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Elementy ruchome w genomie

Streszczenie

Elementy ruchome w genomie zostaly po raz pierwszy odkryte w latach 40 - tych zesztego stulecia
przez amerykanska genetyk Barbare McClintock. Obecnie wiadomo, Ze wystepuja one nie tylko u
kukurydzy, ale u wszystkich organizméw zywych poczawszy od bakterii a na cztowieku konczac.
Dziela sie one na dwie grupy ze wzgledu na sposéb przemieszczania. Transpozony DNA
przemieszczaja sie bezposrednio na zasadzie transpozycji replikacyjnej, skutkujacej powieleniem
sekwencji transpozonu badZ konserwatywnej, powodujacej zmiane potozenia sekwencji w genomie.
Druga grupa sa transpozony RNA, rozprzestrzeniajace sie za posrednictwem RNA. U cztowieka
sekwencje ruchome stanowia niemalze 50 % genomu, z czego 90 % to retrosekwencje. Mimo, ze
wielu naukowcow uwaza, ze jest to tylko pozostatos¢ po przodkach, okazuje sie, Ze maja one duze
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znaczenie zarowno dla kreowania zmiennosci genetycznej, jak i dla funkcjonowania organizmu.
Wstep

Genom zwiera komplet, zapisanej w kwasach nukleinowych informacji genetycznej niezbednej do
funkcjonowania kazdego zywego organizmu. Genomy roznych organizméw wykazuja znaczny stopien
statosci, co umozliwia utworzenie map genetycznych obrazujacych pozycje gendw na chromosomach.
Z analiz takich map wynika, Ze nawet bardzo odrebne od siebie gatunki maja zblizone uktady liniowe
genow, utrzymujace sie w czasie ich niezaleznej ewolucji od wspdlnego przodka. Istotne zmiany
ewolucyjne w genomach zachodza w bardzo dtugim okresie czasu, a w zrozumieniu tego procesu
ogromne znaczenie maja elementy ruchome i powodowane przez nie zmiany w strukturze genomu
[9].

Elementy ruchome obecne sa w genomach wszystkich organizméw zywych, poczawszy od bakterii
a na czlowieku konczac. Transpozony, zwane rowniez ,skaczacymi genami” sa odcinkami DNA
zdolnymi do spontanicznego przemieszczania sie z jednego miejsca w genomie w inne, czyli do
transpozycji. W organizmach prokariotycznych moga przemieszczaé sie z plazmidu na chromosom
i odwrotnie, natomiast w eukariotycznych transpozycja moze zaj$¢ pomiedzy chromosomami lub
w obrebie jednego chromosomu [10]. Transpozony dziela sie na dwie grupy ze wzgledu na sposéb
przemieszczania sie w genomie. Jedna z nich stanowia transpozony przemieszczajace sie za
posrednictwem RNA, druga zas elementy ruchome ulegajace przeniesieniu bezposredniemu z DNA
na DNA. O ile transpozony DNA wystepuja powszechnie, o tyle retroelementy sa domena jedynie
organizmow eukariotycznych [2]. Dzieki mozliwosci insercji swoich kopii w rézne locci transpozony
staly sie gtéwna grupa rozproszonych sekwencji powtarzalnych [1]. Przemieszczenie sie transpozonu
moze mie¢ roznorodne skutki, m. in. inwersje, delecje, czy duplikacje duzych fragmentow DNA [9].

Elementy ruchome zostaly odkryte w latach 40 - tych XX wieku przez Barbare McClintock.
Prowadzac badania nad kukurydzg, stwierdzitla ona wystepowanie niestabilnych mutacji barwy
aleuronu ziarniakéw oraz pekniecia i mutacje strukturalne w chromosomach. Wg jej hipotezy byly to
efekty wystepowania w genomie kukurydzy ruchomych elementéw kontrolnych, zdolnych do
modyfikacji aktywnosci genu poprzez insercje w jego sekwencje lub w jego okolice [10]. Przez wiele
lat jej odkrycie nie zyskata uznania, byto ono bowiem sprzeczne z wczesniejszymi zatozeniami.
Dopiero wiele lat p6zniej naukowcy przyznali jej racje, a w latach 70 - tych XX wieku stato sie jasne,
ze ,skaczace geny” sa obecne nie tylko w kukurydzy, lecz we wszystkich organizmach zywych
i stanowia naturalna droge kreowania zmiennosci genetycznej. W roku 1983 Barbarze McClintock
przyznano za to odkrycie Nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny [7].

Transpozycja za posrednictwem RNA

Elementy ruchome przenoszone za posrednictwem RNA nazywane sa retroelementami,
retrosekwencjami lub po prostu transpozonami RNA. Stanowia one ceche charakterystyczna
organizmow eukariotycznych i jak do tej pory nie zostaly odkryte u prokariotéow [2]. Retrosekwencje
sa rozmieszczone na chromosomach réwnomiernie, z wyjatkiem centromeréw, telomerow
i organizatorow jaderek. W centromerach moga znajdowac sie tylko nieliczne rodziny transpozonéw
RNA, lecz w znacznie mniejszej ilosci niz w pozostalych regionach chromosoméw. Transpozony te
moga stanowié¢ od 10 - 60 % genomu, zaobserwowano takze zaleznos¢, ze im wiekszy genom tym
wieksza ich zawartosé [1]. Retroelementy sa transkrybowane przez polimerazy komérkowe wraz
z DNA komorki, nastepnie dzieki aktywnosci odwrotnej transkryptazy (RT - reverse transcriptase)
zostaja ponownie wtaczone do chromosomoéw. RT ma zdolno$¢ przeprowadzania odwrotnej
transkrypcji, czyli przepisywania RNA na cDNA. Retroelementy autonomiczne koduja wtasna RT,
dzieki czemu maja zdolnos¢ do samodzielnej amplifikacji i transpozycji. Od ich aktywnosci zalezy
rowniez powielanie retroelementéw nieautonomicznych, niekodujacych RT. Précz tego podziatu



retrosekwencje dziela sie takze na elementy LTR i non - LTR, ze wzgledu na obecnos¢ dtugich
powtdrzen koncowych (LTR - long terminal repeats). Dtugie powtdrzenia koncowe sktadaja sie z ok.
500 - 600 nukleotydéw i odgrywaja wazna role w procesie transpozycji i ekspresji transpozonu.
Kazdy LTR sktada sie z trzech regionéw: dwdch sekwencji unikatowych U3 i U5 (unique) oraz
fragmentu R (redundant). LTR rozpoczynaja sie koncza sekwencjami att, bedacymi miejscami
integracji z genomem. Region LTR 5’ zawiera miejsce PBS (primer binding site), do ktérego wiaze
sie tRNA, bedace starterem dla odwrotnej transkrypcji. W tym regionie znajduja sie réwniez
sekwencje promotorowe i enhancery oraz sekwencje regulatorowe, odpowiadajace na dziatanie
hormonéw i warunkujace ekspresje tkankowospecyficzng. W sktad sekwencji LTR 3’ wchodza
sygnaly poliadenylacji oraz region PPT (polipurine tract), odgrywajacy wazna role w procesie
odwrotnej transkrypcji [11]. LTR moga aktywowac nie tylko ekspresje wtasnych genow, lecz takze
tych znajdujacych sie w pewnej od nich odlegtosci [2,12].

Elementy LTR

Do elementoéw LTR naleza: retrowirusy egzo - i endogenne, retrotranspozony oraz tzw. samotne LTR
(solo - LTR).

Retrowirusy egzogenne sa wirusami, ktérych genom stanowi RNA. W swoim genomie, procz LTR, ma
on gen pol kodujacy proteaze, odwrotna transkryptaze, RNAze H oraz integraze oraz sekwencje
bedace matrycami dla biatek strukturalnych (gen gag) i biatek otoczki (gen env). Do produktéw genu
env naleza rowniez bialka odpowiedzialne za wigzanie wirusa do receptoréw na powierzchni
infekowanej komorki. W czesci genomu retrowirusow flankowanej sekwencjami LTR znajduje sie
takze miejsce wiazania tRNA starterowego. W komorce gospodarza RNA wirusa przepisywane jest
na DNA i ulega integracji z genomem. Nowe wirusy powstaja przez transkrypcje DNA wbudowanego
w genom na RNA, ktére zostaje zapakowane do otoczki. WSrdd retrowiruséw wiele ma forme
tagodna, lecz istnieja réwniez typy zjadliwe m. im. Ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV - human
immunodeficiency virus) [1,2,12].

Retrowirusy endogenne (ERV - endogenous retrovirus) sa to genomy retrowirusowe wtaczone
do chromosoméw kregowcdw, najprawdopodobniej sa one pozostatosciami po wirusach egzogennych,
ktére ulegly insercji do DNA komorek rozrodczych i sa przekazywane nastepnym pokoleniom.
Zachowaly taka sama strukture jak wirusy egzogenne, lecz ich aktywnos$¢ zalezy od stopnia
nagromadzenia mutacji. Niektore z nich sga nadal aktywne i moga sterowac replikacjg wirusow
egzogennych, jednak wiekszos$¢ z nich utracila zdolnosci do tworzenia czastek wirusowych.
Transpozycja ERV moze zachodzi¢ na dwa sposoby. Jesli sekwencja retrowirusa nie jest uszkodzona
i sam produkuje wszystkie niezbedne enzymy mamy do czynienia z retrotranspozycja cis, lecz
w przypadku nagromadzenia sie mutacji transpozycja moze zajs¢ jedynie dzieki enzymom
kodowanym przez egzogenne retrowirusy (retrotranspozycja trans). Do tej grupy zalicza sie rowniez
skrécone wersje genomow wirusowych, zwane elementami retrowirusowymi lub RTVL (retroviral -
like) [2,12].

Retrotranspozony sa grupa wysokokopijnych elementéow LTR, ktéra wystepuje u roslin, grzybdw,
bezkregowcow i pierwotniakéw, lecz nie odkryto jej u kregowcéw. Wyrdzniono dwie grupy
retrotranspozondéw: Ty3/gypsy oraz Tyl - copia. Ta pierwsza charakteryzuje sie tym, ze ma taki sam
zestaw genow, jak ERV, a nazwe swa zawdziecza dwém przedstawicielom - Ty3 pochodzacemu
z Saccharomyces cerevisiae i gypsy z Drosophila melanogaster. Mimo obecnosci genu env, dopiero
stosunkowo niedawno zauwazono, ze czes¢ z nich moze tworzy¢ wirusy, zatem nalezatoby je
sklasyfikowa¢, jako retrowirusy bezkregowcow. Do rodziny Tyl - copia naleza retrotranspozony
pozbawione genu env, zatem niezdolne do odtworzenia infekcyjnych czastek wirusa [2].

Samotne LTR powstaja w wyniku rekombinacji homologicznej prowadzacej do usuniecia sekwencji
flankowanej przez LTR. Zdarza sie, ze jest ich w genomie nawet 1000 razy wiecej, niz sekwencji,



z ktérych powstaty [12].

Proces przenoszenia retroelementéw to retrotranspozycja. Retrotranspozycja elementéw LTR
sktada sie z pieciu gtéwnych etapow:

1. transkrypcja - synteza RNA na matrycy transpozonu odbywa sie za sprawa polimerazy II RNA,
jest mozliwa dzieki obecnosci na koncu 5w sekwencji LTR kasety TATA, bedacej promotorem dla
transkrypcji oraz sygnatu poliadenylacji na koncu 3’;

2. odwrotna transkrypcja, czyli przepisanie RNA na cDNA za sprawa odwrotnej transkryptazy;

3. degradacja RNA przez RNAze H;

4. synteza komplementarnej nici DNA, ktora zachodzi réwniez za sprawa odwrotnej
transkryptazy, gdyz wykazuje ona aktywnos¢ polimerazy DNA zaleznej od RNA;

5. integracja retroelementu z genomem - odpowiedzialna za ten proces integraza, przycina
niesymetrycznie zaréwno retroelement, jak i DNA genomowe w miejscu integracji, skutkiem jej
dziatania jest pojawienie sie po obu stronach wstawionego retroelementu czteronukleotydowe;j
prostej sekwencji powtorzonej [2].

Elementy non - LTR

Elementy non - LTR, jak sama nazwa wskazuje, nie sa oflankowane przez dlugie powtorzenia
koncowe, jednak do ich transpozycji takze niezbedna jest odwrotna transkryptaza. Do tej grupy
naleza niektére pseudogeny, retrogeny i retropozony [12].

Pseudogeny sa to niefunkcjonalne kopie genow, ktore powstaja na skutek odwrotnej transkrypcji
przypadkowych fragmentéw komdérkowego mRNA i ich integracji z genomem. Takie zjawisko ma
miejsce bardzo rzadko, a pseudogeny wystepuja w bardzo matej ilosci kopii [12].

Retrogeny sa pseudogenami posiadajacymi wiasny promotor. Dzieki temu moga samodzielnie
ulega¢ transkrypcji. Nie koduja jednak odwrotnej transkryptazy, zatem by przemiesci¢ sie w obrebie
genomu korzystaja z enzymu syntetyzowanego przez inne retroelementy non - LTR. Do retrogenéw
zalicza sie niskokopijne sekwencje, jak gen ludzkiej kinazy fosfoglicerynianowej (10 kopii na genom)
oraz wysokokopijne sekwencje SINE (krdtkie rozproszone elementy jadrowe; short interspersed
nuclear elements) [12]. SINE, przez niektérych zaliczane réowniez do retropozonow, naleza do
sekwencji niekodujacych, pochodzacych z réznych genéw tRNA, 7SL RNA (np. Alu u naczelnych) i 5S
rRNA (np. SINE3 u Danio rerio). Ich dlugos¢ waha sie w granicach 10 - 300 pz, a wystepuja
w genomie w liczbie ok. 102 - 106 kopii. Transkrybowane sa przez polimeraze RNA III, jednakze nie
posiadaja genu kodujacego ten enzym a jedynie jego promotor. Elementy SINE nie koduja w swojej
sekwencji enzymow niezbednych do retrotranspozycji. Proces ten mozliwy jest jedynie dzieki
enzymom syntetyzowanym przez inne elementy LINE [4]. Najczesciej integruja sie w rejony bogate
w pary GC, gdyz sa to regiony szczegélnie aktywne transkrypcyjnie. SINE dziela sie na trzy grupy:
Alu, MIR i MIR3 [12]. Najbardziej rozpowszechnione w ludzkim genomie sa elementy Alu [2].
Retropozony sa elementami autonomicznymi, kodujacymi wtasna odwrotna transkryptaze. Do tej
grupy zaliczaja sie wysokokopijne sekwencje LINE (dtugie rozproszone elementy jadrowe; long
interspersed nuclear elements) o dtugosci ponad 5 kpz. Podobnie do sekwencji SINE czesto ulegaja
mutacja, jednak przeciwnie do nich czesciej wbudowuja sie w regiony bogate w pary AT [12].
Przyktadem sekwencji LINE jest element LINE - 1 (L1) odkryty w genomie czlowieka. Ma on dlugosé
ok. 6,1 kpz i wystepuje w genomie w liczbie 3500 kopii peinej dtugosci i kilku tysiecy kopii
fragmentarycznych [2].

Elementy non - LTR przemieszczaja sie za pomoca nieco innego mechanizmu retrotranspozycji.
Pierwszym etapem, podobnie jak w przypadku elementéw LTR, jest transkrypcja RNA na matrycy
retroelementu. Jednakze w przypadku SINE i prawdopodobnie réwniez LINE zachodzi ona za sprawa
polimerazy RNA III. Po rozpoznaniu przez odwrotna transkryptaze sekwencji 3’ transkryptu
integraza nacina genomowy DNA w miejscu insercji. RNA przytacza sie do wolnego konca 3’ DNA,



ktoéry stanowi starter dla RT. Wyzej opisany mechanizm nosi nazwe TPRT (target - primed reverse
transcription). Nastepnie hybryda DNA - RNA ulega integracji z DNA genomowym, po czym ni¢ RNA
podlega degradacji, a na jej miejsce zsyntetyzowana zostaje komplementarna do matrycy ni¢ DNA
[3,4,12].

Prokariotyczne transpozony DNA

Transpozony DNA stanowia wazng czes¢ struktury genomu bakteryjnego. U prokariotéw wystepuja
cztery typy transpozonow. Sekwencje insercyjne (IS) sa to krétkie sekwencje 800 - 2000 pz. Na ich
koncach wystepuja krotkie odwrocone powtérzenia o dlugosci 8 - 41 pz. IS zawieraja rowniez
w swojej sekwencji jeden lub dwa geny kodujace transpozaze, enzym odpowiedzialny za przebieg
transpozycji. Moga one ulegac¢ transpozycji replikacyjnej lub konserwatywnej. Insercja elementow IS
zazwyczaj zachodzi w losowe miejsce, tylko niektére z nich wymagaja specyficznych sekwencji
docelowych. Druga klasa sa transpozony ztozone. Posiadaja one jeden lub dwa geny, najczesciej
opornosci na antybiotyki oflankowane sekwencjami IS, kodujacymi transpozaze. Transpozony tej
grupy podlegaja konserwatywnemu mechanizmowi transpozycji. Kolejnym typem elementow
ruchomych u prokariotow sg transpozony niezlozone, ktére podlegaja transpozycji replikacyjne;j.
Posiadaja one swdj wlasny gen transpozazy, wiec sekwencje IS sa im zbedne. Ostatniag klase
transpozondéw prokariotycznych stanowia fagi zdolne do replikacji. Sa to tagodne wirusy bakteryjne,
podlegajace transpozycji replikacyjnej, ktéra stanowi czes¢ ich normalnego cyklu infekcyjnego.
Zalicza sie do nich fagi Mu i D108. Fag Mu, inaczej Mutator, ma dlugosé 38 kpz i jest jednym
z najwiekszych transpozondéw [2,10].

Transpozony DNA nie potrzebuja RNA do przemieszczenia sie w inne miejsce w genomie.
Przemieszczaja sie one w sposob bardziej bezposredni z DNA na DNA, na dwa odrebne sposoby.
Pierwszy obejmuje bezposrednie oddziatywanie transpozonu z miejscem docelowym, prowadzace do
powstania kopii sekwencji i nosi nazwe transpozycji replikacyjnej. Drugi polega na wycieciu
sekwencji i wstawieniu jej w inne miejsce w genomie. Jest to transpozycja konserwatywna [2].

Transpozycja replikacyjna inicjowana jest przez endonukleaze, ktora przeprowadza jednoniciowe
naciecia na koncach transpozonu oraz w miejscu docelowym. Wolne konce 5’ DNA docelowego tacza
sie z koncami 3’ transpozonu, prowadzac do powstania czasteczki hybrydowej potaczonej elementem
ruchomym. W wyniku syntezy DNA nastepuje powielenie transpozonu i utworzenie struktury zwanej
kointegratem, taczacej obie czasteczki DNA. Na skutek rekombinacji homologicznej czasteczki
zostaja rozdzielone [2].

Transpozycja konserwatywna rozpoczyna sie w ten sam sposéb, jednak w powstatej strukturze
hybrydowej nie zachodzi synteza DNA, lecz nastepuje rozdziat czasteczek dzieki dodatkowym
jednoniciowym nacieciom po obu stronach transpozonu. Skutkiem tego dochodzi do wyciecia
elementu ruchomego z czasteczki wyjSciowej i wstawienia go w nowe miejsce. W czasteczce
wyjsciowej zostaje luka spowodowana wycieciem transpozonu. Jezeli czasteczka wyjsciowa jest
plazmid to najczesciej luka ta nie zostaje wypetiona a w konsekwencji czasteczka ulega degradacji,
jednakze mozliwe jest, ze luka zostanie wypelniona dzieki aktywnos$¢ polimerazy I DNA i ligazy
[2,10].

Eukariotyczne transpozony DNA

Eukariotyczne transpozony DNA sa elementami genetycznymi réznej dtugosci. Kazdy z nich zawiera
gen transpozazy i jest oflankowany na koncach sekwencjami TIR (odwrdcone powtorzenia koncowe;
terminal inverted repeat). Zaréwno transpozaza, jak i sekwencje TIR sa niezbedne do transpozycji
[10].



Transpozony DNA sa domeng prokariotéw, u eukariotéw wystepuja w znacznie mniejszej ilosci niz
transpozony RNA. Mimo to odgrywaja wazna role ze wzgledu na to, iz elementy Ac/Ds
(Activator/Dissociator) u kukurydzy byly pierwszymi odkrytymi elementami ruchomymi w genomie.
Stanowia tez grupe najlepiej poznanych transpozonow eukariotycznych. Ac jest prostym elementem
ruchomym, zawiera sekwencje kodujace transpozaze oflankowane przez TIR. Natomiast Ds jest
wadliwa forma Ac, nieposiadajaca genu transpozazy a jedynie sekwencje TIR, i to wiasnie badania
nad tym elementem dowiodly fundamentalnego znaczenia powtorzen koncowych w procesie
transpozycji [10].

Badania eukariotycznych transpozonéw DNA dostarczaja coraz wiecej dowoddw na poziomy transfer
genow, czyli przemieszczanie sie sekwencji DNA z genomu jednego gatunku do drugiego.
Najprawdopodobniej zaszto to juz kilkakrotnie w przypadku transpozonu zwanego mariner (zeglarz).
Element ten odkryto po raz pierwszy u gatunkéw Drosophila, lecz obecnie wiadomo, iz jest obecny u
wielu zwierzat, rowniez u czlowieka [2].

Transpozony eukariotyczne przemieszczaja sie za pomoca transpozycji konserwatywnej, zatem
wycinane sa z jednego miejsca w genomie po to, by znalez¢ sie w innym. Gtéwna role w tym procesie
odgrywa transpozaza, ktéra rozpoznaje sekwencje TIR i w tych miejscach nacina ni¢ DNA. Ona
rowniez dokonuje jednoniciowych nacie¢ w odlegtosci kilku nukleotydéw w miejscu insercji i tworzac
kompleks z elementem ruchomym, transportuje go w miejsce docelowe. Luka pozostata po wycieciu
transpozonu naprawiana jest przez system napraw dwuniciowych. Jednakze wiekszos¢ elementéw
ruchomych pozostawia po sobie slad w postaci tandemowych powtérzen, zwany ,odciskiem stopy”.
,Odcisk stopy” jest charakterystyczny dla danego typu transpozondéw. Ubytki po niesymetrycznym
cieciu w miejscu docelowym réwniez sg uzupelniane po insercji transpozonu [2,10].

Znacznie elementéw ruchomych

Zaleznie od miejsca insercji elementéw ruchomych w genom moga one wywotywac rézne skutki,
majace wiekszy lub mniejszy wptyw na funkcjonowanie organizmu.

Transpozycja sekwencji moze powodowac szereg negatywnych skutkéw:

* insercja transpozonu w odcinek kodujacy genu najczesciej powoduje jego inaktywacje;

* insercja w obszar kontrolny 5’ zaktdca lub wrecz uniemozliwia transkrypcje genu;

* insercja w sekwencje odpowiedzialne za hamowanie ekspresji, powoduje nadekspresje danego
genu;

* nadekspresje niepozadanego genu moze spowodowac rowniez insercja transpozonu, ktory
wczesniej ,ztapal” sekwencje regulatorowe bardziej aktywnych gendw;

» sekwencje promotorowe i regulatorowe wchodzace w sklad transpozonu moga takze spowodowac
zaburzenie ekspresji genéw w miejscu docelowym;

* jesli luka po wycieciu sekwencji ruchomej nie zostaje wypelniona moze dojs¢ do peknie¢ DNA
powodujacych réznego rodzaju aberracje chromosomowe;

* pozostawiony przez transpozon ,odcisk stopy” moze spowodowac¢ zaburzenia aktywnosci genu lub
zmiane otwartej ramki odczytu;

* u ssakow niektore retrowirusy moga inicjowa¢ rozwoj nowotworu, gdyz ich insercja do genomu
kieruje komorke na droge mitozy [2,10].

Zaobserwowano rowniez pozytywne skutki przemieszczania sie elementow ruchomych w genomie,
naleza do nich:

* inicjacja powstawania bioréznorodnosci i nadawanie tempa ewolucji;

* regulacja funkcjonowania niektérych genow;

* udzial w reperacji DNA;

* udziat w stabilizacji genomdw allopoliploidalnych;

« inaktywacja transpozonéw RNA, poprzez insercje w ich obszar.

Ponadto u Drosophila dwa elementy non - LTR (Het - A i TART) stanowia wazny sktadnik telomeréw
i peia funkcje telomerazy. U zb6z pewne rodziny elementéw ruchomych prawdopodobnie peinia



jakas role w centromerach, lecz nie zostata ona jeszcze poznana [10].

Transpozony odgrywaja rowniez istotna role w ewolucji genomow, zwtaszcza ich zdolnos¢ do
inicjowania rekombinacji, ktéra jest najwazniejszym mechanizmem prowadzacym do rearanzacji
genomu. Ta zdolnos¢ nie jest wynikiem samego przemieszczania sie transpozonéw, lecz obecnosci
w réznych miejscach w genomie wielu podobnych sekwencji. Moga one zapoczatkowac proces
rekombinacji miedzy dwoma miejscami w tym samym chromosomie badz miedzy chromosomami.
Zjawisko to moze powodowac wiele szkodliwych dla organizmu efektéw, jednakze istnieja przypadki,
kiedy bylo ono korzystne. Za przyklad moze postuzy¢ majaca miejsce ok. 35 mln lat temu
rekombinacja miedzy elementami L1, ktéra spowodowata duplikacje genu B - globiny, umozliwita
powstanie dwoch cztonkdw tej rodziny biatek Gy i Ay. Mimo, ze z perspektywy ewolucji elementy
ruchome maja dziatanie pozytywne, to ich krétkoterminowe skutki ich transpozycji czesto sa dla
organizmu niekorzystne. Dlatego tez w wiekszosci komdrek aktywnos¢ ich jest blokowane poprzez
metylacje, ktéra powoduje zahamowanie ekspresji genow transpozondéw, a w konsekwencji
zapobiega ich przemieszczaniu sie [2].

Elementy ruchome précz naturalnych funkcji petnionych w organizmie, znalazly réwniez swoje
wykorzystanie w badaniach molekularnych.

Jednym z zastosowan m. in. rodziny transpozonéw Ac/Ds jest etykietowanie genow. Podstawa do
stworzenia tego nurty badan byt fakt, ze insercja transpozony w promotor, ekson, badZ intron
danego genu moze zakldcic jego funkcjonowanie, a to staje sie widoczne w fenotypie mutanta. Dane
locus mozna zidentyfikowaé poprzez rewersje i wyizolowaé gen stosujac sekwencje transpozonu jako
sonde. Tym sposobem zidentyfikowano niektére geny odpowiedzialne za morfogeneze, powstawanie
barwnikdw, czy odpornos¢ na choroby u réznych gatunkéw roslin [10]. Wykorzystanie transpozonéw
stanowi réwniez jedna z metod modyfikowania genetycznego roslin. Wtasciwosci genetyczne
i strukturalne oraz specyfika rozmieszczenia elementéw ruchomych, np. typu T1 - copia, pozwolily
na wykorzystanie ich w badaniach bioréznorodnosci, jak rowniez umozliwity stworzenie systemu
markeréw wykorzystywanych w hodowli roslin [10]. Systemy markerow opartych na transpozonach,
gtéwnie retroelementach, pozwalaja na badanie procesu transpozycji oraz jego wplywu na genom
gospodarza.

Techniki wykorzystujace tranpozony RNA, jako markery genetyczne to:

* S -SAP (Sequence - Specific Amplified Polymorphism), technika oparta o AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) pozwalajaca obserwowac polimorfizm zmian dlugosci fragmentéw
zawartych pomiedzy retroelementem a miejscem restrykcyjnym;

* IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism), technika polegajaca na powielaniu
sekwencji pomiedzy dwoma retroelementami tej samej rodziny lezacymi w odlegtosci od
kilkudziesieciu do kilku tysiecy par zasad;

* REMAP (Retrotransposon - Mikrosatellite Amplified Polymorphism), technika polegajaca na
amplifikacji fragmentow znajdujacych sie pomiedzy LTR a sekwencjami mikrosatelitarnymi;

* RBIP (Retrotransposon - Based Insertion Polymorphism), technika pozwalajaca na wykrywanie
insercji transpozonu RNA w konkretnym locus [1].

Elementy ruchome w genomie ludzkim i ich wplyw na funkcjonowanie organizmu.

Ponad dwie trzecie genomu cztowieka stanowi niekodujace DNA pozagenowe, z tego 42,2 - 46,4 %
to rozproszone sekwencje ruchome, czyli transpozony DNA i RNA. Okoto 90 % wszystkich elementéw
ruchomych w genomie czlowieka to retroelementy, zaledwie 10 % nalezy do transpozonéw DNA [12].
Sekwencje LINE stanowia 13 % genomu cztowieka, SINE - 20 % a 8 % to elementy LTR [8].



Elementy ruchome sa istotne dla organizmdéw nizszych, jak rosliny, czy drozdze, u ssakow natomiast
uwazane sa raczej za pozostatosci z przesztosci i sa uwazana za tzw. ,Smieciowe DNA”. Jednakze
gdyby tak rzeczywiscie bylo, nie stanowityby prawie 50 % ludzkiego genomu, a bytyby raczej
stopniowo z niego usuwane [6].

Wczesniej uwazano, ze gtéwnymi komdrkami w organizmie cztowieka, ktére maja zdolnosc
przestawiania swoich genéw sa komorki ukladu immunologicznego, gdyz ten proces jest im
niezbedny w celu tworzenia réznych przeciwcial dla szerokiego zakresu antygendéw. Naukowcy
odkryli jednak, potwierdzajac wczesniejsze badania na myszach, ze juz wczesniej wspomniane
sekwencje LINE, a doktadnie wystepujace u ssakow elementy L1, przemieszczaja sie losowo
w neuronach ludzkich. Wykazano, ze aktywnos¢ L1 jest znacznie wieksza w komdrkach mézgowych
niz w komoérkach innych organdéw, jak serce, czy watroba. Przypuszczalnie jest to mechanizm
odpowiedzialny za réznorodnos¢ ukltadu nerwowego, a dalsze badania moga okresli¢ ich zwiazek
z chorobami neurologicznymi [6].

Sekwencje L1 wystepuja u cztowieka w liczbie 104 - 105 kopii, z czego jedynie ok. 3500 to elementy
pelnej dtugosci, reszte stanowia kopie niepetnej dtugosci [2]. L1, o dtugosci 6,1 kpz, ma dwie otwarte
ramki odczytu - jedna kodujaca biatko wiazace L1 RNA a druga odwrotna transkryptaze
i endonukleaze. Element ten pelni zar6wno korzystne funkcje dla organizmu, jak inaktywacja
jednego z chromosomow X w trakcie embriogenezy, jak i przyczynia sie do rozwoju réznych chorob.
Udokumentowano przypadek, gdzie wbudowanie sie elementu LINE w gen czynnika VIII krzepniecia
krwi, znajdujacego sie na chromosomie X, spowodowato rozwdj hemofilii. Natomiast insercja tego
elementu w ekson 48 genu dystrofiny wiaze sie z inicjacja dystrofii miesniowej. Prawdopodobnie jest
takze odpowiedzialny za niektore przypadki raka piersi oraz okreznicy [9,12].

Sekwencje SINE stanowia blisko 20 % genomu cztowieka i reprezentowane, réwniez u innych
naczelnych, przez Alu [4,8]. Elementy te powstaly z genu 7SL RNA, zaangazowanego w transport
biatek. Ulegaja one w komorkach aktywnej transkrypcji i chociaz kodowany przez nie RNA
prawdopodobnie nie petni zadnej funkcji, jest to proces bardzo istotny ze wzgledu na mozliwosci
namnozenia elementéw Alu [12]. Alu wystepuja w genomie w postaci dimerdw, sktadajacych sie
z dwéch nieidentycznych ramion powstatych z gendéw pochodzacych z 7SL RNA potaczonych
tacznikiem bogatym w adeniny. Promotor dla polimerazy RNA III znajduje sie w potowie dtugosci
lewego ramienia. U czlowieka stwierdzono obecnos¢ monomerycznych form prawego i lewego
ramienia Alu, stad przypuszczenie, ze sa one prekursorami form dimerycznych [4]. Insercje
elementéw Alu i rekombinacje Alu - Alu sa powodem prawie 20 choréb o podlozu genetycznym, m. in.
niektérych przypadkéw raka piersi, choroby Huntingtona, agammaglobulinemii, hemofilii
i niedoboru deaminazy adenozyny. Insercja elementy Alu do intronu w genie NF - 1 jest przyczyna
rozwoju neurofibromatozy typu I (nerwiakowtdkniakowatos¢ typu I, NF - 1). Niektorzy przypuszczaja,
ze wlasnie te elementy, poprzez inaktywacje genu GLO kodujacego ostatni enzym na szlaku
biosyntezy witaminy C (oksydaze gulonolaktonu), przyczynily sie do zatracenia zdolnosci
wytwarzania tej witaminy przez organizm ludzki [12].

Wazna grupa elementéw ruchomych w genomie czlowieka sa ERV, ktore tutaj zwane sa ludzkimi
endogennymi retrowirusami (HERV - human endogenous retrovirus). Stanowia one 1 - 8 % genomu
ludzkiego i wystepuja w liczbie okoto 450 tysiecy kopii. Prawdopodobnie starsze z nich wbudowaty
sie do DNA komoérek rozrodczych przodkéw cztowieka ok. 35 - 45 min lat temu, a mtodsze ok. 200 -
400 tys. lat temu. Od tego czasu ulegly one amplifikacji w genomie i wiekszosé z nich nalezy do
retroelementéw wysokokopijnych. Ich integracja z genomem ma charakter nieodwracalny. Obecnie
nie obserwuje sie pojawiania sie nowych form HERV. W przeciwienstwie do elementéw Alu i L1,
ktérych retrotranspozycje do genomu cztowieka zachodza réwniez wspotczesnie, przyjmuje sie, ze
nowe elementy tego typu pojawiaja sie z czestotliwoscia jednej insercji na 100 - 200 urodzen [12].

HERV zostaly sklasyfikowane do trzech klas, ze wzgledu na homologie genu pol wiruséw ludzkich do



genu pol egzogennych wirusow. Do klasy I naleza HERV wykazujace podobienstwo genu pol do
gammaretrowiruséw, natomiast do klasy II te, ktére wykazuja homologie z betaretrowirusami. Do tej
wlasnie klasy zaliczaja sie najbardziej aktywne biologicznie ludzkie endogenne retrowirusy, czyli
HERV - K. W sktad ostatniej klasy wchodza HERV spokrewnione ze spumaretrowirusami [12].

Endogenne retrowirusy maja wplyw na wiele procesow zachodzacych w komdrkach, m. in. na
organizacje DNA genomowego, czy ekspresje niektérych genow. Retrosekwencje moga by¢
promotorami (np. promotor amylazy slinowej) lub enhancerami genéw komérkowych, moga zaburzac
funkcjonowanie komorek poprzez dostarczanie dodatkowych miejsc inicjacji translacji, wstawienie
kodonu STOP, czy dodatkowych miejsc sktadania mRNA [12]. HERV przypisuje sie rowniez role
w nabieraniu odpornosci na egzogenne retrowirusy [5].

HERV w swojej sekwencji kumuluja mnéstwo mutacji i prawdopodobnie nie kodujg, zadnego
funkcjonalnego biatka. Jednakze niektoére z nich zachowaty swoje zdolnosci do produkcji biatek
retrowirusowych. Zaréwno ich obecnos¢, jak i aktywnos$¢ zostata odkryta w ludzkich tkankach [8].
A wzmozona ekspresje RNA retrowirusowego zaobserwowano w przypadku niektérych chordéb
autoimmunologicznych i nowotworowych [5]. Zatem przypuszcza sie, ze HERV maja wplyw na
rozwdj tych choroéb, jednak ich rola nie zostala do konca wyjasniona. Dotychczasowe badania
wskazuja na ich zwiazek, jak juz wczesniej wspomniano, z chorobami o charakterze
autoimmunologicznym, niektérymi typami nowotworéw a takze zaburzeniami psychicznymi, np.
schizofrenig. Nie istnieja jednak jednoznaczne dowody na ich zaangazowanie w rozwdj tych schorzen,
mozliwe, ze ich ekspresja jest jedynie zjawiskiem towarzyszacym tym chorobom [12].

Podsumowanie

Kiedy odkryto genom, wydawato sie, ze jest on struktura stabilng. Dalsze badania wykazaly, ze
podlega on szeregowi zmian i rearanzacji, zaré6wno na przestrzeni lat, warunkujac ewolucje, jak i u
kazdego oddzielnego osobnika. Mozna powiedzie¢, ze elementy ruchome sa narzedziem ewolucji.
Znajduja sie one w genomach wszystkich organizméw zywych od bakterii po cztowieka. O ile u
organizmow nizszych ich obecnos¢ jest bardzo wazna i znaczaca to u ssakéw wydaja sie by¢ jedynie
pozostatoscia po przodkach. Mimo niechlubnej nazwy, jaka zostaly obdarzone - ,sSmieciowe DNA”,
prawdopodobnie i w organizmie czlowieka pelnia one pewne funkcje.

Powszechnosc¢ i specyfika elementéw ruchomych staty sie powodem ich wykorzystania w biologii
molekularnej. Stanowia one narzedzie do badania polimorfizmu zaré6wno wewnatrz gatunku, jak
i miedzygatunkowego oraz ekspertyz filogenetycznych.
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