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Szczegotowa mapa ludzkiego chromosomu numer 11 sporzadzona
przy zastosowaniu hybrydyzacji in situ z sondami kosmidowymi

Konstrukcja szczegoétowe] mapy ludzkiego genomu jest aktualnym zadaniem przed ktérym
stajg genetycy i naukowcy Swiata medycznego. Intensywne badania ostatnich lat przy uzyciu
techniki RFLP (polimorfizm fragmentéw restrykcyjnych) doprowadzity do identyfikacji licznych
sprzezonych grup genowych (ang. linkage group) i pojedynczych gendéw. Hybrydyzacja in situ,
polegajaca na hybrydyzacji sondy z chromosomalnym DNA na szkietku podstawowym jest
dotad najlepszga metoda pozwalajgca na zlokalizowanie genu na konkretnym chromosomie
(ang. locus). Zastosowanie sond znakowanych izotopowe pozwala na umiejscowienie sekwen-
cji dlugosci okoto 1 tysigca par zasad; wymaga to jednak diugiego czasu (czesto tygodni lub
miesiecy) i wnikliwych obliczen statystycznych. Przyspieszenie procesu przy uzyciu sond
znakowanych nieizotopowo obniza czuto$¢ testu, mimo iz umozliwia wykrycie sekwenciji
o dlugosci 6 tysiecy par zasad..

Wspodlne wysitki autoréw publikacji doprowadzity do opracowania metody chromosomowej,
selektywnej hybrydyzacji in situ ,,CISS" (ang. chromosomal in situ suppression hybridization),
gdzie zablokowano hybrydyzacje z wielokrotnie powtarzajagcymi sie sekwencjami DNA przez
dodanie kompetytywnego DNA do sondy. Zastosowanie mikroskopu fluorescencyjnego
znacznie utatwito wykrywanie miejsc hybrydyzacji i pozwolito na precyzyjna lokalizacje licznych
fragmentow DNA.

Identyfikacje chromosomu oparte o hybrydyzacje z sondg, przeprowadza sie w stadium
metafazy, stosujgc barwienie metoda Giemzy. Autorzy zastosowali dwie inne precyzyjniejsze
metody: 1) hybrydyzacje z sonda specyficzng dla danego chromosomu; 2) réwnoczesng hybry-
dyzacje z wieloma sondami, dajacag w efekcie charakterystyczne prazki na poszczegdlnych
chromosomach. Sondy zostaly przygotowane z fragmentéw ludzkiego DNA wbudowanego do
kosmidu (ang. cosmid clone). Kosmidy tego typu stuza do sporzadzania sond z wstawionym
fragmentem DNA o dlugosci powyzej 15 tysiecy par zasad. Efektywnos¢ hybrydyzacji zalezy od
czystosci sondy. Autorzy uzyskali hybrydyzacje sond z kazdg z czterech chromatyd chromoso-
mu 11 z czestotliwoscia 80%.

Przekazanie obrazu spod mikroskopu do analizatora komputerowego pozwolito, po przet-
worzeniu danych, na uzyskanie szkicu poszczego6lnych chromosoméw wraz z ich wymiarami
(dhlugosc¢ i szerokos€). Analiza komputerowa miejsc w ktérych zaszta hybrydyzacja umozliwita
precyzyjna lokalizacje 13 gendw na chromosomie numer 11. Lokalizacja ta w petni zgadzata sie
z powszechnie znang mapa genetyczng genomu ludzkiego. Uzycie sond kosmidowych pozwo-
lito ponadto na lokalizacje 36 dodatkowych miejsc hybrydyzacji z DNA chromosomu 11
0 tacznej dlugosci 140-150 centymorgandw. Réwnoczesna hybrydyzacja z kilkoma réznymi
sondami umozliwia wykrycie kolejnosci utozenia genéw na chromosomie.

W oparciu o powyzsze wyniki autorzy proponujag stosowanie hybrydyzacji CISS jako metody
do szybkiego i precyzyjnego sporzadzania map genetycznych.

Joanna Werner

Opracowano na podstawie: (January, 1990), High-Resolution Mapping of Human Chromosome 11 by
in Situ Hybrydization with Cosmid Clones, Science, 247, 64-69, P. Lichter, Ch. Chang Tang, K. Call, G.
Hermanson, G. A. Evans, D. Housman, D. C. Ward.
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Osiagniecia

W grudniowym numerze pisma ,,High Technology Business” omoéwione zostaty osiggniecia
uzyskane w wielu dziedzinach technologii w ostatnim dziesiecioleciu, natle zarébwno oczekiwan,
ktére sie z nimi wigzaty, jak rowniez w perspektywie dalszego rozwoju w ostatnim dziesiecioleciu
naszego wieku. Znalezlismy tam takze dane dotyczace biotechnologii.

W 1980 r. grupa badaczy z Uniwersytetu w Zurichu, czesciowo finansowana przez firme
Biogen, doniosta o sklonowaniu genu ludzkiego kodujgcego interferon alfa, biatka o aktywnosci
przeciwwirusowej i hamujgcego proliferacje komérek nowotworowych. O podobnym osiggnie-
ciu poinformowaty w pare miesiecy p6zniej firmy Genentech i Cetus. Stosowane dzi$ w lecznic-
twie dwa preparaty interferonu wytwarzane sa przez Hoffman-La Roche i Schoering-Plough,
pie¢ innych preparatéow poddana jest prébom klinicznym. Wartos¢ rocznej sprzedazy wynosi
100 min dolaréw, a przewiduje sie jej wzrost do 150 min. Interferon stosowany jest w leczeniu
dwoch rzadkich typow nowotworéw i brodawczakéw uktadu pilciowego, przewiduje sie rozsze-
rzenie ich uzywania do walki z innymi nowotworami, jak réwniez do leczenia wirusowego
zapalenia watroby. Dla poréwnania, roczna warto$¢ sprzedazy najczesciej stosowanego leku
przeciwnowotworowego, adriamycyny wynosi 250 min dolaréw.

W 1983 r. w Cornell University zastosowano po raz pienvszy ,armatke genowag". Jest to
przyrzad pozwalajacy na wstrzelenie do dowolnej komdrki drobnych, o mikronowej Srednicy,
czastek wolframu optaszczonych DNA - po wejsciu do komoérki ten DNA moze by¢ integrowany
do genomu, a opisana metoda transfekcji pozwala na ominiecie etapu przejscia, dzieki mecha-
nizmom biologicznym, przez btone, co zmniejsza ryzyko ataku nukleaz na obcy DNA. Metoda
daje najlepsze wyniki w przypadku komérek roslinnych. Firma Biolistics wyprodukowata
dotychczas i sprzedata 30 armatek genowych.

W 1983 r. Firma Genentech sklonowata w bakteriach gen ludzkiego, tkankowego aktywatora
plazminogenu (PTA) stwierdzajac, ze jest to potencjalny lek przeciw zakrzepom. W 1987 r. FDA
zezwolita na stosowanie PTA w leczeniu ludzi. Obecnie wydaje sig, ze 6w lek nie spehit
wszystkich oczekiwan: jest 2,5 raza drozszy niz réwnie efektywna streptokinaza, nie nadaje sie
do leczenia wszystkich pacjentow. Za 2-3 lata przewiduje sie¢ wejscie na rynek modyfikowanych
preparatéow PTA i tzw. superstreptokinazy. Ten wyscig producentéw jest niewatpliwie korzystny
dla licznych pacjentéw, chorych na choroby ukifadu krazeniowego.

W dziedzinie prognoz High Technology Business przewiduje rozszerzenie rynku na modyfi-
kowang technologicznie zywnos¢, w tym gitéwnie modyfikowane produkty morskie, dodatki
biatkowe wydzielane z soi, srodki zastepcze mleka, srodki stodzace, modyfikowane tluszcze,
produkty obrébki miesa i drobiu. Dwa ostatnie produkty wedtlug prognoz beda najbardziej
dynamicznie rozwijane.

Roczny przyrost produkcji we wszystkich dziedzinach ocenia sie na 9,6%, a ich wartos¢
sprzedazy na 10 miliardéw (6,5 mid dolaréw w 1988 r.), w tym na modyfikowane tluszcze konsu-
menci wydadzg 1,6 mld dolaréw w 1993 r, a na modyfikowane produkty miesne 2 mid.

W firmie Genelabs (Kalifornia) prowadzone sg intensywne badania leku, ktéry w warunkach
in vitro wybidrczo niszczy komorki systemu immunologicznego zakazone wirusem HIV. Badania
na razie prowadzone sa tylko w laboratorium, poniewaz nie uzyskano jeszcze zezwolenia FDA
do podjecia prob klinicznych. Lekiem tym jest tzw. substancja Q wydzielona z korzeni chiriskich
ogorkéw Trichosanthin Kirilowii. Ekstrakt z tych roslin stosowany byt w Chinach od trzeciego
wieku naszej ery jako srodek aborcyjny. Substancja Q, oprécz zakazonych limfocytéw niszczy
réwniez zakazone makrofagi, na ktére nie dziata jedyny obecnie stosowany lek AZT. Nie znale-
ziono efektow ubocznych dziatania substancji Q na zwierzeta. Wytgczne prawa sprzedazy leku,
o ile zostanie dopuszczony do praktyki medycznej, posiada szwajcarska firma Sandoz.

Najblizsze lata powinny przynies¢ w produkcji roslinnej wejscie na rynek nowych produktow
biotechnologii. Sadzi sie, ze sprzedaz ulepszonych nasion i roslin w 1992 r. osiggnie wartos¢ 24
min dolaréw, a w 1995 r. juz 1225 min. 96% tych sum przypadnie na rosliny o znaczeniu
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konsumpcyjnym, 4% - ros$liny ozdobne. Rozwijane kierunki w modyfikacji roslin to uzyskiwanie
roslin odpornych na stresy Srodowiskowe oraz o wilasciwosciach ulatwiajgcych sprzedaz,
przechowywanie i przeréb przemystowy.

M.F.

Fir-ny biotechnologiczne, ktére odniosty sukces

Mimo obiektywnie trudnej sytuacji dla firm biotechnologicznych, sa przedsiebiorstwa
przynoszace duze zyski i stanowigce podstawe optymizmu wielu innych, ktérym jeszcze sie nie
powiodid. Krotkg charakterystyke czterech znanych firm biotechnologicznych przedstawito
pismo ,,Australian Journal of Biotechnology”.

GENENTECH *

Jest to duza firma zlokalizowana w Kalifornii, USA, zatrudniajgca kilkuset pracownikdéw,
a okreslana bywa nawet stowem ,gigant” (ang. the giant). W roku 1988 dochody ze sprzedazy
wynosity 300 min USD. Jednakze w tym samym roku (wg oceny konkurentéw) firma ta poswie-
cita 10 min USD na kwestie prawne i patentowe, zatrudniajgc 6 ekspertéw patentowych jako
swych pracownikéw oraz korzystajgc z konsultacji 8 biur prawnych. Przedmiotem kontrowersji
prawnych w latach 1988-1989 byt m.in. ludzki hormon wzrostu (HGF) i rekombinacyjny czynnik
Factor VIII. Wprowadzenie na rynek handlowy tkankowego aktywatora plazminogenu (ang
tissue plasminogen activator) kosztowato Genentech ok. 200 min USD, przy czym jedna dawka
tego leku (znanego w USA pod nazwa Activase) kosztuje obecnie ok. 2200 USD. Szerokie
zastosowanie lecznicze i profilaktyczne Activase (w dolegliwosciach zwigzanych z praca serca)
spowodowato poczatkowo bardzo duze zainteresowanie kliniczne nowym specyfikiem.
W kwietniu 1988 r. Genentech poinformowal opinie publiczna, ze tygodniowo ponad 2000
pacjentéw jest leczonych tym lekiem (co oznaczato dla firmy 4 000 000 USD tygodniowego
obrotu). Czy tak duze zainteresowanie tym preparatem i jego zbyt zostanie utrzymany, a moze
nawet wzrosnie - trudno prorokowac. Natomiast patenty pozyskane przez Genentech na ten
produkt sa intensywanie podwazane. Przykiadowo, sad apelacyjny stwierdzit, ze prace
badawcze (a dalej produkcyjne) zwigzane z okresleniem sekwencji aminokwasowej i genowej
TPA nie zawierajg elementu nowosci, a zatem nie powinny by¢ objete ochrong patentowa.
Poniewaz postepowanie patentowe dotyczac tego leku toczy sie réwnolegle w USA, w krajach
Europy, w Japonii i w Australii (a wszedzie majg miejsce drobne, acz zasadnicze rdéznice
w prawie patentowym) nie dziwi nikogo budzet sekcji prawnej tej firmy wynoszacy miliony
dolaréw rocznie i zatrudnianie kilkudziesieciu prawnikéw.

AMGEN

Wartos¢ akcji tej amerykanskiej firmy wynosi ok. 520 min USD. Podstawowym produktem
jest preparat o nazwie handlowej erythropoietin (EPO), jest to hormon regulujacy cyrkulacje krwi
i wytwarzanie czerwonych ciatek krwi. Eksperci szacujg (by¢ moze nalezatloby powiedzie¢:
spekuluja), ze Swiatowy rynek zbytu na ten specyfik jest rzedu 1 mid USD rocznie. Jednakze
réwniez w tym wypadku podstawowym zrédiem watpliwosci i obaw odnos$nie do ewentualnych
zyskéw sg znéw sprawy patentowe.

HYBRITECH

Jest to znana firma kalifornijska zajmujgca sie produkcjg przeciwciat monoklonalnych
i stosowaniem technik analitycznych zwigzanych z immunologia. Zrédiem wielu kiopotéw

*Z poczatkiem roku 1990 Hoftmann-La Roche wykupit 60% akcji tej firmy za kwote 2,1 mld USD
Warto dodag¢, ze 10 tat wczesniej wartos¢ catej firmy szacowano na 60 min USD.
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prawnych jest test opracowany w tym przedsiebiorstwie polegajacy na jednoczesnym dwustron-
nym badaniu antygendéw z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych (ang. sandwich assay).
W opinii sadu pierwszej instancji technika ta nie moze podlega¢ opatentowaniu, poniewaz zasto-
sowane metody ,,sg oczywiste" oraz ,,zgtoszenie patentowe bylo zbyt obszerne". Ta decyzja
sadu kalifornijskiego zadataby bardzo powazny cios w sytuacje finansowa przedsiebiorstwa,
bowiem otwierataby droge konkurencyjnym patentom innych firm, jak réwniez umozliwitaby
stosowanie opracowanych technik bez wnoszenia optat licencyjnych. Sad federalny uchylit
decyzje sadu pierwszej instancji, nakladajac obowigzek poniesienia optat licencyjnych przez
wszystkich uzytkownikow tej techniki. Wptywy Hybritech z tytulu tej decyzji sgdowej wyniosty
8 min USD. Natomiast inna firma kalifornijska (Monoclonal Antibody) poniosta nie tylko straty
w wysokosci 2 min USD w wyniku optat sadowych, ale byla zmuszona do zwolnienia 25%
swych pracownikéw, a w roku 1989 uzyskata licencje kosztem 15% swych dochodéw (tzw.
royalty payments).

Testy analityczne stosowane przez te firme dotycza diagnostyki m.in. cigzy i tak powszech-
nej choroby jak wirusowe zapalenie watroby. Szacunkowy rynek zbytu dla testéw diagnostycz-
nych wynosi ok. 5 min USD. W spory patentowe zwigzane z testami diagnostycznymi opartymi
0 zastosowanie przeciwcial monoklonalnych zaangazowane sg obecnie tak znane firmy farma-
ceutyczne, jak Eli Lilly, Abbott Laboratories i Hoffman-La Roche.

W dniu dzisiejszym sytuacja na rynku biotechnologicznym jest bardzo ztozona. Wokot
niewielkiej liczby preparatow o duzej wartosci terapeutycznej toczy sie dostownie walka
pomiedzy firmami biotechnologicznymi.

T.T.

Opracowano na podstawie: (April, 1989), Australian Journal of Biotechnology, 3, 104.
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