztowieka
(np. klimat, dieta,
patogeny itp.)

KILKA, WIELE GENOW
cecha oligo-, poligenowa

Rycina 11-23. Zaleznos$¢ genotyp-fenotyp w ekspresji cech dziedzicznych
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Tabela 11-9. Przyktady réznych chordb dziedzicznych wywotywanych mutacjami

w tym samym genie

Gen Lokalizacja Choroba
PAX3 2q35 — zespot Waardenburga
— mie$niak mieéni prazkowanych
RET 10ql1.2 — rdzeniasty rak tarczycy typu 2A i 2B,
— choroba Hirschsprunga
— postac rodzinna rdzeniastego raka tarczycy
SCN4A 17923.1-g25.3 — paramiotonia wrodzona
— porazenie napadowe hipokaliemiczne
— miotonia wrodzona
PRNP 20p12-pter — choroba Creutzfeldta—Jakoba
— $miertelna rodzinna bezsenno$¢
GNAS1 20q13.2 — osteodystrofia Albrighta
— zespot McCune'a—Albrighta
AR Xcen-g22 — zespodt niewrazliwo$ci na androgeny

— choroba Kennedy'ego

typu Duchenne’a i Beckera. Wigkszo$¢ mutacji
w genie DMD ma charakter delecji. Gdy mutacje
te sg zlokalizowane na poczatku genu, obserwuje
si¢ wystepowanie dystrofii mieSniowej o bardzo
ciezkim przebiegu (typu Duchenne’a). Delecje
obejmujace koficowe odcinki genu DMD sa odpo-
wiedzialne za posta¢ dystrofii przebiegajacej
znacznie tagodniej (typu Beckera).

Ro6znorodno$¢ cech fenotypowych obserwowa-
nych w wielu chorobach uwarunkowanych genetycz-
nie moze by¢ powodowana rowniez funkcja danego
genu zalezng od tkanki, w ktorej ulega on ekspresji.
Taki mechanizm prawdopodobnie jest przyczyna
wystepowania z jednej strony dziedzicznej choroby
Hirschsprunga (defekt unerwienia odcinka jelita
grubego), z drugiej zas§ wielu zmian nowotworowych.
W obu przypadkach pierwotny defekt jest umiejsco-
wiony w tym samym genie RET (tab. 1I-9).

Obserwowany obraz kliniczny okreSlonej cho-
roby dziedzicznej moze by¢ tez funkcja mutacji
roznych genow. Czesto towarzyszy temu szerszy
anizeli w chorobach jednogenowych zakres zmian
klinicznych. Mutacje w wielotorbielowatoSci nerek
mapuja sie¢ w genie PKD1 umiejscowionym w chro-
mosomie 161w genie PKD2 z chromosomu 4. Mniej
wigce] polowa przypadkow rodzinnej postaci
stwardnienia guzowatego jest sprzezona z genem
TSC1 (9q34), a druga polowa z genem 7SC2 umiej-
scowionym blisko genu PKD1. Podobnie zmiennos¢

objawow klinicznych w r6znych postaciach kardio-
miopatii przerostowej znajduje wytlumaczenie
w wystepowaniu charakterystycznych dla tej choro-
by mutacji w kilku r6znych loci (tab. 11-10).
Heterogenno$¢ objawdw Kklinicznych sprawia,
ze nomenklatura molekularna czesto nie odpowia-
da nazewnictwu przyjetemu w medycynie. Wyka-
zano na przyklad, ze defekt genu CFTR, charakte-
rystyczny dla mukowiscydozy, stwierdza si¢ takze
w niezaleznie dotychczas klasyfikowanych choro-
bach takich, jak: obu- i jednostronna niedrozno$¢
przewodow nasiennych, przewlekle zapalenie os-
krzeli, rozstrzenie oskrzeli, przewlekle zapalenie
zatok obocznych nosa z polipowatoScia, kropidla-
kowe alergiczne odoskrzelowe zapalnie ptuc. In-
fekcje bakteryjne, wiele schorzen uktadu oddecho-
wego czy tez niedrozno$¢ przewodow nasiennych
u mezcezyzn s klasycznymi objawami mukowiscydo-
zy. Wydaje si¢ wiec, ze w opisanych przypadkach
wielo§¢ objawOw chorobowych jest przejawem
zmiennoSci na poziomie genu, a wymienione scho-
rzenia nalezatoby klasyfikowaé raczej jako tagodne
postaci mukowiscydozy lub choroby CFTR-zalezne.
W niektorych chorobach dziedziczonych jako
cecha autosomalna recesywna obserwuje si¢ nie-
kiedy pewne odstgpstwa od tego kanonu dziedzi-
czenia. Zaobserwowano bowiem wystepowanie
cech klinicznych choroby rowniez u nosicieli zmu-
towanego genu. U obligatoryjnych nosicieli muta-



