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Streszczenie

StOWA KLUCZOWE: ruchome elementy genetyczne, transpozony
Przekazywanie informacji genetycznej miedzy organizmami moze zachodzi¢ w rézny sposob.
Jednym z nich jest transpozycja genéw migedzy osobnikami tego samego gatunku lub réznych
gatunkow. Za przenoszenie tego typu odpowiedzialny jest transpozon czyli fragment DNA, ktéry
ulega przeniesieniu. Fragment ten koduje strukture kilku enzymow, ktére réwniez sg zaanga-
zowane w proces transpozycji. Transpozony moga przenosi¢ takie cechy, jak opornos¢ na
antybiotyki miedzy réznymi szczepami bakterii. Moga réwniez powodowaé mutacje, prowadzac
do chordb lub do zmian w funkcjonowaniu organizmow.

MOBILIZABLE GENETIC ELEMENTS

Summary

KEY WORDS: transposable elements, transposons

Transfer of genetic information between different organisms can occur in several ways. One
of these is transposition which may be found in both the same and in different species. The
fragment of DNA which is transferred, the so called transposon, is responsable for this proc-
ess. This fragment encodes several enzymes which are involved in the process of transposi-
tion. Transposons are able to carry features, such as antibiotic resistance, between two
different bacterial species. They can also cause mutations leading to diseases and functional
changes in the organism.

Kompletne sekwencjonowanie genomu rozmaitych bakterii, grzybow,
robakoéw czy owadow wywarto olbrzymi wptyw na catg biologie. Poszuki-
wanie ewolucyjnych poczatkéw istnienia zycia (réznych jego form), w dobie
sekwencjonowania genomoéw, dostarcza wielu zmian w dotychczasowym
sposobie widzenia swiata. Ruchome elementy genetyczne i ich wptyw na
zmiany struktury genetycznej organizméw ma ogromne znaczenie dla zro-
zumienia procesu ewoluciji.

Genom to zbiér genéw zlokalizowanych w DNA organizmu. Zorgani-
zowany jest w zaleznosci od fazy cyklu komérkowego w postaci luznej
(chromatyna) lub zwartej (chromosomy) znajdujacej sie w jadrze komoér-
kowym. U organizméw prokariotycznych, czyli bezjadrzastych, zbior taki
nosi nazwe genoforu. Genomy réznych organizmoéw wykazujg znaczny
stopieh statosci, co umozliwia ustalenie map genetycznych obrazujg-
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cych pozycje gendéw w chromosomach. Nawet odrebne gatunki, takie
jak na przyktad Escherihia coli i Drosophila melanogaster, majg bardzo
zblizone uktady liniowe gendw utrzymujgce sie od czasu ich niezaleznej
ewolucji od wspdélnego przodka. Istotne ewolucyjnie zmiany w strukturze
genomow zachodzg w bardzo dtugim okresie czasu.

Transpozony

U wielu réznych organizmow wykryto wystepowanie elementéw ge-
netycznych, nazywanych transpozonami, zdolnych do zmiany miejsca
potozenia w genomie. Transpozony sg odcinkami DNA ztozonymi z se-
tek lub tysiecy par nukleotydéw, ktére moga ulega¢ spontanicznemu
przemieszczeniu czyli transpozycji. Mogg one wywotywac¢ duze zmiany
w strukturze genomu, jak np. inwersje, delecje czy duplikacje duzych
fragmentow DNA. Proces transpozyciji zwigzany z wycinaniem i integra-
cja transpozonu jest wynikiem rekombinacji miedzy niehomologicznymi
sekwencjami wystepujacymi w transpozonach i miejscami ich integraciji
w DNA. Rekombinacja ta jest sterowana przez specyficzne enzymy —
transpozazy. W genomie E.coli wykryto dziesiatki roznych transpozo-
noéw, rozniacych sie strukturg genetyczng. W komarkach bakteryjnych,
transpozony jednego typu moga wystepowac w roznej liczbie kopii — od
kilku do kilkunastu. Miedzy homologicznymi sekwencjami tych samych
transpozonow znajdujgcych sie w genomie w réoznych potozeniach, mo-
ga zachodzi¢ rekombinacje homologiczne typu crossing-over, prowa-
dzace do znacznych zmian w strukturze genomu gospodarza. Transpo-
zony mogly odgrywac istotng role w réznicowaniu struktury genomow,
jako jeden z czynnikéw ewolucji nowych gatunkow.

Transpozony zostaty wykryte po raz pierwszy metodami genetycz-
nymi w kukurydzy, jednak dopiero wykrycie tych elementéw u bakterii
kilkanascie lat pozniej doprowadzito do poznania ich struktury moleku-
larnej i przebiegu procesu transpozycji. Ruchome elementy DNA klasyfi-
kowane sg w grupy wedtug tego, czy transpozycja zachodzi poprzez
DNA czy RNA [2]. Transpozony zwane retroelementami, ktérych tran-
skrypcja zachodzi poprzez RNA, dzielg sie na rodzine elementéw wiru-
sowych i niewirusowych. Rodzina wirusowa obejmuje retrowirusy i trans-
pozony charakteryzujace sie diugimi koncowymi powtérzeniami (LTR)
(ang. Long Terminal Repeats — diugie koncowe powtérzenia), ktére flan-
kuja domeny kodujgce odwrotng transkryptaze. Natomiast elementy
z rodziny niewirusowej obejmujace elementy SINE (ang. Short Inter-
spersed Elements — krétkie elementy urozmaicone) i LINE (ang. Long
Interspersed Elements — dilugie elementy urozmaicone) nie posiadajg
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LTR. Ruchome elementy, ktére ulegajg transpozycji poprzez intermedia-
ty DNA, sg generalnie flankowane przez krétkie odwrécone powtdrzenia
tzw. TIR (ang. Terminal Inverted Repeats — koncowe odwrécone powto-
rzenia), ktére u form autonomicznych flankujg domeny kodujgce trans-
pozaze. Klasa ruchomych elementow o krétkich TIR obejmuje elementy
Tn3 bakterii, elementy P i Hobo u Drosophila melanogaster [9], elemen-
ty Ac w kukurydzy [5], rodzine Tc1 i elementy Tc2 u Caenorhabditis ele-
gans [8, 9].

Niektore transpozony bakteryjne u organizméw eukariotycznych

Liczba par Gatunek | Liczba par
. zasad w 3
Symbol Liczba w ktérym zasad .
sekwen- . " Uwagi
elementu par zasad . . | wystepuje | w sekwencji
cjach termi- :
transpozon | docelowej
nalnych
1S1 768 23 E.coli 9 Koduje transpozaze
1S2 1327 41 E.coli 5 Koduje transpozaze
Tn3 4957 38 E.coli 5 Zawiera gen opor-
nosci na ampicyline
Tn5 5700 1531 E.coli 9 Zawiera gen opor-
Plazmid R nosci na kanamycy-
ne
Tn9 2500 1S1 E.coli 9 Zawiera gen opor-
Plazmid R nosci na
chloramfenikol
AC 4563 11 Zae mays 8 Powoduje pekanie
Kukurydza chromosomoéw
Tci 1610 54 Caenorhab- 2(TA)
dilis elegans
Nicien
P 2900 31 Drosophila 8 Wywoluje zaburze-
melanoga- nia linii komoérek
ster ptciowych
,muszka
owocowa”

Typy mechanizmow transpozycji
Transpozycja niereplikatywna polega na wycieciu transpozonu z jed-

nej pozycji DNA (po czym pozostaje luka w DNA) i integracji w nowym
poftozeniu, w ktéorym transpozaza rozpoznaje specyficzng 5-nukleo-
tydowg sekwencje docelowa. Replikowane jest jedynie kilka nukleoty-
dow w nowym miejscu integracji.
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Podczas transpozycji replikatywnej, sekwencja transpozonu ulega
duplikacji drogg replikacji semi-konserwatywnej, ktéra jest nieodtaczng
czedcig procesu transpozycji.

Powstajgcy produkt przejsciowy (kointegrat), zawierajgcy zwigzane
czastki DNA dawcy i biorcy oraz dwie kopie transpozonu, zostaje roz-
dzielony w wyniku rekombinacji na dwa elementy: jeden identyczny jak
czagstka donorowa, drugi to czgstka akceptorowa z wigczonym transpo-
zonem (niektére transpozony kodujg specyficzny enzym — resolwaze,
odpowiedzialny za ten proces).

Transpozycja konserwatywna polega na dokladnym wycieciu i ligacji w
nowym potozeniu z zachowaniem wszystkich nukleotydéw. Rézni sie od
replikatywnej tym, iz u dawcy w trakcie transpozycji fragment przenoszony
nie ulega duplikacji. Zamiast tego oba wolne korice DNA fgczq sie.

Typy mechanizméw transpozycji obrazuje rycina 1.

O

dawca / ~a biorca
+
Typ Typ
NIEREPLIKATYWNY KONSERWATYWNY
kointegrat
Typ
REPLIKATYWNY

~' @

Ryc. 1. Typy mechanizmoéw transpozyc;ji.

Zarowno transpozycja konserwatywna, jak i replikatywna mogg byc¢
inicjowane w podobny sposob. Pierwszym etapem jest utworzenie przez
transpozaze czterech jednoniciowych nacie¢: w DNA dawcy transpozo-
nu oraz w DNA biorcy (sekwencji docelowej transpozyciji), ktére sg prze-
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suniete o 5 do 9 nukleotydéw. Po krzyzowym potgczeniu powstatych
wolnych koncéw DNA integracja jest zawsze zwigzana z odbudowaniem
5-9-nukleotydowych odcinkdw miedzy przesunietymi miejscami naciec
w sekwencji docelowej (w przypadku prostego wyciecia transpozonu)
lub tez replikacja obejmuje caty transpozon (w przypadku transpozyciji
replikatywnej).

W organizmach eukariotycznych wykryto transpozony, ktérych struk-
tura i sposob przemieszczania sie jest podobny do transpozondéw bakte-
ryjnych. Ponadto, u eukariontow opisane zostaty transpozony odrebne-
go typu zwane retrotranspozonami, ktére podobnie jak retrowirusy
przechodzg w cyklu transpozycji przez RNA, ktory nastepnie w wyniku
dziatania odwrotnej transkryptazy jest przepisywany na DNA. Majg one
w wiekszosci cechy strukturalne, przypuszczalnie niezbedne do ich
transpozycji, m.in.: na obu koncach majg powtérzone dtugie sekwencje
terminalne (LTR), ktére umozliwiajg ich integracje w réoznych miejscach
oraz miejsce podobne do tRNA niezbedne do rozpoczecia odwrotnej
transkrypcji. Mimo, Ze retrotranspozony majg niektére geny zblizone do
gendéw retrowirusowych, to jednak nigdy nie wystepujg poza komérka
jako infekcyjne czastki wirusowe.

Wykorzystanie transpozonow w biologii molekularnej

Transpozony mogq by¢ traktowane jak inne wektory genetyczne.
Mozna wycina¢ znajdujace sie w nich geny i wprowadza¢ w zamian in-
ne. Jezeli TIR zostang zachowane, to bedg one rozpoznane przez
transpozazy, ktére bedg je integrowac¢ w rézne miejsca genomu komor-
ki. Transpozony pozbawione gendéw kodujgcych transpozaze tracg zdol-
nos¢ do integracji. Jednak obecnos¢ w komorce innych, nie zmodyfiko-
wanych kopii transpozonow i produkowanych przez nie enzyméw, moze
uaktywnia¢ nieczynne jednostki.

Transpozony wykorzystuje sie do otrzymywania organizmow trans-
genicznych. Na przyktad, do uzyskania transgenicznych osobnikéw Dro-
sophila melanogaster uzywa sie jako wektora transpozonu P.

Rézne rodzaje transpozondéw sg takze wykorzystywane obecnie do
wykrywania i lokalizacji genébw w chromosomach.

Transpozony w organizmie cztowieka

Niezbitym faktem jest, iz ruchome elementy genetyczne wystepujg
wsrdd organizmow prokariotycznych, choéby takich, jak E. coli, jak row-
niez w organizmach eukariotycznych na przyktad w kukurydzy, u nicie-
nia czy muszki owocowej. Olbrzymim jednak dokonaniem byto odkrycie
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tych elementéw réwniez u cztowieka. Fakt ten by¢ moze okaze sie fun-
damentalnym w badaniu molekularnej ewolucji gatunkéw, biorgc pod
uwage ,mozliwosci” tych struktur genetycznych.

Transpozony reprezentowane przez elementy SINE (ang. Short In-
terspersed Element) nalezace do rodziny Alu, sg bardzo charaktery-
styczne dla rzadko wystepujacych powtérzen DNA u ssakoéw. W ludzkim
genomie poczatkowo wykryto 300.000 kopii tych sekwencji zbudowa-
nych z 200 — 300 pz. Nazwe swojg zawdzieczajg specyficznej sekwenc;ji
(wewnatrz swojej struktury), ktoéra jest rozpoznawana przez restrykcyjng
endonukleaze zwang Alu |.

Elementy te wystepujg obecnie w DNA wszystkich naczelnych, jak i u
gryzoni. Dodatkowo, u ssakow wewnatrz Alu istnieje bardzo konserwa-
tywna sekwencja o diugosci 40 pz. Wiadomo réwniez, ze sekwencje Alu
sq silnie reprezentowane w jadrze komérkowym w formie transkryptow.

Istnieje kilka dowodow na to, aby okresla¢ je mianem ruchomych
elementéw genetycznych. Najwazniejszym z dowodow jest fakt, iz sg
one oskrzydlone na obu swych koncach powtérzonymi i w tg sama stro-
ne skierowanymi sekwencjami o diugosci 7 — 20 pz. Mozna sie tu dopa-
trzy¢ paraleli u bakterii w przypadku sekwenciji insercyjnych. Te oskrzy-
dlajace regiony sg kluczowe dla insercji genu w procesie transpozyciji.
Obserwacja, ktéra dostarcza nastepny dowéd moéwi o tym, iz regiony Alu
réznig sie od siebie w DNA oséb chorych i zdrowych, a takze w réznych
tkankach tego samego organizmu. Dodatkowo, sekwencje te zostaty
znalezione poza chromosomami.

Potencjalna ruchliwo$¢ i mutagennos$é tych elementéw ma daleko
siegajace implikacje. Ostatnio opisany przypadek dotyczy sytuacji, w ktorej
transpozon ,zostat przytapany na gorgcym uczynku”. Sprawa dotyczy
chtopca chorego na hemofilie. Jedna z przyczyn tej choroby jest defekt VIl
czynnika krzepliwosci krwi, produktu genu sprzezonego z chromosomem
ptci X. Naukowcy znalezli dwa przypadki, w ktorych transpozony duzo dtuz-
sze niz sekwencje Alu zostaty zintegrowane wewnatrz genu czynnika krze-
pliwosci. Wystepujace réwniez w innych miejscach w genomie przykiady
powtarzajgcego sie DNA zdefiniowano jako LINE (ang. Long Interspersed
Element).

Wielkie zainteresowanie powstato, gdy zadano sobie pytanie, czy je-
den z matczynych chromosomoéw X rowniez zawierat specyficzny LINE.
Jesli tak, to okazatoby sie, ze matka byta heterozygotg i przeniosta na
swojego syna chromosom zawierajacy LINE. Zaskakujgcym odkryciem
byt fakt, iz sekwencja LINE nie byta obecna w zadnym z chromosomow
X, natomiast zostata wykryta na chromosomie 22. u obu rodzicéw [3].
Sugeruje sie, ze 6w ruchomy element mégt sie przemiesci¢ z jednego
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chromosomu na drugi w komaorkach generatywnych matki, zanim cecha
zostata przekazana synowi.

Transpozony w rozwoju odpowiedzi immunologicznej

Immunolodzy rozwazajg obecnie dwa aspekty ukfadu odpornoscio-
wego jako naprawde unikalne w perspektywie ewolucji. Pierwszy z nich
to nadzwyczajny polimorfizm ludzkich genéw uktadu zgodnosci tkanko-
wej MHC (ang. Major Histocompatibility Complex). Druga za$ to rearan-
zacja genow dla receptorow antygenowych limfocytéw B i T. Poznany
niedawno obraz genomu ludzkiego nie ujawnia nowych informaciji, ktére
mogtyby kwestionowaé unikalnos¢ tych dwoéch zjawisk [4]. Analizy
wskazujg na to, iz geny dotyczgce uktadu immunologicznego podlegaty
zdecydowanie silniejszej presji ewolucji niz inne geny [6].

Somatyczna rearanzacja genetyczna receptoréw antygenowych jest
ewolucyjnym fenomenem uktadu odpornosciowego. Postulowano, iz gen
aktywujacy rekombinaze | i Il, RAG1 i RAG2 (ang. Recombinaze-Acti-
vating Gene), odpowiedzialny za te rearanzacje wywodzi sie z rucho-
mych elementéw genetycznych [1]. Najnowsza analiza genomu dostar-
cza coraz wiecej wyjasnien na temat wielu klas transpozonéw i ich wi-
docznej roli w ewolucji ludzkiego genomu. Uwaza sieg, ze w przyblizeniu
potowa ludzkiego genomu, tzw. ,junkDNA” pochodzi od transpozondw,
a 47 genom przypisuje sie tymczasowo pochodzenie transpozonowe [11].
RAG1 i RAG2 daty ewolucyjny przetom w przypadku somatycznych re-
aranzaciji genowych.

By¢ moze okaze sie, ze 1,5 miliarda par zasad w ,junk DNA” to wcale
niewysoka cena jakg trzeba zaptaci¢ za innowacje w postaci RAG1
i RAG2 [13].

Przenoszenie opornosci na antybiotyki

Klasyczne dziedziczenie cech z pokolenia na pokolenie nazywamy
pionowym przenoszeniem cech. W przypadku transpozycji genéw mo-
wimy o przenoszeniu poziomym. Ten drugi sposob jest znacznie efek-
tywniejszy i szybszy. Za poziome przekazywanie gendw odpowiedzialne
sq takie procesy, jak koniunkcja, transformacja czy transdukcja. Elemen-
tem genetycznym, ktéry moze poziomo przekazywacC cechy, sg takze
transpozony, zwtaszcza w przypadku przenoszenia gendw odpowie-
dzialnych za opornos¢ szczepu bakterii na rozmaite antybiotyki.

Ruchome elementy, oznaczone jako NBU2 (11-kpz), odkryto w
szczepach bakterii wystepujacych w szpitalach: Bacteroides fragilis ERL
i B. thetaiotaomicron DOT. Poczatkowo uwazano, ze NBU2 jest bardzo
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podobny do innego elementu: NBU1. Podobienstwo to wykazuje, w we-
wnetrznym regionie o dtugosci 2,5-kpz. Okazato sie jednak, iz poza tym
matym fragmentem oba elementy sg do siebie niepodobne w obrebie
catej struktury. Transpozon NBU2 zawiera gen integrazy (intN2), zlokali-
zowany na jednym z kohcow tego elementu. Gen ten jest konieczny,
a zarazem wystarczajgcy dla integracji NBU2 w genomie gospodarza.
Integracja NBU2 jest bardzo specyficzna u B. thetaiotaomicron. Miejsce
integracji jest zlokalizowane na 3’-koncu genu serynylo-tRNA. Analiza
genetyczna NBU2 uwidacznia dwa geny, odpowiedzialne za opornos¢
na antybiotyki. Sekwencja aminokwaséw domniemanych biatek kodo-
wanych przez te geny jest podobna do biatek reprezentowanych przez
bakterie Gram+. Tylko jeden z tych genéw, homolog genu opornosci na
linkomycyne, ulega ekspresji u B. thetaiotaomicron.

Zjawisko tranpozycji NBU2 stwierdzono u 291 szczepow bakteryj-
nych [12]. Moze to mie¢ ogromne znaczenie w przenoszeniu opornosci
na antybiotyki miedzy réznymi szczepami bakterii.

Nasuwa sie wiele pytan dotyczacych tych czy innych transpozonow.
Jakie jest ich pochodzenie? Czy byty kiedys jakim$ rodzajem retrowiru-
s6w? Jak doktadnie ulegajg przemieszczeniu i jaka byta ich rola w ciggu
trwania ewolucji? Te i inne pytania beda intrygowa¢ naukowcéw przez
nastepne lata.
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