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GENETYCZNE ELEMENTY RUCHOME U ROSLIN I INNYCH ORGANIZMOW

WSTEP

Podkresla si¢ wszechobecnos¢ elementow
ruchomych w Swiecie materii ozywionej. Wy-
kazano, ze wyst¢puja one niemal u wszystkich
badanych pod tym katem organizmow.

Genetyczne elementy ruchome lub inaczej
clementy transpozycyjne, takze zwane
»Skaczacymi genami”, sa odcinkami DNA pew-
nej dlugosci, zdolnymi do poruszania si¢ z jed-
nego miejsca do innego w obrebie genomu. W
organizmach protokariotycznych moga prze-
mieszczac si¢ z plazmidu na chromosom lub
odwrotnie, a w eukariotycznych z jednej czesci
chromosomu w inng lub z jednego chromoso-
mu do drugiego.

U bakterii istnieja transpozony zlozone i
proste elementy transpozycyjne zwane IS — se-
kwencje insercyjne. Sekwencje insercyjne za-
wieraja jedynie gen kodujacy transpozaze¢ i sa
oflankowane na koncach odwréconymi po-
wtorkami sekwencji rozpoznawanymi przez
transpozaze (Ryc. 1a). Inne elementy posiadaja
proste powtorki sekwencji nukleotydowych, a
wewnatrz sekwencje kodujace inne bialka
oprocz transpozazy (Ryc. 1b).

Genetyczne elementy ruchome zostaty od-
kryte przez genetyka Barbar¢ MCCLINTOCK w
latach, 40. podczas prowadzenia badan gene-

tycznych u kukurydzy (MCCLINTOCK 1948,
1950, 1952, 1961). Stwierdzila ona wystep-
owanie niestabilnych mutacji barwy aleuronu
ziarniakOw oraz szereg pckniec i mutacji struk-
turalnych w chromosomach. McClintock wy-
snula hipoteze, ze w genomie badanych form
istnieja ruchome elementy kontrolne, ktore

a
5'---TTCGAG
3'---AAGCTC
b 5"---TTCGAG- Gen dia transpozazy i innych biatek -TTCGAG---3'
3"---AAGCTC-mm e AAGCTC---3'

y =-n---CTCGAA---3'
-GAGCTT-—3'

Gen dla tr

Ryc. 1. Schematyczna budowa transpozonu bak-
teryjnego.

a - element zawierajacy tylko gen dla transpozazy,
zakonczony odwroconymi powtorkami; b - element
zawiera rowniez geny kodujace inne biatka, za-
konczony prostymi powtorkami.

wstawiaja si¢ w obszar okreSlonego genu lub w
jego okolice modyfikujac tym samym dziatanie
tego genu. Dodatkowo postulowala, ze kon-
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trolne elementy ruchome zostaly aktywowane
stanem mieszancowym badanych przez nia
form kukurydzy (FEDOROFF i wspotaut. 1983).
Przez wiele lat jej odkrycie nie zyskalo uznania.
Dopiero kiedy w latach 60. odkryto fakt, ze mu-
tacja u Escherichia coli, powodujaca niezdol-
nos¢ do fermentacji galaktozy (Gal), jest efek-
tem wstawienia IS w obszar genu gal przypom-
niano o odkryciu dokonanym przez Barbare
MCCLINTOCK. Za to odkrycie przyznano jej
nagrode Nobla. W tym samym czasie podjeto
szereg badan nad szczegbdlna zdolnoscia bak-
terii do nabywania odpornosci na antybiotyki.
Wykryto odcinki DNA poruszajace si¢ w obre-
bie genomu bakteryjnego i pomiedzy spo-
krewnionymi gatunkami bakterii, niosace ze
soba geny kodujace odpornos¢ na antybiotyki.
Poczatkowo sadzono, ze geny te s3 rzadkie i
ulokowane na plazmidach. Tak byto do r. 1974
kiedy to odkryto transpozony zawierajace geny
odpornosci na antybiotyki (HEFFRON 1983).

Przyktadowo, transpozon Tn3 zawierat gen od-
porno$ci na ampicyline (4p") (KOPECKO i
COHEN 1975). Stwierdzono takze obecnos¢
transpozonu Tn3 przytaczonego do plazmidu
pMB9, na ktérym znajdowat si¢ gen odporno-
Sci na tetracykline (7c"). Inny transpozon —
Tn103 jest zdolny do integracji z plazmidem,
ale odlaczenie si¢ transpozonu nie jest mozli-
we, gdyz gen kodujacy enzym resolwaze
(tnpR) jest nieaktywny. Tn 103 nie posiada ro-
whniez genOw odpornosci. Obecnos¢ transpo-
zonu na plazmidzie pozwala mu na wlaczenie
sie do genomu — chromosomu bakteryjnego
lub do innego plazmidu. Jezeli transpozon znaj-
duje si¢ na plazmidzie, ktory zawiera czynnik
koniugacyjny, wowczas ma szans¢ na przejscie
do innej bakterii.

Obecnie wiemy juz, ze genetyczne elemen-
ty ruchome wystepuja u wszystkich organi-
zmOw, poczawszy od bakterii, a na cztowieku
konczac.

TRANSPOZONY PROTOKARIOTYCZNE

Genetyczne elementy ruchome protokario-
tow dziela sie na trzy grupy: klase I, klase 1T i
klase III.

Klase I stanowig gtéwnie krotkie sekwen-
cje insercyjne IS (Ryc. 2). Sa to krotkie odcinki
DNA liczace od 800 do 2000 pz majace na ko-
ncach krotkie, odwrocone powtorki liczace
8-41 pz. Wewnatrz znajduja sie sekwencje ko-
dujace transpozaze, ktora rozpoznaje sekwen-
cje terminalne i sekwencje docelowe w miej-
scu wstawienia.

Wstawienie i transpozycja IS moze si¢ od-
bywac wedtug transpozycji replikatywnej lub
konserwatywnej. W konserwatywnej element
IS jest wycinany ze starego miejsca i stamtad
znika, a zostaje wstawiony do nowego miejsca.
Natomiast w replikatywnej jest powielany w
miejscu pierwotnym i kopia jest przemieszcza-
na do nowego miejsca. Wszystkie elementy tej
klasy maja wspolne cechy:

— niosa transkrypcyjne i translacyjne sy-
gnaly ,stop”, te ostatnie w trzech otwartych
ramkach odczytu, powodujac spolaryzowane
mutacje ,w dol” genu;

— na koncach maja odwrocone powtorki
sekwencyjne, skladajace si¢ z 16-41 pz , ktore
tworza struktury ,petli” w homodupleksach;

—insercja elementow IS jest losowa, ale nie-
ktore z nich wymagaja specyficznych sekwen-
¢ji docelowych;

— IS wystepuja w chromosomie bakteryj-
nym, ale tez i w plazmidach F, gdzie sa odpo-
wiedzialne za tworzenie ras Hfr;

—wickszoS$¢ transpozonOw zawiera promo-
tory, represory oraz antysensowy RNA, ktore
reguluja aktywnosS¢ i czestoS¢ transpozycji;

— wlaczeniu IS towarzyszy duplikacja krot-
kiej sekwencji wokot miejsca wstawienia.

Tpz Tnp Bpx

IR IR

Ryc. 2. Struktura prostego elementu ruchomego
IS10 sktadajacego sie z 1329 pz

Tnp - obszar kodujacy enzym transpozaze.

Klasa II to transpozony zlozone, majace na
obu koficach moduly IS, ktorych przyktadem
jest transpozon 7Tn3. Transpozon Tn3 ma
dtugos$c¢ 4957 pz, na koncach posiada odwroco-
ne powtorki 38 pz, zawiera roOwniez gen tnpA
—kodujacy transpozaze, tnpR — resolwaze i bla
—laktamaze (Ryc. 3). Laktamaza nadaje bakterii
odpornosci na antybiotyki zawierajace w
czasteczce pierscien laktamowy. Jest ona zdol-
na hydrolizowac pierSciefl laktamowy obecny
w antybiotykach takich jak penicyliny. Po hy-
drolizie antybiotyk jest nieszkodliwy i bakteria
moze bez przeszkod rozwijac si¢ w organizmie
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gospodarza. Tn3 integruje si¢ z plazmidem i ra-
zem sa przemieszczane do miejsca wstawienia.
Jezeli jednak nastapi mutacja sekwengji IS lub

[ | Tpa TpR bl Te | |

Ryc. 3. Struktura transpozonu ztozonego Tn3
zakonczonego dwoma IS, liczacego 9300 pz.
Tc" — gen kodujacy odpornosé na tetracykline; Tnp A —
gen transpozazy; Tnp R — gen resolwazy; bla — gen lak-
tamazy.

w genie inpR kodujacym resolwaze, to Tn3 na
zawsze pozostaje polaczony z plazmidem. Re-
solwaza jest odpowiedzialna za rekombinacje
transpozonu w wewnetrzne miejsce wyciecia.
Jest ono nazywane specyficznym miejscem re-
kombinacji, wymagajacym krotkich, specyficz-
nych sekwencji dwuniciowego DNA (ds DNA).
Druga grupa transpozondw sa transpozony
niezlozone (Ryc. 4), posiadajace wiasne konco-
we sekwencje powtorzone. Wewnetrzne se-
kwencje tych elementOw stanowia geny po-
trzebne do transpozycji i geny warunkujace

odpornosS¢ na antybiotyki lub inne czynniki
stresowe (HEFFRON 1983, GRINDLEY i REED
1985).

38z Tup A [ 189z [t r ApT 3Bz

R res IR

Ryc. 4. Struktura transpozonu niezlozonego
majacego na koncach IR —odwrocone powtorki.
Tnp A — gen kodujacy transpozaze; Tnp R — gen ko-
dujacy resolwazg; Apr — gen kodujacy odpornos¢ na
antybiotyki f-laktamowe.

Klasa III obejmuje fagodne bakteriofagi Mu
iD108. Oba fagi sa w 90% homologiczne do sie-
bie pod wzgledem wyposazenia genetycznego.
Fag Mu, zwany tez Mutator, jest zdolny do
wywolywania mutacji w komorce gospodarza
dzieki swojej zdolnosci do wstawiania si¢ loso-
wo w kazdy obszar genomu bakteryjnego. W
przypadku Faga Mu odwrdécone powtorki nie
sa umieszczone na koncach elementu, ale w
pewnej odlegtosci od nich. Mu liczy 38000 pz i
jest zaliczany do najwi¢kszych transpozonow
(SINGLETON i SAINSBURY 1993).

MECHANIZM TRANSPOZYCJI U PROTOKARIOTA

Transpozycja jest rzadkim zdarzeniem i zal-
ezy od fizykochemicznej kondycji komorki i
elementu ruchomego. Jak juz wczesniej wspo-
mniano, moze ona zachodzi¢ jako transpozycja
konserwatywna lub transpozycja replikatywna.

Transpozycja konserwatywna (Ryc. 5) po-
lega na wycieciu elementu IS z czasteczki do-
norowej DNA i wstawieniu jej do nowego miej-
sca w czasteczce biorcy DNA. W efekcie po
wycieciu IS pozostaje ,dziura” w donorowe;j
czasteczce DNA, a docelowy DNA jest zduplik-
owany. Ten typ transpozycji wymaga obecnosci
transpozazy, ktora wycina transpozon z dono-
rowej czasteczki DNA i nacina zygzakowato
DNA w sekwencji docelowej. Nastepnie wsta-
wia transpozon w nowe miejsce i liguje wolne
konce DNA. Natomiast miejsce powstale na sku-
tek wyciecia transpozonu zostaje wypelnione
nowymi sekwencjami zsyntetyzowanymi przez
polimeraze I DNA i ligaze (HEFFRON 1993).

Transpozycja replikatywna (Ryc. 6) jest
procesem dwustopniowym:

1 — formowany jest kointegrat, a DNA jest
syntetyzowany poprzez widelki replikacyjne z
obu koncow transpozonu, dzicki czemu nie
znika on z miejsca pierwotnego a pojawia si¢ w
nowym miejscu;

2 —transpozon jest wycinany z kointegratu.

Ten typ transpozycji wymaga dzialania
dwoch kompleksOw enzymatycznych — trans-
pozazy i resolwazy. W pierwszym etapie trans-
pozycji konieczna jest obecnoS¢ nienaruszo-
nych terminalnych odwroconych powtorek
jako miejsc dzialania transpozazy i odpowied-
niego miejsca wstawienia w tarczowej
czasteczce DNA. Najprawdopodobniej miej-
scami rozpoznawanymi sa sekwencje bogate w
zasady A iT oraz drugorzedowa struktura DNA.
Etap drugi charakteryzuje dzialanie resolwazy i
konieczno$c¢ istnienia nienaruszonego miejsca
jej dziatania. Rozdzielenie transpozonow z ko-
integratu  obejmuje rekombinacje DNA
(GRINDLEY i REED 1985, KLACKNER 1981).
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Tn lub IS

C D

Czasteczka DNA -donor

Miejsce po nacigciu Tn lub IS
jest wypeliane przez pol I DINA

*sekwmcj a docelowa

Czasteczka DNA hiorca

Tn lub IS wstawiony w nowe miejsce

Ryc. 5. Schemat transpozycji konserwatywnej

Tn - transpozon, IS - sekwencja insercyjna.

DNA donorowy DNA hiorea

koimiegrai
(replikacja DNA Tn Iub IS)
Kointegratu

Ryc. 6. Schemat transpozycji replikatywnej

]

@ Tnlb IS

Tn - transpozon, IS - sekwencja insercyjna.

GENETYCZNE ELEMENTY RUCHOME EUKARIOTOW

Elementy ruchome sa stalymi rezydentami
genomOw eukariotycznych. WiekszoS¢ ele-
mentow ruchomych wystepuje jako sekwencje
umiarkowanie powtarzalne o uktadzie rozpro-
szonym, przy czym, rozne rodziny elementow
moga stanowiC znaczny procent genomu. Na
przyktad, w genomie ludzkim znajduje si¢
okoto 36% sekwencji nukleotydowych rucho-
mych. Elementy ruchome dzieli sic na dwie
glowne grupy zaleznie od ich budowy i sposo-

bu rozprzestrzeniania si¢: transpozony i retro-
transpozony (FLAVELL 1986, SMYTH 1991,
GRANDBASTIEN 1992, HIROCHIKA i HIROCHIKA
1993, FLAVELL i wspoétaut. 1997, HESLOP-
HARRISON i wspotaut. 1997, KUMAR i wspotaut.
1997, LABRADOR i CORCES 1997, KUMAR i
BENNETZEN 1999, LANGDON i wspoétaut. 2000,
TURCOTTE i wspoétaut. 2001, VERHININ i
wspotaut. 2002).

TRANSPOZONY

Transpozonami nazywa si¢ elementy genet-
yczne o roznej dtugosci DNA, z ktorych kazdy
zawiera gen transpozazy, a na obu koficach jest
oflankowany odwroconymi powtOorkami se-
kwencji (TIRs), ktore sa rozpoznawane przez
transpozaze. Te dwa sktadniki (TIRs i transpoz-
aza) sa niezbedne do przemieszczania si¢ elem-
entow ruchomych tej klasy (SMYTH 1991,
LABRADOR i CORCES 1997). Transpozony eukar-
iotyczne replikuja si¢ za poSrednictwem DNA i
tworza rodziny spokrewnionych sekwencji. W
obrebie jednej rodziny wyrdznia si¢ najcze-
Sciej dwie klasy elementow: strukturalnie kon-
serwatywne elementy autonomiczne, ktore
moga promowac wlasne wyciecie i ponowne
wstawienie do DNA genomu gospodarza oraz
strukturalnie heterogenna grupe elementow
nie autonomicznych, ktore sa zdolne do prze-
mieszczania si¢ jedynie w obecnoSci transpo-
zazy kodowanej w ukladzie trans przez ele-
menty autonomiczne. (SMYTH 1991, HUTTLEY i
wspotaut. 1995, MCELROY i wspotaut. 1997).

Najlepiej zostaly poznane transpozony kukury-
dzy, u ktorej wystepuje kilka ich rodzin. Jako
pierwsza zostala opisana rodzina elementow
Ac/Ds (Activator/Dissociator). Transpozon Ac
(Ryc. 7) jest prostym elementem ruchomym,

Calkowita dlugosc 4565 pz

IE-l I E2 . E-3

Obszar transkrybowany

200pz

Selwencje
liderowe

Selowencj e kodujgee transpozaze

650 pz oiwarta ramka odezyiu

hialke o 807 aminokw asach

Ryc. 7. Schematyczne przedstawienie transpoz-
onu Ac wystepujacego u kukurydzy.

tradycyjnie uzywanym do identyfikowania
obecnosci genetycznych elementéow rucho-
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mych u innych roslin. Zawiera sekwencje nu-
kleotydowe DNA kodujace biatko-enzym trans-
pozaze. Transpozaza rozpoznaje terminalne
odwrocone powtorki elementu i w tym miej-
scu wycina go. Elementy Ds sa wadliwa forma
Ac (Ryc. 8), ktore zachowaly terminalne pow-

Ac — TRANSPOZAZA

I [ I

TAGGGATGAAL delecja TTTCATCCCTA
ATCCCTACTTT L J v AAAGTAGGGAT

v
CT e T ]

TAGGGATGAAAL TTTCATCCCTA
ATCCCTACTTT AAAGTAGGGAT

iidelecjai ¢

Ds - a.

TAGGGATGAAA TITCATCCCTA
ATCCCTACTTT AAAGTAGGGAT

Ryc. 8. Schemat powstawania elementu Ds.

torki, ale stracily zdolnos¢ produkgcji transpo-
zazy w wyniku delecji wewnetrznych sek-
wengcji. Badanie Ds potwierdzilo istotna role
sekwengji flankujacych (o dlugosci 200pz) w
transpozycji. (SAEDLER i NEVERS 1985, LINARES i
wspotaut. 1999, LANGDON i wspotaut. 2000).
Sekwencje roznej dlugosci i o réznym stopniu
homologii podobne do Ds wykryto tez u jecz-
mienia, pszenicy i zyta. W rodzaju Zea trans-
pozony te wystepuja w zblizonej liczbie kopii i
wykazuja podobny stopien metylacji (MACRAE
i CLEGG 1992). Oproécz elementow Ac/Ds po-
znano szereg innych transpozonéw jak
En/Spm (Suppressor — mutator) i Mu (Mutat-
or) u kukurydzy (CHANDLER i HARDEMAN 1992,
MACRAE i wspotaut. 1994, LISCH i wspotaut.
2001) oraz u ryzu rodzing CACTA (typu
Spm/dSpm), do ktorej nalezy obecny w duzej
liczbie kopii element 7173 (Transposon of rice
3). W genomie ryzu obecne s3 tez elementy MI-
TEs (ang. miniature inverted-repeat transpo-

sable elements) — czyli miniaturowe elementy
transpozycyjne odwroconych powtoérek —
nalezace do MULEs (LANGDON i wspoélaut.
2000, TURCOTTE i wspotaut. 2001). Genomy
ryzu i nicienia (Coenorchabditis elegans) za-
wieraja tysiace kopii powtarzajacego si¢ mo-
tywu sekwencyjnego liczacego 400pz MITEs,
oflankowanego odwréconymi powtorkami 15
pz jak nastepuje:

5" GGCCAGTCACAATGG ... 400pz

powtorki........... CCATTGTGACTGGCC 3’
3’ CCGGTCAGTGTTACC.......400pz
powtorki ........... GGTAACACTGACCGG 5

Te elementy sa zbyt mate, aby mogtly kodo-
wac bialko i dlatego nie wiadomo jak si¢ prze-
mieszczaja do nowego miejsca. Prawdopodob-
nie wieksze transpozony koduja konieczny en-
zym i rozpoznaja te same odwrocone powtorki
i tym samym sa odpowiedzialne za poruszanie
sie MITEs. MITEs znaleziono tez w genomach
czlowieka, Xenopus i jabloni. Inna klasa trans-
pozonoéw sa elmenty P, wystepujace u muszki
owocowej (Drosophila melanogaster). Wyste-
puja rasy P muszek, majace duzo elementow Pi
rasy M muszek bez transpozonu P. P jest aktyw-
ny tylko w linii komorek ptciowych, gdyz tylko
w nich nastepuje prawidtowa obrobka potran-
skrypcyjna. Jezeli samiec P zaptodni samice¢ M,
to powstale potomstwo z reguly jest bezptodne
dlatego, ze w mieszancach nastepuje gwattow-
ne uruchamianie transpozonéw, tj. ich wycina-
nie i wstawianie. Wskutek tego nastepuja mu-
tacje genowe i mutacje strukturalne chromoso-
mow. Prowadzi to do wytworzenia niefunkcjo-
nalnej spermy i komorek jajowych, a w konse-
kwencji do nieptodnosci. Odwrotna krzyzow-
ka nie daje takich efektow. Mozna przypusz-
czaé, ze w rasie M w cytoplazmie znajduje si¢
czynnik uruchamiajacy transpozycje, a w rasie
P tego czynnika nie ma. Obecnie prawie
wszystkie populacje maja element P, a tylko sta-
re, laboratoryjne hodowle muszek sa pozba-
wione tego elementu i sa rasami M (WATSON i
wspotaut. 1992).

MECHANIZM PORUSZANIA SIE TRANSPOZONOW

Generalnie transpozony poruszaja sic w ge-
nomie za pomoca mechanizmu ,wyciac-
wklei¢” (Ryc. 9). Wycieciu i ponownej integra-
cji ulega zatem jeden i ten sam element. Pod-
czas insercji elementu przy obu koncach TIRs
powstaja krotkie duplikacje sekwencji geno-

mu (TSDs). Jest to spowodowane tym, ze miej-
sca nacie¢ w obu niciach DNA nie znajduja si¢
naprzeciw siebie, lecz ,mijaja” si¢ o kilka nukle-
otydow. Po wstawieniu transpozonu ubytki se-
kwencji genomu sa uzupelniane (Ryc. 10).
Transpozaza formuje kompleks z DNA transpo-
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miejsce dziatania miejsce dziatania
iranspozazy R I I IR transpezazy
“tarczowyDNA" . T A C ATGCALCA G nacina “zygzakowato”

e BT GTTAC GT GTC.....

|

specy;iczm‘ Tub losows selawencje w
docelowym miejscu DNA

synteza DNA wypelniajaca luki

L TACATGCA

ATGTACGTl R |

I ATCCACAG.
TACGT GTC...

synteza DNA wypelniajaca luki

:

TACATGCA

.ATGTACGTl IR |

I ATGCACAG.
TACGT GTC

po ponownym wycieciu

|

po ponownym wycieciu

WTACATGCA ATGCACAG..
LATGTACCT TACGT GTC..

" odeisk stopy”

Ryc. 9. Schematyczne przedstawienie wycinania i wstawiania transpozonu.

W miejscach odwroconych powtorek, enzym transpozaza wycina element; transpozaza rozpoznaje sekwencje
specyficzne (lub losowe) w docelowej czasteczce DNA i tnie pozostawiajac lepkie kofice; wstawia transpozon a
pozostate luki w nici DNA sa wypelniane nowosyntetyzowanym odcinkiem DNA przez pol DNA iligowane przez
enzym ligaze, i powstaja proste powtorki, ktore po ponownym wyci¢ciu transpozonu sa ,odciskiem stopy”.

zonu, ktory jest przenoszony do docelowego
miejsca insercji, gdzie nastepuje kowalencyjne
polaczenie konca 3’ elementu do nacictego

nego typu transpozonu (SAEDLER i NEVERS
1985, MCRAE i CLEGG 1992, CHATTERJEE i
STARLINGER 1995, SCOTT i wspoétaut. 1996,

+ +-
+bCGTGACC GCGTGACC - - GCGTGACC GCGTGACC -
| Ac] | Ac|
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- CGCACTGG c C
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c
e
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Ryc. 10. Modele wyciecia transpozonu Ac wstawionego z allelu wx-m5.

Transpozon oflankowany TSDs o dlugosci 8pz a i a’ to model zaproponowany przez SAEDLERA i NEVERSA 1985,
transpozaza indukuje naciecia w odlegtosci 8 pz (zaznaczone strzatkami); b i b’ to model zaproponowany przez
COENA i wspotaut. 1985, transpozaza dokonuje nacie¢ w odlegtosci 1 pz i pozostawia kowalencyjnie zamkniete

konce DNA (struktura zapinki) w miejscu wyciecia.

DNA genomu. WickszoS¢ elementéw pozosta-
wia po wycieciu Slad, tzw. ,odcisk stopy” (ang.
footprints), ktory jest charakterystyczny dla da-

LABRADOR i CORCES 1997, SCHMIDT 1999,
GORBUNOVA i LEVY 2000).

RETROTRANSPOZONY

Retrotranspozony (Tabela 1) sa klasa ele-
mentow ruchomych, ktorej cecha charaktery-
styczna jest to, ze replikuja si¢ za posrednic-
twem RNA. Nie sa wycinane, pozostaja w da-

nym miejscu w genomie. Element ulega tran-
skrypcji i na matrycy w ten sposob powstatego
RNA enzym, odwrotna transkryptaza, syntety-
zuje kopie DNA, ktora nastepnie moze ulec in-
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Tabela 1. Przyklady retrotranspozonéw u réznych organizmow.

NAZWA GRUPA | ORGANIZM |LOKALIZACJA |ROZMIAR PRZ)@LIZONA
ELEMENTU (kb) ILOSC KOPII
W GENOMIE
Athila Ty3-gypsy A. thaliana obszar 10,5 30
przycentromerowy
Athila-1-1 Ty3-gypsy A. thaliana 12,0 730
Bagy-2 Ty3-gypsy Hordeum 10,0
BARE-1 Tyl-copia Hordeum TOZProszone 12.1 50.000-70.000
Bilby Ty3-gypsy Secale centromer 3.4
BIS-1 Tyl-copia Hordeum euchromatyna 6.5
Bsl Tyi-copia Zea mays 3.2 1-5
Cereba Ty3-gypsy Hordeum centromer 10,0 1.500
Cinl LTR-R. Zea mays 0,69 1.000
Cind LINEs Zea mays 1-6,8 50-100
Cinful-1 Ty3-gypsy Zea mays 8.6 1.000
copia Drosophila euchromatyna I 10-100
melanogaster | heterochromatyna
Cyclops-2 Ty3-gypsy Pisum TOZProszone 12,5 1.000
Del2 LINEs Lilium T0Zproszone 4.5 250.000
Grande-1 Ty3-gypsy Zea mays ToZproszone 13.5 1.300
HeT-A Non-LTR Drosophila telomery 6,0
melanogaster
IFG Ty3-gypsy | Pinus radiata 5.9 10.000
LI Hs LINEs naczelne 6.5 10°-10°
L1Md LINEs gryzonie 7.0 10°-10°
OARE-1 Tyl-copia Avena 85 10.000
Opie-1 Tyl-copia Zea mays T0Zproszone 8.7 30.000
(migdzy genami)
I TyI-copia Sclerospora 0,225 30-100
graminicola
PREM-2 Tyl-copia Zea mays rozZproszone 9.5 10.000
p-SINE1 SINEs Oryza 0,125 100
Rigy-2 Ty3-gypsy Oryza 10,0
RIRE3 Ty3-gypsy Oryza 10,5 10
Stonor TyI-copia Zea mays 30-40
Slg, SINEs Brassica napus 107proszone 0,17 500
Tacl Tyl-copia Iguana 100

tegracji z genomem. Jest to klasa elementow
ruchomych bardzo zréznicowanych, przede
wszystkim dlatego, ze odwrotna transkryptaza
nie ma wlasciwosci polimerazy, a mianowicie
nie potrafi sprawdzi¢ czy jest czytana pra-
widlowo ramka odczytu. W wyniku tego
stwierdza si¢ caly szereg substytucji i delecji za-
sad w czasie syntezy DNA na matrycy RNA
(GRANDBASTIEN 1992, KUMAR i BENNETZEN
1999, TURCOTTE i wspoétaut. 2001). Retrotrans-
pozony dzieli sie na dwie glowne grupy: retro-
transpozony pochodzenia wiralnego i retro-
transpozony niewiralne. Retrotranspozony po-

chodzenia wiralnego sa spokrewnione z retro-
wirusami. Wszystkie one koduja swoja wtasna
odwrotna transkryptaze i zawieraja dlugie ter-
minalne powtorki — LTRs zakoniczone
5’ TG......CA 3’. Takimi elementmai s3g retrowi-
ralne Ty u drozdzy, copia u muszki owocowej,
Bs1ukukurydzy, LINEs i pochodne LINEs u ssa-
kow, I'u muszki owocowej, Cin4 u kukurydzy,
Wis-2 u pszenicy, Tal u Arabidopsis, Tntl u ty-
toniu, 7st1 u ziemniaka, Tns1 u lucerny, PDR u
grochu, BARE-1 u jeczmienia, itd.

Wsrod LTR retrotranspozonow, ze wzgledu
na kolejnos¢ genow kodujacych okreSlone



332

STANISEAWA M. ROGALSKA i wspotaut.

biatkowe produkty, wyrdznia si¢ dwie glowne
grupy: TyI-copia i Ty3-gypsy. Wsrod sekwencji
kodujacych znajduja si¢ domeny gag i pol. W
obrebie obszaru gag znajduje si¢ gen kodujacy
biatko podobne do biatka kapsydu, natomiast
obszar kodujacy kilka biatek (pol) zawiera geny
proteazy (prot), integrazy (int), odwrotnej
transkryptazy (r£) i Rnazy H (Rnase H). Ele-
menty z grupy Tyl-copia maja nastepujaca ko-
lejnos¢ tych genow: LTR-gag-prot-int-rt-Rna-
seH-LTR, natomiast Ty3-gypsy: LTR-gag-pro-
t-rt-RnaseH-int-LTR. Oprocz tych sekwencji
LTR retrotranspozony zawieraja takze m.in. ob-
szary: PBS (ang. primer bindig sites), PPT (poly-
purine tracts), NA (nuclei acid binding moie-
ty), IR (ang. inverted terminal repeats), DR
(ang. flanking target direct repeat), 5 UTR
(ang. 5’ untranslated region), 3’ UTR (ang. 3’
untranslated region). Elementy  grupy
Ty3-gypsy sa strukturalnie podobne do retro-
wirusow (FLAVELL i wapotaut. 1997, SUONIEMI i
wspolaut. 1998, KUMAR i BENNETZEN 1999). W
odroznieniu od elementéw, ktore posiadaja
LTRs, elementy LINEs (ang. long interspersed
repeated elements) nie posiadaja tych sekwen-
cji. LINEs znaleziono w ludzkim genomie jako
rozproszone, umiarkowanie powtorzone se-
kwencje. Wystepuja tez u roznych innych ga-
tunkow ssakOw. Najliczniej wystepujacy ele-
ment LINE u cztowieka jest nazywany L/ i jest
reprezentowany w liczbie ponad po6t miliona
kopii. Jego wielko$¢ waha sie od 1000 do 6000
pz. Oprocz L1 jest okoto 270 000 kopii elemen-
tu L2. Lacznie elementy te stanowia 16-17% ge-
nomu. Element L7 ma dwie otwarte ramki od-
czytu. ORF-1 ma dtugos¢ 1137 pzijest homolo-
giczna do sekwencji gag wirusow. ORF-2 ma
dhlugos¢ 3900pz i koduje odwrotna transkryp-
taze. Przykladem tej klasy elementow u roslin
jestretropozon Cin4 u kukurydzy i del2 u lilii.
Retrotranspozony niewiralne obejmuja
grupe retropozonoéw zwanych SINEs (ang.
short interspersed elements) i pseudogeny
procesowane. W genomie ludzkim SINEs sa

rozproszone i wystepuja w liczbie ponad mi-
liona kopii, stanowigc okoto 10% calego ge-
nomu. SINEs nie maja sekwencji kodujacych
odwrotna transkryptaze i wykorzystuja enzym
kodowany przez inne elementy. Wiekszosc¢ SI-
NEs nalezy do rodziny sekwencji Alu, ktore na-
zwano od enzymu restrykcyjnego Alul. Czton-
kowie tej rodziny maja wielkoS¢ 150-500 pz i
wykazuja 80% konserwatyzmu sekwencyjne-
go. Na koncu 3’ znajduje si¢ sekwencja poli(A)
i miejsce restrykcyjne Alul. Sekwencje Alu wy-
stepuja pomiedzy genami i w intronach, prze-
cietnie co 6000 pz. Sekwencje Alu wykazuja
sekwencyjne podobienstwo do cytoplazmaty-
cznego 7SL RNA o 294 nukleotydach, ktory
tworzy czeSC rybonukleinowa w czasteczce
rozpoznajacej sygnat bialkowy — SRP. Po-
dobienstwo to jest tak duze, ze nie ulega
watpliwosci, iz Alu moga pochodzi¢ od tego
typu RNA. Uwaza si¢, ze Alu powoduje przy-
najmniej jedna chorobe dziedziczna poprzez
wstawienie si¢ w obszar genu nf1 i inaktywo-
wanie go. Choroba ta nazywa si¢ neurofibro-
ma, a objawia si¢ tworzeniem guzow w tkance
nerwowej. Inne sekwencje SINEs sa kopiami
pseudogenow tRNA oraz snRNA (sn — ang.
small nuclear). Pseudogenow tRNA jest okoto
400000 kopii w ludzkim genomie i zwane sa
MIRs (ang. mammalian-wide interspersed re-
peats). Sa one bardzo stare ewolucyjnie, praw-
dopodobnie byly amplifikowane we wczesnej
fazie ewolucji ssakow i sa obecne w genomach
torbaczy i stekowcow. W genomie wystepuja
rowniez mRNA bez intronow, ale z sekwencja
poli(A) na koficu 3’, co sugeruje, ze pochodza
od czasteczek wstawionych w genom po ob-
robce potranskrypcyjnej. Takie geny sa nie-
funkcjonalne i nazywaja si¢ procesowanymi
pseudogenami. Pseudogeny procesowane sa
oflankowane prostymi powtorkami i dlatego
zalicza si¢ je do elementéw ruchomych
(DINOCERA i SASAKI 1990, FLAVELL 2001).

RETROTRANSPOZONY ROSLINNE

Retrotranspozony roslinne (Tabela 2) wy-
kazuja organizacj¢ uderzajaco podobna do re-
trowirusow, jednak nie sa infekcyjne i zazwy-
czaj nie zawieraja genu env (VICIENT i
wspotaut. 2001). Retrotranspozony sa obecne
nie tylko w genomie jadrowym, ale rOwniez w
mitochondrialnym (np. u Arabidopsis) (KISHII

i wspotaut. 2001). W przypadku zboz retro-
transpozony zajmuja czesto bardzo duza czes¢
genomu. Zlokalizowane sa w roznych jego par-
tiach, w zaleznoSci od typu elementu ruchome-
go (KATSIOTIS i wspotaut. 1996, HESLOP-
HARRISON i wspotaut. 1997, PEARCE i wspotaut.
1997, KUMAR i BENNETZEN 1999). U roslin naj-
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Tabela 2. Przyklady retrotranspozonow wystepujacych u zboz.

Tyl-copia
NAZWA WYSTEPOWANIE CHARAKTERYSTYKA LOKALIZACJA
BARE-1 Jeczmien, pszenica, zyto Uklad sekwencji kodujacych biatka typowy dla tej grupy Rozproszone w genomie
retrotranspozonow; obszar kodujacy oflankowany sekwencjami poza gtdéwnymi obszarami
LTRs, w obrebie ktorych znajduja si¢ dwa promotory; element heterochromatynowymi
ten jest aktywny transkrypeyjnie
BIS-1 Jeczmien, pszenica, zyto, Stanowi okolo 5% genomu jeczmienia; sekwencje kodujace Rozproszone w genomie
owies, SOrgo oflankowane LTRs oprocz obszaréw
heterochromatynowych
Bsl kukurydza Wystepuje w liczbie okolo 1-5 kopii w haploidalnym genomie -
Grande kukurydza Wystepuje w liczbie okoto 10 000 kopii w haploidalnym -
genomie
HopScotch kukurydza Wystepuje w liczbie okoto 2-6 kopii w haploidalnym genomie -
Huck kukurydza Wystepuje w liczbie okoto 10 000 kopii w haploidalnym -
genomie
Ji kukurydza Wystepuje w liczbie okoto 10 000 kopii w haploidalnym -
genomie
Magellan kukurydza Wystepuje w liczbie okolo 4-8 kopii w haploidalnym genomie -
OARE-1 owies Naleza do podgrupy BARE-1 i wykazuja duze podobienstwo do Rozproszone w genomie
WIS-2-14; obszar kodujacy oflankowany LTRs zawiera jedna poza gléwnymi obszarami
ORF z konserwatywnymi dla Ty/-copia domenami; wystepuje heterochromatynowymi
w liczbie kopii ok. 10 000 na haploidalny genom
R10hvcop Jeczmien, pszenica, zyto, Wykazuje podobiefistwo do BARE-1 i WIS-2-14; jest Rozproszone w genomie
owies, kukurydza najprawdopodobniej czgscia retrotranspozonu; wystepuje w
duzej liczbie kopii
Stonor kukurydza Defektywny element, zawiera delecje czgsci kodujacych; -
zawiera dlugi obszar liderowy nie ulegajacy
translacji:wystepuje w liczbie okolo 30-40 kopii w
haploidalnym genomie
WIS-2-14 Pszenica, jeczmien, Zyto, Wewnetrzna domena kodujaca biatka oflankowana bardzo Rozproszone w genomie
owies dhugimi LTRs poza gléwnymi obszarami
heterochromatynowymi
Ty3-gypsy
Bagy-2 jeczmien Domena wewngtrzna typowa dla grupy 7y3-gypsy; cechg -
charakterystyczna jest obecnosé na koncu 3 tej domeny obszaru env:
retrotranspozon aktywny transkrypeyjnie; wystepuje w liczbie kopii
okoto 10 000 na haploidalny genom
Bilby zyto Wykazuje podobienistwo do elementdw cereba Centromer
CCS1i Pszenica, zyto, Elementy te sa prawdopodobnie czg$ciami retrotranspozonu cereba — Centromer; nie sa
Sau349 Jjeczmien, Sau349 zawiera jedna ORF, ktorej sekwencja wykazuje duze rozmieszczone rownomiernie
kukurydza, ryz podobienstwo do genu int, natomiast sekwencje CCS1 stanowia w calym centromerze; CCS!
najprawdopodobniej LTRs cereba wystepuja z okolto dwa razy
wigkszg czestotliwoscia niz
Sau3A9
cereba jeczmien Zawiera domeng kodujaca wszystkie biatka w ukladzie Centromer
charakterystycznym dla 7y3-gypsy; wystepuje w liczbie okoto 200
elementéw na kazdy centromer
crwydryn Zbozam. in. Prawdopodobnie elmenty nalezace do tej rodziny s formami Centromer
Kukurydza- ancestralnymi wobec wszystkich innych retrotranspozondéw obecnych
(element Centd), w centromerach zbdz
ryz- (element
RCBI11)
Rigy-2 ryz Domena wewngtrzna typowa dla grupy 7y3-gypsy: cecha -
charakterystyczna jest obecnos$é na konicu 3’ tej domeny obszaru env
Tail pszenica Wystepuje w liczbie okoto 9 000 kopii w haploidalnym genomie Centromer
LINEs
BLIN jeczmien Zawiera wiele mikro- i makrosatelitarnych sekwencji przy koncu 57; -
element ten zawiera dwie zdegenerowane ORFs; jego wstawienie
powoduje powstanie TSDs o dlugosci 16pz w miejscu insercji
Cin4 kukurydza Obecny w liczbie kopi okoto 50 — 100 na haploidalny genom; element -
ten zakonczony jest ogonem poli(A)
SINEs
PSINE1 ryz [ Wystepuje jako 125pz insercja w genie waxy oflankowana 14pz TSDs | -

liczniej sa reprezentowane retrotranspozony
nalezace do grupy Ty1- copia. (Tabela 2). Wy-
stepuja w bardzo zroznicowanej liczbie kopii
od dziesiatek tysiecy po kilka kopii na genom
(MARILLONNET i WESSLER 1998). Odznaczaja
sie wielka réznorodnoscia przy czym wieck-
sz0S¢ sekwengcji z tych retrotranspozonow jest
nieaktywnych. (SAEDLER i NEVERS 1985, ABBO i
wspotaut. 1995, MONTE i wspotaut. 1995,
1996, FLAVELL i
wspotaut. 1997, PARDUE i wspotaut. 1997,

KATSIOTIS i

wspotaut.

2001).

PEARCE i wspotaut.
WESSLER 1998, LINARES i wspolaut. 1999,
KIMURA i wspotaut. 2001, MUNIZ i wspotaut.

1997,

MARILLONNET i

Druga grupa jest Ty3-gypsy, ktorej retrop-
ozony bardzo licznie wystepuja w centrome-
rach zb6oz (MACRAE i CLEGG 1992, SUONIEMI i
wspotaut. 1998, KUMAR i BENNETZEN 1999,
LANGDON i wspotaut. 2000, FRANCKI 2001,
FUKUI i wspotaut. 2001, HUDAKOVA i wspotaut.
2001, KISHII i wspotaut. 2001, KO i wspotaut.
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2002). Elementy SINEs (ang. short inters-
persed repetitive elements) i LINEs (ang. long
interspersed repetitive elements) rowniez
wystepuja w doS¢ znacznej liczbie kopii u ro-
Slin posiadajacych duze genomy. LINEs sa
wszechobecne u roSlin, natomiast SINEs wy-
kryto u kilku okrytozalazkowych, jednak po-

dejrzewa sie, ze moga wystepowal po-
wszechnie u roSlin (GRANDBASTIEN 1992,
SCOTT i wspotaut. 1996, KUMAR i wspotaut.
1997, KUMAR i BENNETZEN 1999, SCHMIDT
1999, VERHININ 2002).

AKTYWNOSC ELEMENTOW RUCHOMYCH

Jak dotad wykazano, ze roSlinne retro-
transpozony sa aktywne tylko w bardzo specy-
ficznych sytuacjach, takich jak specyficzne sta-
dia rozwojowe, oraz w warunkach stresu bio-
tycznego i abiotycznego. Ponadto promotory
ekspresji moga ulega¢ indukcji np. pod
wplywem ranienia rosliny, podczas reakcji
obronnej przed patogenami i innych typow
stresu fizycznego i chemicznego. Na przyktad
silnie transkrybowany w normalnych warun-

kazaly takze, ze aktywne sa elementy ruchome
Bs1 kukurydzy i WIS-2-1A pszenicy. W przy-
padku Bs1 aktywnos$¢ moze wystapi¢ podczas
stresu wywolanego infekcja wirusa. Infekcje
tym wirusem okreSla si¢ jako mutageniczna.
Rola wirusa w katalizowaniu transpozycji
mogtaby polegac¢ na stymulowaniu bezpoSred-
nio lub posrednio transkrypcji Bs1. WIS-2-14
tylko w pewnych okolicznosciach moze byc¢
aktywowany w ukladzie trans. Natomiast zna-

retrowars
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Ryc. 11. Schematyczne przedstawienie wiralnej rodziny retropozondw, majacych terminalne powtor-

ki i odwarte ramki odczytu.

kach wzrostu roSliny jest BARE-1 u pszenicy,
jeczmienia i zyta. Interesujace, ze u owsa jest
tylko nieznacznie aktywny. Wiadomo, ze eks-
presja OARE-1 jest intensywnie indukowana
ranieniem tkanki roSlinnej, Swiattem UV, kwa-
sem jasmonowym i salicylowym. OARE-1 byt
takze silnie aktywowany podczas infekcji Puc-
cinia coronata. Wykazano takze, ze jest on sil-
nie aktywowany we wczesnej (niespecyfi-
cznej) fazie obrony przed patogenami, a stabo
w pOzniejszej fazie (specyficznej). Analizy wy-

nych jest tylko kilka roSlinnych LINEs i SINEs,
ktore sa transkrypcyjnie aktywne i to zazwyc-
zaj na bardzo niskim poziomie, wigkszosc¢ jest
,cicha” i defektywna. (JOHNS i wspotaut. 1985,
FIGUEIRAS i wspotaut. 1991, GRANDBASTIEN
1992, MACRAE i wspotaut. 1994, MONTE i
wspotaut. 1995, HESLOP- HARRISON i wspotaut.
1997, JAASKELAINEN i wspotaut.1999, SCHMIDT
1999, KIMURA i wspoétaut. 2001, MUNIZ i
wspotaut. 2001).

MIEJSCA INSERCJI

Istnieja dowody, na to ze przynajmniej nie-
ktore rodziny elementow ruchomych wyka-
zuja pewne preferencje w stosunku do miejsc
insercji w niektore obszary genomu. Prawdo-
podobnie elementy ruchome ewoluowaty w
kierunku transpozycji w specyficzne obszary

chromosomow roslin, takich jak przerwy mie-
dzygenowe i inne powtarzalne sekwencje,
gdyz w ten sposob nie dochodzito do mutowa-
nia genéw (CHANDLER i HARDEMAN 1992). Ist-
nieja dowody, ze roSlinne retrotranspozony
preferuja miejsca zlokalizowane w dystalnym
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obszarze chromosomoOw. I rzeczywiScie, w
przypadku BARE-1 to wlasnie dystalne miejsca
chromosomu cze¢Sciej stuza jako miejsca inser-
cji. Wykazano, ze docelowe miejsca insercji
preferowane przez Ty1 i Ty3 zaleza od polime-
razy III i towarzyszacych czynnikow transkryp-
cyjnych. W obszarze heterochromatyny kon-
stytutywnej kukurydzy, zwanym ,knob”, znaj-
duja sie przedstawiciele co najmniej 3 rodzin
retrotranspozonOw: Grande, Zeonl, PREM?2,
ktore stanowia okoto 30% obszaru. U ryzu zi-
dentyfikowano wiele elementow ruchomych
w nie kodujacym obszarze genow. Wiele retro-
transpozonow zboz preferencyjnie integruje
w obszar centromerow. Rodzina retroelemen-

tow, ktora data poczatek wszystkim centrome-
rowym retrotranspozonom prawdopodobnie
»>wynalazta” mechanizm transpozycji jedynie w
ten obszar genomu, mimo Ze jest on niezwykle
zmienny (MONTE i wspotaut. 1995, SUONIEMI i
wspotaut. 1996, HESLOP-HARRISON i wspoétaut.
1997, KUMAR i wspotaut. 1997, PEARCE i
wspotaut. 1997, ANANIEV i wspotaut. 1998;
KUBIS i wspotaut. 1998, PRESTING i wspotaut.
1998, KOPREK i wspotaut. 2000, LANGDON i
wspotaut. 2000, SANDHU i GILL 2002,
HUDAKOVA i wspoétaut. 2001, TURCOTTE i
wspotaut. 2001).

REGULACJA TRANSPOZY(CJI

Obecnie sadzi sig, ze transpozycja i retro-
transpozycja w obrebie genomu s3 regulowa-
ne, zarowno przez pewne czynniki regulato-
rowe rosliny, jak i czynniki (sekwencje regula-
torowe) samego elementu ruchomego. Fakt, ze
elementy poruszaja sie sporadycznie i nie-
przewidywalnie sugeruje istnienie Scistej re-
gulacji ich transpozycji w genomie gospo-
darza. Istnienie zlozonego systemu regulacji
wskazuje, ze genomy roSlin i elementy ru-

chome s3 ze soba powiazane ewolucyjnie od
dhugiego czasu. Genom moze ogranicza¢ mo-
bilizacje elementéw ruchomych, np. na po-
ziomie transkrypcji, tkankowo-specyficzne;j
ekspresji, obrobki RNA i bialek, gromadzenia
wiralnych czastek, odwrotnej transkrypgcji, od-
dziatywan bialko- biatko czy integracji DNA.
Regulacja transpozycji jest specyficzna dla kaz-
dego elementu.
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Ryc. 12. Schemat ewolucyjnego pochodzenia retroelementéw na podstawie analizy sekwencji od-
wrotnej transkryptazy (wg XIONGA i EICKBUSHA 1990).

LTR — dhlugie terminalne powtorki; Int — sekwencje integrazy; RT-RH — sekwencje odwrotnej tran-
skryptazy i Rnazy H; env — sekwencje kodujace biatko kapsydu.
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Inaktywacja transkrypcji poprzez hetero-
chromatynizacj¢ lub metylacje DNA elemen-
tOw jest tez sposobem ograniczenia ich nega-
tywnego wpltywu na gospodarza. Okazato sie
tez, ze czasteczki transpozazy sa zdolne do wza-
jemnych interakcji przez formowanie oligome-
row, ktore sa nieaktywne w procesie transpo-
zycji. Istnieje pewne optymalne st¢zenie enzy-
mu, ktére powoduje osiagniecie najwyzszego
poziomu prawdopodobienstwa wyciecia. Dal-
szy wzrost ste¢zenia transpozazy powoduje uru-
chomienie mechanizmoéw inhibicyjnych. Inne
mechanizmy, takze prowadzace do zmniejsze-
nia liczby kopii elementow ruchomych, wykry-
to u kukurydzy. Zidentyfikowano mianowicie
koliste, pozachromosomowe transpozony Ac,
ktore nie moga integrowac z genomem. Innym,
bardzo powszechnym mechanizmem ograni-
czania liczby aktywnych retrotranspozonow
jestinsercja elementow we wczesniej wstawio-

ne kopie, co powoduje inaktywacje tych wcze-
$niej wstawionych retroelementéw. Wiadomo
takze, ze duzy wpltyw na aktywnosS¢ transpozy-
¢ji LTR retrotranspozonoéw maja rozne streso-
we warunki Srodowiska. Stres indukuje pro-
motory transkrypcji znajdujace si¢ w obszarze
LTRs, a tym samym wplywa na transkrypcje i
€z€stoSC transpozycji. (SAEDLER i NEVERS 1985;
MACRAE i CLEGG 1992; HIROCHIKA i
HIROCHIKA 1993; HUTTLEY i wspoétaut. 1995;
SCOTT i wspotaut. 1996; KUMAR i wspotaut.
1997; LABRADOR i CORCES 1997; MCELROY i
wspotaut. 1997; MARILLONNET i WESSLER 1998;
HEINLEIN 1996; JAASKELAINEN i wspolaut.
1999; SCHMIDT 1999; GORBUNOVA i LEVY 2000;
KOPREK i wspotaut. 2000; VICIENT i wspotaut.
2001; SANHU i GILL 2002; SOLIS i wspotaut.
1999; TAKUMI i wspotaut. 1999a, b).

POCHODZENIE I EWOLUCJA ELEMENTOW RUCHOMYCH

Generalnie uwaza sie, ze historia ewolucji
elementow ruchomych jest bardzo dtuga, a ich
pochodzenie nie jest znane. Transpozony Ac sa
najprawdopodobniej bardzo starymi kompo-
nentami genomu kukurydzy, przy czym pocho-
dzenie ich nie jest znane. Znaczace bylo odkry-
cie, ze Ac wystepuje u Pennisetum glaucum —
trawy, ktora dzielita ostatniego wspolnego
przodka z Zea 25-42 mln lat temu. Poniewaz
obecnie gatunki te nie wymieniaja genow, a
horyzontalny transfer jest mato prawdopodob-
ny przyjmuje sie, ze Ac jest obecny w rodzinie
traw od minimum 25 mln lat. Pozwala to speku-
lowac, ze Ac moze by¢ szeroko rozprzestrze-
niony u traw, a nawet u wszystkich roslin jed-
noliSciennych (MACRAE i CLEGG 1992, MACRAE
i wspotaut. 1994). Mimo, zZe istnieja pewne do-
wody wskazujace na mozliwos¢ horyzontalne-
go transferu retrotranspozondw u roslin, to
jednak wertykalne dziedziczenie wydaje si¢
by¢ najczestszym mechanizmem transmisji.
Ewentualny horyzontalny transfer mogiby
nastapic¢ dzieki posSrednictwu patogenOw ro-
slinnych, endopasozytow lub innych elemen-
toOw posiadajacych gen env (SMYTH 1991,
HUTTLEY i wspotaut. 1995, FLAVELL i wspotaut.
1997, KUMAR i wspolaut. 1997, MUNIZ i
wspotaut. 2001). Kazda linia transpozonow,
ktora zaprzestanie transpozycji ulega ostatecz-
nie zmianom mutacyjnym i staje si¢ nieodwra-
calnie nieaktywna. ZdolnosS¢ do przemieszcza-

nia si¢ zapewnia elementom ruchomym prze-
trwanie, z drugiej jednak strony negatywne
skutki transpozycji prowadza czesto do repre-
sji aktywnoSci transpozonow w wyniku
dzialania presji selekcyjnej. Historia ewolucji
kazdego elementu ruchomego jest odbiciem
balansujacej rownowagi miedzy tymi dwiema
sitami. Jak dotychczas nie istnieja dowody na
,wyginiecie” catych rodzin elementow. Roézno-
rodnoS¢ w obrebie populacji elementu jest
tym wyzsza im wieksza liczba kopii znajduje si¢
w genomie. Przypuszcza si¢, ze pojedyncza ro-
dzina przodkéw retrotranspozonow dala
poczatek calej roznorodnoSci sekwencji cen-
tromerowych zb6z. Rodzina, ktéra data
poczatek wszystkim centromerowo-specyficz-
nym retrotranspozonom jest prawdopodobnie
crwydryn. W wiekszosci przypadkow retro-
transpozony danej rodziny sa obecne nie tylko
we wszystkich badanych odmianach danego
gatunku, ale tez u spokrewnionych gatunkow,
co sugeruje, ze byly one obecne u wspolnego
przodka przed zajSciem specjacji, a nastepnie
ulegty transmisji wertykalnej. ObecnoSc ele-
mentOw cereba w centromerach jeczmienia,
pszenicy i zyta sugeruje, ze mogly si¢ one wsta-
wic do genomow zboz jeszcze przed zréznico-
waniem si¢ tych gatunkow. Jednakze nie wy-
klucza sie mozliwoSci bardziej wspotczesnego,
horyzontalnego transferu (np. przez retrowi-
rusowe wektory) z preferencja do integracji w
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obszar centromerowy (GRANDBASTIEN 1992,
HUTTLEY i wspotaut. 1995, FLAVELL i wspotaut.
1997, HESLOP-HARRISON i wspotaut. 1997,
PRESTING i wspotaut. 1998, SUONIEMI i
wspotaut. 1998, LINARES i wspotaut. 1999,
LANGDON i wspotaut. 2000, FRANCKI 2001,
FUKUI i wspotaut. 2001, LISCH i wspoétaut.
2001).

W przypadku non-LTR retrotranspozonow
takze nie wyklucza si¢ mozliwoSci horyzontal-
nego transferu, jednak uwaza sie, ze wiekszos¢
tego typu elementOw jest transmitowana wer-
tykalnie, czyli z pokolenia na pokolenie co
niewatpliwie prowadzi do akumulagcji tych se-
kwencji w przeciagu danego okresu czasu
(SCHMIDT 1999). Taka amplifikacja prawdopo-
dobnie jest odpowiedzialna za zwi¢kszanie
rozmiaro6w genomu zboz. W przeciagu czasu
sekwencje elementow ruchomych zmieniaja
si¢ tak bardzo, ze ich przodek jest nierozpozna-
walny, a one same dolaczaja do klasy sekwencji
unikatowych DNA. Nie wiadomo czy retrowi-
rusy wyewoluowaly z retrotranspozonoéw czy
odwrotnie, co mogto si¢ odby¢ przez nabycie
lub utrate funkcjonalnego genu env, obecnego
u retrowirusow, lub innych waznych funkcjo-
nalnie komponentéw. Badania filogenetyczne
wskazuja, ze retrowirusy i retrotranspozony
wyewoluowaly niezaleznie z non-LTR retro-

transpozonow, co wspiera hipoteze, ze wszyst-
kie retroelementy wyewoluowaly z komorko-
wego DNA. Wiele elementow genetycznych
posiada sekwencje rf, sa to hepadnawirusy
zwierzat, caulimawirusy roslin, mitochondrial-
ne plazmidy, introny mitochondrialne i retro-
transpozony. Sekwencja aminokwasowa RT
tych wszystkich elementow sugeruje wspolne
ich pochodzenie. Nabycie LTRs dato poczatek
dwom réznym grupom LTR retrotranspozo-
now i trzem grupom wirusOw: retrowirusom,
hepadnawirusom i caulimawirusom. Tutaj
rowniez za najpierwotniejszego przodka uzna-
je siec non-LTR retrotranspozony. Co wi¢cej, fi-
logenetyczne badania wykazaty, ze TyI-copia
jest najbardziej zroznicowana grupa wszyst-
kich retroelementow zawierajacych LTRs i dla-
tego prawdopodobnie poprzedzily elementy
gypsy i retrowirusy. Hipoteze te wspiera uktad
genow i brak domeny env u Tyl-copia. Naj-
prawdopodobniej po rozdzieleniu linii copia i
gypsy te drugie nabyly gen env, ktory umozli-
wil ewolucje prawdziwych wirusOw (FLAVELL
1986, XIONG i EIKBUSH 1990, SCHMIDT 1999,
GRANDBASTIEN 1992, HIROCHIKA i HIROCHIKA
1993, FLAVELL i wspoétaut. 1997, HESLOP-
HARRISON i wspoétaut. 1997, SMYTH 1991,
MUNIZ i wspotaut. 2001).

SKUTKI TRANSPOZYCJI I RETROTRANSPOZYCJI

W zaleznoSci od miejsca wstawienia ele-
mentéw ruchomych w genomie moga one
wywolywac rozne skutki, a mianowicie:

— wstawienie elementu w obszar kodujacy
genu zwykle znosi funkcjonowanie biatka ko-
dowanego przez ten gen;

— wstawienie elementu w obszar kontrolny
5’ genu najczesciej zaktoca lub uniemozliwia
transkrypcje genu;

— jezeli sekwencje transpozonu blokuja se-
kwencje hamujace transkrypcje wOwczas na-
stepuje wzrost aktywnoSci genu;

— zdarza sie, ze w poprzednim miejscu
wstawienia transpozony ,zlapaly” sekwencje
kontrolne genu bardzo aktywnego i wstawia je
W nowy gen, a w takiej sytuacji gen ten bedzie
niezwykle czesto transkrybowany (duza ak-
tywnoso);

— czesto wyciecie elementu ruchomego po-
zostawia , nie zagojone” konce DNA i powodu-
je pekanie chromosomoOw i powstawanie roz-
nego rodzaju aberracji chromosomowych;

— nawet jezeli wyciecie elementu nie pozo-
stawia wolnych koncow i nie powoduje pek-
nie¢ chromosomoOw, to pozostawione tande-
mowe powtorki, tzw.  footprint”, moga
zaktocic aktywnoSc genetyczna przez przerwa-
nie sekwencji kontrolnych 5’ lub zaindukowac
mutacje typu zmiana ramki odczytu w odcinku
kodujacym,;

— jest takze mozliwe, ze geny zawarte w od-
cinku insercji transpozonu zostana przez niego
,wlaczone” i przeniesione z nim w nowe miej-
sce podczas procesu transpozycji; geny te sa ak-
tywne dzieki obecnosci sekwencji promotoro-
wych w transpozonie;

— geny ,gospodarza” moga by¢ nienormal-
nie aktywne jezeli zostana przeniesione z trans-
pozonem w okolice sekwencji wzmac-
niajacych lub promotora genu intensywnie
transkrybowanego;

— u ssakow niektore retrowirusy indukuja
raka, gdyz retrowirus wlaczony do sekwencji
gen DNA ,gospodarza” jest aktywny i wyzwala
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wejscie komorki w stadium replikacji DNA, a
nastepnie inicjuje podzialy komorkowe; w
swoim pierwotnym miejscu gen ten jest tran-
skrybowany tylko wtedy, gdy jego aktywnos¢
jest konieczna w danej fazie cyklu komorkowe-
g0, natomiast po wstawieniu retrowirusa gen
dostaje si¢ pod wptyw niezwykle dynamiczne-
go promotora retrowiralnego, ktory indukuje
konstytutywna transkrypcje genu. To samo
moze sie zdarzy¢, gdy retrowirusy przeniosg
dany gen zwiazany z cyklem komo6rkowym do
wspomnianych wyzej miejsc aktywujacych
transkrypcje (FIGUEIRAS i wspotaut. 1991,
MACRAE i CLEGG 1992, HESLOP-HARRISON i
wspotaut. 1997, KUMAR i wspolaut. 1997,
LABRADOR i CORCES 1997).

Elementy ruchome moga miec korzystna
funkcje w powstawaniu bioréznorodnosci i
nadawaniu tempa ewolucji. Moga wptywac na
regulacje funkcjonowania pewnych genow,
moga brac udzial w reperacji DNA, w stabiliza-
cji genomow u allopoliploidow, powodowac
inaktywacje innych retrotranspozonow przez
insercje w ich obszar. Korzystne dzialanie ele-

HeT-A

non-LTR retrotranspozony, Het-A i TART, sa wa-
znym elementem strukturalnym telomeréow i
petnia funkcje telomerazy (Ryc. 13, 14). Ele-
menty te wydaja si¢ by¢ spokrewnione z telo-
meraza gdyz maja wspolne konserwatywne do-
meny w swoich katalitycznych podjednost-
kach. Obydwie powoduja powstanie nici DNA
wykorzystujac RNA jako matryce¢. Natomiast u
drozdzy kodowana przez retrotranspozony RT
jest odpowiedzialna za naprawe¢ pekniec po-
dwojnej nici DNA.

Podejrzewa si¢, ze pewne rodziny elemen-
tow ruchomych moga petnic jakas role w cen-
tromerach zboz. Jednak taka funkcja, o ile jest,
nie jest znana. Uwaza si¢ , ze elementy rucho-
me sa odpowiedzialne za wzrost rozmiarow ge-
nomu. W przypadku ewolucji genomow zboz
kluczowa role nalezy przypisaé retrotranspo-
zonom. Transpozony nie wydaja si¢ amplifiko-
wac¢ w ponad kilkaset kopii na genom, ich
gtowna funkcja polega prawdopodobnie na
zwickszaniu  genetycznej  réznorodnosSci.
(JOHNS i wspotaut. 1985, FLAVELL 1986, SMYTH
1991, LABRADOR i CORCES 1997, PARDUE i

Obszar 5* Oitwarta ramba odczytu
niekodujacy

TART

Obszar 3 riekodujacy
zakoricz oy
poly(A)

|

ogonem

niekodujacy 1 2

{ Obszar 5 I Otwatta ramba odezytu { Otwatta ramla odezytu

Obszar = rigk oLy
zakoriczony ogonern poly(A)

Ryc. 13. Retrotranspozony telomerowe He T-A i TART u Drosophila sp.

mentow ruchomych w genomie zostato udoku-
mentowane jedynie u kilku organizmoéw. Jed-
nym z nich jest Drosophila, u ktorej dwa

wspotaut. 1997, PRESTING i wspotaut. 1998,
SCHMIDT 1999, LANGDON i wspoétaut. 2000,
FRANCKI 2001, MUNIZ i wspoétaut. 2001).

ELEMENTY RUCHOME JAKO NARZEDZIA BIOLOGII MOLEKULARNE]

Wykazano, ze system transpozonow Ac¢/Ds
moze by¢ uzyty do izolowania roSlinnych ge-
now podczas procedury zwanej etykietowa-
niem genoéw transpozonami. Etykietowanie ge-
nOw opiera si¢ na fakcie, ze przez wstawienie
do egzonu, intronu lub promotora transpozon
moze zaktocic lub zmieni¢ funkcje genu, co z
kolei objawi si¢ w fenotypie mutanta. Locus in-
sercji moze byc¢ zidentyfikowany przez rewer-

sj¢. Nastepnie izoluje si¢ dany gen dzi¢ki zasto-
sowaniu transpozonu jako sondy. Za pomoca
systemu transpozonOw Ac¢/Ds wyizolowano i
sklonowano wiele roSlinnych gené6w zaanga-
zowanych w morfogeneze, powstawanie barw-
nikoéw, odpornos¢ na choroby i inne funkcje u
roznych gatunkow roSlin. Do etykietowania
genOw stosuje si¢ takze system En/Spm. Trans-
pozony znalazly takze zastosowanie w transfor-
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mowaniu roslin. Wprowadzanie genow za po-
moca transpozonOw zmniejsza iloS¢ zdarzen
inaktywacji wprowadzonego transgenu, co
jest czesto obserwowane u roslin. Genetyczne i
strukturalne wtasciwoSci oraz specyfika roz-
mieszczenia retrotranspozonow np. Ty I-copia
czyni je przydatnymi w badaniach genetycznej
bioréznorodnosci i tworzeniu systemu marke-
row wykorzystywanych w hodowli roslin. Na
przyktad, wykorzystujac sekwencje BARE-1
opracowano test pozwalajacy okreslic poli-
morfizm genetyczny (S-SAP). Metoda ta stano-
wi kombinacje AFLP i sekwencyjnie-specyficz-

Ryc. 14. Porownanie mechanizmoéw wydtuzania
koncow chromosomoéw przez telomeraze (a) i
wydtuzanie koncoéw chromosomoéw u Dro-
sophila sp. przy udziale retrotranspozonu Het-A
(b).

(a) Komponent biatkowy telomerazy taczy si¢ z konca-
mi czasteczki DNA, a komponent RNA enzymu jest ko-
piowany na DNA. (b) Het-A RNA wiaze si¢ z odwrotna
transkryptaza. Ogon na koncu 3’ Het-A RNA wiaze si¢ z
koficami chromosomalnego DNA i reszta RNA jest ko-
piowana na DNA, co powoduje wydtuzanie chromos-
omu przez mechanizm analogiczny do uzywanego
przez telomeraze. Telomeraza i odwrotna transkrypt-
aza wydtuzaja tylko jedna ni¢ DNA, prawdopodobnie
pozniej druga nic jest replkowana przez polimeraze
DNA (wg PARDUE i wspotaut. 1997).

nego PCR. Amplifikuje si¢ fragmenty zawie-
rajace sekwencje LTR elementow BARE-1 na
jednym koncu i miejsce restrykcji na drugim
koficu. Pozwala to na zbadanie polimorfizmu
DNA opartego na lokalizacji retroelementow
przyleglych do miejsc restrykcji (KUMAR i
wspotaut. 1997; MCELROY i wspotaut. 1997;
WAUGH i wspotaut. 1997; TAKUMI i wspolaut.
1999a, b; SOLIS i wspoétaut. 1999; KOPREK i
wspotaut. 2000).

GENETIC MOBILE ELEMENTS IN PLANTS AND OTHER ORGANISMS

Summary

In this review the types of mobile genetic ele-
ments in prokaryotes and eukaryotes are presented.
There is also information about their molecular char-
acteristics, mechanisms of moving, evolution and their
influence on genome structure and gene activity in or-
ganisms of plants, insects and humans. Transposable
elements are abundant in genomes of lower and
higher organisms. Mobile genetic elements are di-
vided into two main groups: transposons and
retrotransposons. The transposons, or “jumping
genes” are fragments of DNA capable of moving, from
a plasmid to another plasmid (or chromosome) in
prokaryotes, and from one part of a chromosome to

another (or to another chromosome) in eukaryotes.
Transposons become transposed directly from DNA to
DNA eg. the Ac element of maize and the P element of
Drosophila are similar to bacterial transposons.
Retrotransposons accomplish transposition via an
RNA intermediate that is reverse transcribed before
integration into a new location within the host ge-
nome. They are ubiquitous in eukaryotes and consti-
tute a major portion of the nuclear genome in humans,
animals and plants. They are dispersed as interspersed
repetitive sequences through out the genome. Retro-
transposons can be divided into two sub-groups: viral
retrotransposons eg. Ty (yeast), copia (fruit fly), Bs1
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(maize), LINEs (mammals), Cin4 (maize) and non-viral
retrotransposons which comprise SINEs and pro-
cessed pseudogenes. The properties of the genetic

mobile elements have been exploited as genetic tools
for plant genome analysis.
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