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SKAZANI NA OTYLOSC?

dzisiejszych czasach otyto$¢ jest
jedng z przyczyn wystepowania wie-
lu chordb, nawet tych najbardziej tragi-
cznych, prowadzacych do smierci. Szacu-
je sie, ze ponad 30% populacji dorostych
Amerykanow, a takze prawie 10% popu-
lacji zachodniej Europy boryka sie z nad-
wagg. Od wielu lat prébuje sie ustali¢ me-
chanizmy i przyczyny jej wystepowania.
Wiaze sie jg m. in. z niektorymi choroba-
mi takimi jak: cukrzyca, hiperlipidemia
czy niektorymi odmianami raka oraz
z psychika osoby chorej.

Waznych informacji dotyczacych pro-
blemu otytosci dostarczytaby identyfika-
cja i lokalizacja genu odpowiedzialnego za
otyto$¢ u myszy oraz jego ludzkiego ana-
logu. Préby takiej podjeto sie w zespole
w Howard Huge Medicall School pod kie-
runkiem J. M. Friedmana. Na podstawie
danych uzyskanych z przeprowadzonych
badan stwierdzono, ze molekularne pod-
stawy patogenezy otytosci nie sg znane.
Opierajac sie na teorii Lavoisiera i Lapla-
ca autorzy stwierdzajg, ze rownowaga po-
bierania i zuzywania energii jest regulo-
wana fizjologicznie. Mechanizmy tej regu-
lacji dyskutowane sg juz od wielu lat.
W badaniach zakfada sig, ze o$rodkiem
mozgowym odpowiedzialnym, za regulacje
wchianiania pokarmu i zuzycia energii
jest hypothalmus (VHM). Brak tego osrod-
ka powoduje zwigkszenie pobierania po-
karmu jak tez spadek zuzycia energii.
Dziatania mechanizmu regulatorowego
opisane zostaty w trzech teoriach; liposta-
zy, glukostazy oraz wptywu temperatury
dla kontroli metabolizmu. Wedtug pier-
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wszej, czynnikiem regulujacym metabolizm przez interakcje z centralnym
uktadem nerwowym (CUN) sa produkty metabolizmu ttuszczow. W drugiej,
zasadniczg rote przypisuje sie w regutowaniu zuzycia energii poziomowi glu-
kozy w plazmie. W trzeciej, mowi sie 0 znaczeniu temperatury dla kontroli
metabolizmu przez CUN. Pierwszym, ktory zaktadat, ze funkcje regutatorowsg
w stosunku do hypothalmusa petni pojedynczy czynnik byt Harvey.

Po raz pierwszy recesywng mutacje zwigzang z otytos$cig u myszy wykryto
w 1950 r. Nazwano ja obese mutation (ob). Jest ona zwigzana z cukrzycy 1l
typu. Nie poznano jak do tej pory ani elementu kodujgcego ani rodzaju usz-
kodzenia genu. W przeprowadzonych eksperymentach krzyzowych z wykorzy-
staniem mutantéw i szczepu dzikiego, wykazano brak u myszy z mutacjg (ob)
czynnika we kr*wi odpowiedzialnego za regulacje wchianiania i pokarmu i me-
tabolizmu. Przypuszcza sie, ze moze on by¢ kodowany przez gen, w ktérym
wystgpita mutacja.

W przeprowadzonych badaniach pod kierownictwem Friedmana wykorzysta-
no dwa transgeniczne szczepy myszy: kongeniczny (C57BL/6J) z 20-krotng
nadprodukcjg fobjmRNA i koizogeniczny nie syntetyzujacy fobjmRNA. W obydwu
przypadkach wystepowaty fenotypy charakteryzujace sie otytoscig. Nie wyjas-
niono jeszcze na czym polegaja réznice pomiedzy ekspresjg (ob) u tych mutan-
tow, jak tez nie odkryto natury mutacji w szczepie koizogenicznym. Natomiast
przeprowadzono m. in. identyfikacje, klonowanie i sekwencjonowanie genu, kto-
rego uszkodzenie jest zwigzane z otytoscig u myszy i jego tudzkiego analogu.
Koduje on mRNA zawierajacy 4500 nukleotyddw, o otwartej ramce odczytu dla
167 silnie konserwatywnych aminokwasOw. Stopien homologii tego biatka
u myszy i ludzi wynosi 84%. Ma ono cechy biatka sekrecyjnego i jest sygnatem
dta osrodkéw nerwowych, odpowiedziatnych za regutacje metabotizmu.

Prace nad badaniem mutacji w genie otytosci rozpoczeto od jego zmapo-
wania za pomocg metody restriction fragment lengh polymorphism (RFLP). Wy-
korzystujgc technike exon trappirg i anatize komputerowych baz danych wy-
izotowano i zsekwencjonowano gen odpowiedziatny za otyto$¢ myszy. Nastepnie
pordwnywano z analogicznymi genami u innych kregowcow i wykazano jego
znaczng homotogie. Swiadczy¢ to moze o wysokiej konserwatywnosci produktu
tego genu. Podczas szczegdtowego poréwnywania z genem tudzkim wykazano
bardzo wysoka homotogie w obrebie sekwencji kodujgcej, a jedynie 30% po-
dobieristwa w dostepnych sekwencjach niekodujacych na 3' i 5 koncu. Se-
kwencja na N-koncu biatka kodowanego przez badany gen u myszy wykazuje
mniejsze podobienstwo do ludzkiego odpowiednika niz reszta czasteczki. Na-
ukowcy z Howard Huge Medical School zaktadaja, ze biatkowy produkt tego
genu moze oddziat}wa¢ z CUN przez interakcje z hypothalmusem. Moze to
jednak wymagac istnienia mechanizmu pozwatajacego na przejscie biatka przez
bariere krew-mdzg. Jednakze czynnik ten moze wywotywac reakcje na poziomie
tkankowym przez dziatanie endo-, para- tub autokrynowe. Hipotezy te bedg
zweryfikowane po stwierdzeniu jego obecnosci i ztokalizowaniu go w plazmie.

Ciekawe, jak sie wydaje, sg takze prowadzone eksperymenty, w ktdérych
wykazuje sie, ze receptor dla biatka kodowanego przez gen otytosci jest ,,za-
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pisany” u myszy na genie (db) (wigze sie on z powstawaniem cukrzyey). Zwe-
ryfikowa¢ bedzie to mozna przez klonowanie genu (db) lub klonowanie i ma-
powanie receptora dla biatka kodowanego przez gen otytosci.

Problem otytosci zaréwno u badanych myszy, jak i u ludzi zwigzany Jest
nie tylko z fizjologicznymi czynnikami regulacyjnymi, ale z psychiczng sferg
zycia, np. stresem, znudzeniem. Wydaje sie, ze na podstawie wystepowania
mutacji (ob) u ludzi mozemy tylko stwierdzi¢ predyspozycje do bycia otytym,
a nie skazac¢" kogo$ na otytoscé.

Maciej Nawrot

Opracowano na podstawie: Zhang Y., Proenca R., Maffel M., Barone M.,
Leopold L., Friedman J.M., (1994), “Nature”, 372, 425-431; Seligmann J.,
Namuth T., (12 December 1994), “Newsweek”.

Przeptyw genow
z fransgenicznych roslin ziemniaka

worzenie roslin transgenicznych daje szanse szybkiego postepu w hodowli
Tnowych odmian, a zarazem wzbudza obawe utraty kontroli nad wprowa-

dzonymi genami i powaznymi skutkami ekologicznymi jakie mogtoby to spo-
wodowa¢, np. nadmiernym rozpowszechnieniem sie tak ulepszonych ro$lin
kosztem innych gatunkéw lub niepozadanym przenoszeniem genéw z roslin
transgenicznych na pokrewne gatunki. Pytek roslin, ze wzgledu na swe roz-
miary, moze by¢ najbardziej skutecznym i najtrudniejszym do kontroli we-
ktorem przenoszacym wklonowane geny.

W sprzyjajacych warunkach, przenoszenie wklonowanych genéw przez py-
tek moze by¢ znacznie bardziej intensywne i moze zachodzi¢ na znacznie
wieksze odlegtosci niz sgdzono dotychczas. Transgeniczne rosliny ziemniaka
odmiany Desiree, zawierajace potagczone dwa reporterowe geny GUS i NPT II,
uprawiano na poletku obrzezonym roslinami odmiany Stina, a dodatkowe
poletka tej ostatniej odmiany znajdowaty sie w odlegtosci 10, 100 i 1000 m
od roélin transgenicznych. Roéliny obydwu odmian kwitng w podobnym cza-
sie, a Stina wiaze znacznie wieksza ilos¢ owocow niz inne uprawne ziemniaki.

Obecnos$¢ gendéw GUS i NPT Il w roslinach wyrostych z nasion odmiany
Stina wykrywano za pomocg metody PGR z czestotliwosciami: 72, 32, 39, 34,
36 i 31% przy sasiadowaniu z roslinami transgenicznyrni na odlegtos¢: 1, 2,
3, 10, 100 i 1000 m. Jezeli zatozymy, ze w bezposrednim sasiedztwie obu
odmian, ilosci ziam pytku obydwu odmian sg podobne, a wraz z rosnacg
odlegtoscig znaczna przewage iloSciowa ma pytek roslin matecznych nad pyt-
kiem roslin ojcowskich, to uprzywilejowanie pytku roslin transgenicznych (oj-
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cowskich) jest tu bardzo wyrazne. Mozna to ttumaczyé przenoszeniem pyitku
na duze odlegtosci przez zywigce sie nim owady stodyszka rzepakowego (Me-
ligethes aeneus), wiekszg zywotnoscig pytku roslin transgenicznych lub pre-
ferencjg zapylania krzyzowego nad samozapylaniem.

Wyniki tych doswiadczen pokazuja, ze w pewnych okolicznosciach prze-
ptyw gendw z roslin transgenicznych moze mie¢ masowy charakter i odbywac
sie na duzym obszarze. Przy polowej uprawie roslin transgenicznych naleza-
toby zwraca¢ uwage na czynniki ograniczajace to zjawisko, np. izolacje prze-
strzenng roslin, dobér odmian produkujacych pytek zdolny do wspotzawod-
nictwa z pytkiem roslin transgenicznych, meska steiylnos$¢, niejednakowy
czas i intens}rwno$¢ kwitnienia oraz wigzania owocéw u roslin uprawianych
w poblizu siebie.

Jerzy Lewosz

Opracowano na podstawie: Theor. Appl. Genet., (1994), 88, 770-774.

Struktura rybozymu hammerhead rozwiagzana?

d czasu odkrycia w 1982 r. przez T. Cecha i wspdt, pierwszego RNA
Oo wiasciwosciach katalitycznych, rozpoznano i scharakteryzowano szes¢

naturalnie wystepujacych klas rybozymoéw (1). W celu zebrania danych i
temat ich struktury drugo- i trzeciorzedowej wykorzystywano liczne metody
biochemiczne i fizykochemiczne.

Najwieksze zainteresowanie budza jednak, wystepujgce w obrebie réznych
RNA infekujacych rosliny, rybozymy typu hammerhead. W zwigzku z matymi
rozmiarami i tatwoscig przystosowania ich do rozcinania dowolnej sekwencji
RNA prowadzone sa intensywne badania w celu ustalenia ich potencjalnego
Znaczenia terapeutycznego. Sag przestanki do tego by sadzi¢, ze w postaci
metabolicznie stabilnej i tatwo wnikajgcej do komérek znajdzie on zastoso-
wanie, jako lek degradujacy wirusowe i inne RNA zwigzane z rozwojem cho-
roby (2).

W dotychczasowych badaniach zmierzajacych do okre$lenia tréjwymiaro-
wej struktury rybozymu hammerhead gnipa amerykanskich badaczy, kiero-
wana przez D.B. McKaya osiggneta duzy sukces (3,4). Opierajgc sie na wy-
nikach analizy rentgenowskiej otrzymanych monokrysztatbw zaproponowali
oni model konformacji tego rybozymu i opisali oddziatywania trzeciorzedowe
zaréwno stabilizujgce rdzeh czgsteczki hammerhead, jak i umozliwiajgce jego
aktywnos$¢ katalityczna.

W czasteczce hammerhead mozna wyréznié trzy obszary dwuniciowe (du-
pleksy) potaczone z centralnie potozonym rdzeniem (rys.l). Wiadomo, ze ly-
bozym Kkatalizuje reakcje ciecia wigzania 3',5’-fosforodiestrowego miedzy nu-
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Rys.l. Struktura drugorzgdowa hammerhead. Numeracja nukleotydéw w niciach rybozymu
i inhibitora (substratu) wg przyjetej konwencji (4).
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I”s. 2. Konformacja rybozymu hammerhead ustalona w wyniku analizy rentgenostrukturalnej (4).
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kleotydami w pozycjach 17 i 1.1 tzw. nici substratowej. W wyniku tej reakcji
tworzg sie: 1) oligonukleotyd zakonczony cyklicznym 2’,3'-fosforodiestrem (po-
zycja nr 17) oraz 2) oligonukleotyd niosacy grupe 5-OH (w pozycji 1.1).
Z punktu widzenia mechanizmu reakcji jest to proces transestiyfikacji za-
chodzacy tylko w obecnosci wolnej grupy 2' OH nukleotydu 17. Udowodniono,
ze substratem dla rybozymu hammerhead moze by¢ nie tylko ni¢ zbudowana
w catosci z RNA, ale takze ni¢ DNA podstawiona pojedynczym rybonukleoty-
dem w pozycji 17.

Opierajac sie na tej informacji wymienieni badacze zdecydowali sie wykry-
stalizowa¢ kompleks lybozymowego RNA z inhibitorowa nicig zbudowang w ca-
fosci z DNA. Na podstawie otrzymanych wynikéw krystalograficznych stwier-
dzili, ze struktura czasteczki hammerhead przypomina litere Y — ramionami
sg dupleksy ! i 11, a dupleks 11l potozony jest naprzeciwko nich (lys. 2). W ob-
rebie rdzenia wyrdzniono dwie domeny. Pierwsza z nich, dotyczgca sekwencji
(5'-3j C3-U4-G5-A6, obejmuje ostry skret. Co ciekawe, konformacja tego skre-
tu jest identyczna z t/w. skretami urydynowymi (,,U-tum”), zlokalizowanymi
w petlach antykodonowej i pseudouiydynowej tRNAMA z drozdzy. Strukture
te stabilizuja wiazania wodorowe. Drugg domene stanowi nieklasyczny dupleks
utworzony przez asocjacje trimeréw U7-G8-A9 i G12-A13-Al4. Domene te do-
datkowo stabilizuja wiazania wodorowe miedzy G8 a G12 oraz G8 a U7. Mo-
dyfikacje tych wigzan znaczaco obnizajg aktywno$¢ katalityczng rybozymu.

Aktywnos¢ katalityczna iybozymu hammerhead zalezy od obecnosci jonéw
Mg+2 w stezeniach milimolarnych. Na podstawie uzyskanych przez
D.B. McKaya i wspdt, wynikéw uzyskaliSmy jedsmie czesciowg odpowiedz na
pytanie dotyczace lokalizacji jonOw magnezu w obrebie tej czasteczki. Badania
krystalograficzne rozmieszczenia jonéw Cd™ i Mn™, ktdre w przeciwienstwie
do jondbw Mg+2, sg widoczne w strukturze krysztatu ujawnity miejsce wigzania
jondéw dwuwarto$ciowych miedzy A9 a GIO.I.

Autorzy dyskutujg takze nad mechanizmem reakcji transestryfikacji.
W dotychczasowych badaniach udowodniono, ze ciecie nici substratowej prze-
biega wg mechanizmu nukleofilowego ataku ,w linii” (ang. in-line) na atom
fosforu z udziatem grupy 2'-OH. Ciecie jest katalizowane jonami dwuwarto-
sciowymi. Autorzy nie znajdujg jonu metalu w centrum aktywnym. Natomiast
konformacja nici inhibitora nie pozwala na przebieg ciecia wg mechanizmu
»W 1inii”. Aby wyjasni¢ te dylematy autorzy zaproponowali zmiane konformacji
linii substratowej — skreconej na wigzaniu fosforodiestrowym miedzy dT16.1
a dC17 — w trakcie wiazania w celu zabezpieczenia wiasciwego przebiegu
reakcji.

Nalezy jednak podkres$li¢, ze przeprowadzone niezaleznie badania konfor-
macji hammerhead w roztworze (5), dotyczace czasteczek, w ktorych ni¢ in-
hibitora byla zbudowana z RNA zawierajgcego dC17, za pomocg techniki
transferu energii przy zastosowaniu metody spektrofluorymetrycznej, potwier-
dzajg ogolny ksztatt rybozymu przedstawiony przez McKaya.

Mikotaj Olejniczak
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