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Summary

Foreign DNA can integrate into DNA genomes via two main classes of integration mechanisms: homo-
logous recombination that draws on sequence similarity between the integrating sequences and the DNA
genomes and non-homologous, or, illegitimate integration. Illegitimate integration of foreign DNA facilitates
the modification of a cell’s genetic content and produces transgenic animals but this process can have
dramatic repercussions on the content, organization, and function of the recipient genome. A better under-
standing of the mechanisms and factors governing illegitimate DNA integration would help reduce the risk of
unforeseeable genomic alterations. The article discusses the current state of knowledge about integrating

foreign DNA and its consequences.
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Szybki rozwdj technik inzynierii genetycznej w ostat-
nich latach umozliwia praktycznie wszelkie manipula-
cje z materiatem genetycznym in vitro. Wiele proble-
moéw stwarza jednak wydajne 1 swoiste wprowadzanie
DNA do komorki. Wprowadzany do komorek kwas
dezoksyrybonukleinowy jest hydrofilowym wicelkoczas-
teczkowym polimerem o ujemnym fadunku. Przecho-
dzenie takiego biopolimeru przez blong komorkowa jest
mocno utrudnione. Inna powazna przeszkoda, jaka na-
potyka wprowadzanie DNA do komorek, jest liniowy
rozmiar tych makroczasteczek.

Trudnosci z wprowadzaniem DNA do komorek przy-
czynity si¢ do opracowania wielu nowych technik trans-
fekcji, z ktorych kilka znalazlo szersze zastosowanie.
DNA mozna wprowadza¢ do komorki metodami fizy-
kochemicznymi, do ktorych zalicza sig elektroporacje,
precypitacje, mikroiniekejg i biolistyke. Z metod biolo-
gicznych powszechnie wykorzystuje si¢ wektory wiru-
sowe i niewirusowe. Wektory wirusowe oparte sa glow-
nie na rekombinowanych retrowirusach i adenowiru-
sach. Z wektorow niewirusowych najczesciej stosuje si¢
liposomy.

Proces integracji egzogennego DNA zaczyna si¢
w momencie wprowadzenia DNA do komorki. W wigk-
szosci przypadkow w jego wejsciu do jadra posredni-
cza naturalne procesy komérkowe. Po wejsciu do jadra
wigkszos¢ egzogennego DNA jest szybko degradowa-
na. Ponadto stezenie wprowadzonego DNA spada wraz
z kolejnymi podziatami komérkowymi. Jedynie czas-
teczki zawierajace miejsce startu replikacji w okreslo-
nych warunkach moga przetrwa¢ dtuzszy okres jako au-
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tonomicznie replikujace episomy. W zaleznos$ci od ro-
dzaju komorek w okoto jednej na tysiac komodrek wpro-
wadzony DNA integruje z chromosomalnym DNA.
Egzogenny DNA moze integrowaé z genomowym
DNA na drodze rekombinacji homologicznej lub nie-
homologicznej (ryc. 1). W czasie rekombinacji homo-
logicznej dochodzi do wymiany fragmentu chromoso-
mu komorki gospodarza z fragmentem egzogennego
DNA o podobnej sekwencji nukleotydéw. Rekombina-
cja homologiczna jest zjawiskiem naturalnym wystepu-
jacym m.in. podczas wymiany chromatyd siostrzanych.
Poniewaz w przypadku rekombmacp homologiczne;j
miejsce integracji oraz jej skutki mozna przewidziec,
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zjawisko to probuje si¢ wykorzysta¢ w terapii genowe;j
chorob. Z kolei w przypadku rekombinacji niehomolo-
gicznej nie mozna przewidzie¢ miejsca integracji egzo-
gennego DNA z genomowym DNA komorki gospoda-
rza, a na proces integracji nie ma wptywu obecnos¢ se-
kwencji homologicznych. Istnieja jednak przestanki
swiadczace o tym, ze w przypadku rekombinacji nieho-
mologicznej miejsce integracji egzogennego DNA nie
jest do konca przypadkowe. Warto doda¢, ze rekombi-
nacja nichomologiczna jest rowniez procesem wyste-
pujacym naturalnie np. podczas translokacji chromoso-
mowych czy przemieszczania si¢ transpozonow i retro-
transpozonow.

Modyfikacje transgenu przed integracja
z chromosomowym DNA

Wprowadzony do komorki DNA jest na ogo6t bardzo
szybko degradowany. Egzogenny DNA, ktory nie uleg-
nie degradacji podlega licznym modyfikacjom (8). Li-
niowa forma DNA po uprzedniej modyfikacji koncow
(36) moze by¢ przeksztatcona w formg kolista, dzigki
czemu unika szybkiej degradacji wynikajacej z dziatal-
no$ci komorkowych egzonukleaz. Proces taczenia kon-
cOw jest niezalezny od st¢zenia DNA (3). Zarowno li-
niowe, jak 1 koliste czasteczki egzogennego DNA moga
bra¢ udzial w procesie rekombinacji homologiczne;j
wystepujacej pomiedzy czasteczkami transgenu (9), co
prowadzi do powstawania tzw. konkatamerow (10), czyh
szeregowo potaczonych czasteczek transgenu. Najczes-
ciej poszczegbdlne kopie transgenu zorientowane sa
w tym samym kierunku, tworzac tzw. tandemy proste.
Znacznie rzadziej obserwuje si¢ czasteczki transgenu
zorientowane w pozycji odwroconej (tandemy odwro-
cone) (3). Oznacza to, ze rekombinacja homologiczna,
ktora prowadzi do powstawania tandemow prostych od-
grywa wazniejsza rol¢ w tworzeniu konkatamerow niz
mechanizm taczenia koncoéw (end-joining) (10). W miej-
scu polaczenia si¢ czasteczek transgenu tworzacych kon-
katamer moga pojawi¢ si¢ tzw. wypekniacze — krotkie
odcinki DNA nieznanego pochodzenia (36). Podobne
zjawisko obserwuje si¢ zar6wno w przypadku potaczen
miegdzy transgenem a chromosomowym DNA (6, 37)
jak 1 polaczen migdzy genomem a regionem chromoso-
mu, ktory ulegt translokacji (27). Pomigdzy czasteczka-
mi transgenu moze dochodzi¢ réwniez do wymiany frag-
mentéw DNA w procesie rekombinacji nichomologicz-
nej (3 8) Egzogenny DNA integruje z genomowym
najczesciej w postaci konkatamerow, poniewaz rekom-
binacja pomigdzy czasteczka transgenu a chromosomo-
wym DNA wystepuje 107°-107® razy rzadziej niz pomig-
dzy czasteczkami transgenu (32). Ponadto przypadko-
wa integracja transgenu wystegpuje ok. 1000 razy czgs-
ciej niz rekombinacja homologiczna (29).

Od stopnia homologii sekwencji miedzy transgenem
a genomem biorcy oraz stadium cyklu komorkowego,
w jakim znajduje si¢ komoérka w momencie transfekcji,
zalezy, ktory z mechanizmoéw rekombinacyjnych zajdzie
po wprowadzaniu egzogennego DNA do komorki. Re-
kombinacja homologiczna zachodzi najczesciej w fazie
S-G2 cyklu komoérkowego, natomiast rekombinacja nie-
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homologiczna wydaje si¢ niezalezna od fazy cyklu ko-
morkowego (34). Wptyw na rodzaj rekombinacji ma
takze postac transgenu. Transgen w formie liniowej tat-
wiej penetruje srodowisko komorki (4), czgsciej integ-
ruje z genomowym DNA (10) i stymuluje raczej integ-
racj¢ przypadkowa (20). Ponadto zajscie okreslonego
rodzaju rekombinacji moze stymulowa¢ sekwencja wol-
nych koncow transgenu wprowadzonego do komorki
w formie liniowej. Z analizy DNA potaczen transgen—
—chromosom wynika, ze w przypadku integracji niecho-
mologicznej] w miejscu polaczenia czgsto pojawiaja si¢
1-5 nukleotydowe sekwencje homologiczne (mikroho-
mologiczne) niewiadomego pochodzenia (10, 29). Moze
to by¢ rezultat czgéciowego parowania zasad wystepu-
jacych na wystajacych jednoniciowych koncach taczo-
nych fragmentow DNA (29). Od sekwencji wolnych
koncow zalezy, ktory mechanizm taczenia si¢ wolnych
koncow zostanie wykorzystany (zalezny od homologii
lub niezalezny od homologii), a co za tym idzie, jaka
bedzie wydajnos¢ procesu taczenia.

Zwiazek migdzy integracjq transgenu
a naprawg dwuniciowych peknigé w DNA

Uwaza sig¢, ze w obu rodzajach rekombinacji gtowna
role odgrywaja mechanizmy naprawy dwuniciowych
peknigc w genomowym DNA. Peknigceia podwojnej he-
lisy DNA pojawiajace si¢ w wymku dziatania czynni-
kéw ﬁzykochemlcznych wymagaja wystgpowania sys-
temOw monitorowania i naprawy powstalych uszkodzen.
Istniejace mechanizmy naprawy takich uszkodzen wy-
korzystujqwiele czynnik(')w 1zjawisk dziatajacych row-
niez podczas procesow rekomblnacyj nych, ktore sa row-
niez inicjowane przez pojawienie si¢ pgknigcia w po-
dwojnej nici DNA. Niewlasciwe funkcjonowanie sys-
temow naprawy DNA moze prowadzi¢ do ré6znego ro-
dzaju zaburzen, a w konsekwencji do $mierci komorki.
Naturalne systemy naprawy i rekombinacji DNA umoz-
liwiaja rOwniez integracje egzogennego DNA w miej-
scu dwuniciowego pgknigcia. W komodrkach ssakow
dwuniciowe pgknigcia DNA moga by¢ naprawiane za-
réwno przy pomocy mechanizméw wykorzystujacych
zjawisko rekombinacji homologicznej migdzy uszko-
dzonym DNA a DNA stuzacym jako substrat (16, 33),
jak 1 mechanizmow wykorzystujacych zjawisko rekom-
binacji niehomologicznej (28).

Wsrod mechnizmé6w rekombinacji homologicznej
bioracych udziat w naprawie dwuniciowego pgknigcia
DNA wyrdznia si¢ obecnie 3 modele:

Model DSB (double-strand break) — model naprawy
dwuniciowych pekni¢g¢ DNA (33). Rekombinacja ho-
mologiczna rozpoczyna sig¢ dwuniciowym peknigeiem,
ktore za pomoca egzonukleaz degradujacych obie nici
jest powigkszane. Nastgpnie przerwa ta, uzupetniana jest
przez kopiowanie sekwencji homologlcznej znajduja-
cej si¢ w homologu (np. chromosomie homologicznym
lub sekwencji homologicznej transgenu), poprzedzone
obustronnag inwazja na druga czasteczk¢ DNA (dawcy).
Mechanizm rekombinacji opisany za pomoca modelu
DSB jest mechanizmem konserwatywnym, poniewaz nie
prowadzi do utraty informacji genetycznej.
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Model SSA (single-strand annealing) — model wy-
diuzania jednoniciowych odcinkow DNA (16). Konce
DNA w miejscu dwuniciowego pgknigcia sa degrado-
wane za pomoca specyficznej egzonukleazy, co prowa-
dzi do odstonigcia sekwencji homologicznych, a nastgp-
nie ich sparowania. Niehomologiczne fragmenty w miej-
scu potaczenia zostaja usunigte, a powstale przerwy uzu-
petnione wg homologii drugiej nici. Poniewaz docho-
dzi do utraty czg¢sci sekwencji, opisany mechanizm jest
mechanizmem rekombinacji niekonserwatywne;j.

Model OSI (one-sided invasion) — model jednostron-
nej inwazji (2). W jednej czasteczce DNA (biorcy)
w miejscu dwuniciowego peknigcia, nici 3’ zostaja za
pomoca egzonukleazy odstonigte, a nastgpnie jedna
z nich dokonuje inwazji na drugg czasteczke DNA (daw-
cy), co prowadzi do utworzenia petli D. Rozpoczyna
si¢ pohmeryzaCJa nici dokonujacej inwazji i pOWle-
szenie petli D. Nastgpnie nowo zsyntetyzowana ni¢ zo-
staje rozwiniqta albo uwolniona po nacigciu nici stano-
wiacej dla 1’116_] matryce. KoleJnym etapem Jest hgaCJa
uwolnionej nici z koncem nie dokonujacym inwazji
1 wypeianie powstatych luk. Model jednostronnej in-
wazji moze prowadzi¢ zard6wno do rekombinacji kon-
serwatywnej, jak 1 niekonserwatywne;.

W transgenezie zwierzat rekombinacj¢ homologicz-
na wykorzystuje si¢ najczeséciej do inaktywacji genu.
Konstrukcje genowe typu inaktywujacego zawieraja sek-
wencje genu, ktory ma by¢ inaktywowany z wprowa-
dzana mutacja. Zwykle ekson kodujacy wazna domeng
biatka (lub koniec 5° tego regionu) zostaje przerwany
pozytywnym markerem selekcyjnym, co uniemozliwia
powstawanie prawidtlowego mRNA. Gen moze zostac
inaktywowany rowniez poprzez usunigcie fragmentu lub
calego genu. W tym przypadku konstrukcja genowa musi
zawiera¢ sekwencje homologiczne do genomowego
DNA, lezace bezposrednio z obu stron regionu, ktory
ma by¢ usunigty. W ten sposoéb mozna usuna¢ do 15
tysigcy par zasad i catkowicie wyeliminowa¢ wiele ge-
now. Podczas rekombinacji homologicznej nastgpuje
wymiana genu zmutowanego z prawidlowa sekwencja
genomowego DNA.

Prawie wszystkie konstrukcje genowe stosowane
w rekombinacji homologicznej podlegaja selekeji po-
zytywnej na obecnos¢ genu warunkujacego opornos¢
na antybiotyk (np. G418). Ten sam gen stosuje si¢ jed-
noczesnie do inaktywacji badanego genu. Selekcja ko-
morek antybiotykiem G418 (pochodna neomycyny)
eliminuje zdecydowana wigkszo$¢ komorek, ktore nie
maja konstrukcji stabilnie zintegrowanej z genomem.
Jednakze w wigkszosci przypadkow konstrukcja inte-
gruje z genomem w sposob przypadkowy. Najczesciej
stosowang metoda eliminacji komorek z przypadkowo
zintegrowana konstrukcja jest selekcja pozytywno-ne-
gatywna. W tego typu konstrukcjach powyzej inakty-
wowanego genu umieszcza si¢ negatywny marker se-
lekcyjny, np. gen kinazy tymidyny wirusa Herpes sim-
plex. W obecnosci tego genu komorki sa wrazliwe na
acyklovir i jego analogi (np. gancyklovir). Enzym kina-
za tymidyny wprowadza gancyklovir do syntetyzowa-
nego tancucha DNA, powodujac jego terminacjg i $mierc
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komorki. Podczas rekombinacji homologicznej zostaja
utracone sekwencje lezace poza regionem homologii do
genu. W przeciwienstwie do tego, podczas przypadko-
wej integracji wszystkie sekwencje w konstrukcji zo-
staja zachowane. Rekombinanty homologiczne sa opor-
ne na G418 1 oporne na gancyklovir, podczas gdy klony
z przypadkowo zintegrowana konstrukcja sa oporne na
G418, a wrazliwe na gancyklovir. Oprocz kinazy tymi-
dyny i gancykloviru zastosowanie znalazty takze inne,
rowniez letalne dla komorek markery selekcyjne.

Celem eliminacji komorek z przypadkowo zintegro-
wanym genem stosuje si¢ rowniez konstrukcje, w kto-
rych umieszcza si¢ region kodujacy marker selekcyjny
pozbawiony promotora. Sekwencja kodujaca marker
przerywa ekson badanego genu i jest zgodna z ramka
odczytu. Wprowadzenie do konstrukeji sekwencji IRES
pozwala uniknaé¢ potrzeby umieszczania gendéw selek-
cyjnych zgodnie z ramka odczytu, co znacznie uprasz-
cza budowg konstrukcji. W ten sposob ekspresja mar-
kera selekcyjnego jest uzalezniona od promotora endo-
gennego 1 zachodzi tylko w przypadku rekombinacji ho-
mologicznej. W tym przypadku rekombinanty homolo-
giczne sa oporne na antybiotyk G418, a komorki z przy-
padkowo zintegrowana konstrukcja wrazhwe na ten an-
tybiotyk. Mozliwe jest rowniez zastosowanie markera
selekcyjnego pozbawionego sygnatu poli(A), co czyni
jego transkrypt bardzo nietrwatym. Konstrukcj¢ geno-
wa przygotowuje si¢ w taki sposob, aby po integracji
konstrukcji, w przypadku rekombinacji homologicznej
pojawit si¢ sygnat poli(A). W ten sposéb transkrypt genu
selekcyjnego staje si¢ bardziej trwaly, co umozliwia se-
lekcje pozytywna.

W przypadku genow, ktore sa niezbgdne dla rozwoju
wczesna inaktywacja uniemozliwilaby uzyskanie osob-
nika dorostego. Op6znienie inaktywacji genu do czasu,
az zwierz¢ stanie si¢ doroste umozliwitoby jego nor-
malny rozwoj, a inaktywacja genu mogtaby nastapic
u dorostego osobnika. System rekombinazy Cre-loxP
umozliwia inaktywacj¢ genu ograniczong czasowo, po-
przez kontrolg aktywnosci lub ekspresji rekombinazy,
jak 1 przestrzennie, dla okreslonego typu komoérek lub
tkanek, dzigki zastosowaniu promotoréw komorkowo
specyficznych lub promotoréw indukowanych. System
Cre-loxP pochodzi z bakteriofaga P1. Rekombinaza Cre
dziata na miejsca loxP w DNA. Miejsce loxP sktada si¢
z dwoch palindromowych, 13 nukleotydowych sekwen-
¢ji, rozdzielonych sekwencja 8 nukleotydowa. Jezeli dwa
miejsca loxP o tej samej orientacji znajduja si¢ blisko
siebie, rekombinaza moze utworzy¢ petlg z sekwencji
lechej pomigdzy dwoma takimi miejscami 1 usuna¢ ja,
pozostawiajac jedno miejsce loxP w genomowym DNA,
a drugie na kolistym fragmencie DNA zawierajacym se-
kwencj¢ wycigta, szybko ulegajaca degradacji. Jezeli
miejsca loxP znajduja si¢ w przeciwnej orientacj, re-
kombinaza Cre powoduje inwersj¢ sekwencji lezacej
pomigdzy nimi. W obu przypadkach reakcja jest odwra-
calna. Wtasciwie zaprojektowana konstrukcja zawiera-
jaca miejsca loxP moze zosta¢ zastosowana do wpro-
wadzania subtelnych mutacji lub do czasowo albo prze-
strzennie kontrolowanej inaktywacji. Poza rekombina-
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za Cre rowniez inne rekombinazy, takie jak rekombina-
za FLP rozpoznajaca na DNA miejsca FRT, moga zo-
sta¢ w podobny sposdb wykorzystane.

Rekombinaza Cre moze z powodzeniem zostaé za-
stosowana do usuwania markeréw selekcyjnych, kto-
rych obecnos¢ w genomowym DNA moze powodowaé
liczne niepozadane skutki. Konstrukcja genowa musi
zawierac markery selekcyjne lezace pomigdzy dwoma
mlej scami loxP, ktore maja ta sama orientacj¢. Ekspres-
ja rekombinazy Cre moze nastapi¢ albo poprzez trans-
fekcje do komoérek wektora ekspresyjnego produkuja-
cego enzym Cre, albo przez lipofekcje enzymu do ko-
morek. Po wycigeiu markera selekcyjnego w genomo-
wym DNA pozostaje jedno miejsce loxP, ale konstruk-
cja moze by¢ zaprojektowana w taki sposob, aby pozo-
stawalo w miejscu mniej istotnym, takim jak intron.

Mechanizm integracji nichomologicznej wydaje si¢
znacznie prostszy niz przedstawione mechanizmy re-
kombinacji homologicznej. Wykorzystuje system napra-
wy peknie¢ dwuniciowych zwany taczeniem koncow
niehomologicznych (NHEJ — nonhomologous end-
-joining). Proces ten moze by¢ wykorzystany nie tylko
do naprawy peknig¢ dwuniciowych powstajacych w wy-
niku dziatania prormemowama jonizujacego oraz mu-
tagenow chemicznych, ale réwniez do taczenia fragmen-
tow egzogennego DNA z wolnymi koncami DNA
genomowego (8). W proces zaangazowane sa 4 grupy
genow kodujace zlozony kompleks biatkowy kierujacy
ligaz¢ DNA do miejsca pgknigcia. W sktad kompleksu
wchodzi biatko Ku zbudowane z dwdch podjednostek
Ku70 oraz Ku80, ktore wiaza si¢ z DNA wraz z kinaza
biatkowa zwana DNA-PK ., aktywujaca trzecie biatko
XRCC4. Biatko XRCC4 oddmaiuje z ligaza DNA 1V,
kierujac ja w miejsce dwuniciowego pgknigcia. Biatka
naprawcze moga rowniez najpierw polaczy¢ si¢ z wol-
nymi koncami wprowadzonego do komorki transgenu
1 skierowac je w poblize dwuniciowego peknigcia DNA.
W warunkach laboratoryjnych mozna zwigkszy¢ czgs-
tos¢ integracji stymulujac powstawanie dwuniciowych
peknig¢ poprzez zastosowanie inhibitorow topoizome-
raz, enzymow restrykcyjnych, czynnikéw mutagennych
czy promieniowania UV.

Efekty integracji egzogennego DNA

Integracja egzogennego DNA z genomowym DNA
komorki biorcy moze prowadzi¢ do ogolnej niestabil-
nosci genomu wystepujacej w miejscu wbudowania
transgenu Miejsce integracji staje si¢ podatne na muta-
cje, ktore w zalezno$ci od rodzaju komorek, jak i meto-
dy transfekcji moze by¢ przyczyna licznych zaburzen.

W przypadku mikroiniekcji DNA do zaptodnionego
oocytu obserwuje si¢ wysoka smiertelno$¢ zarodkow na
bardzo wczesnym etapie rozwoju w poroOwnaniu z gru-
pa kontrolna. Przyczyna wysokiej letalnosci moga by¢
delecje genomowego DNA (7, 19) lub translokacje wza-
jemne (18) w miejscu lub poblizu miejsca integracji
transgenu. Mozliwe jest tez zaburzenie przez transgen
ekspresji kluczowego dla rozwoju zarodka genu (37).

Uwaza sig, ze podobne zjawiska zachodza w liniach
komoérkowych po transfekcjach (19). W liniach komor-

kowych obserwuje sig delecje genomowego DNA w po-
blizu mlejsca integracji egzogennego DNA (13), for-
mowanie chromosomoéw dicentrycznych (25), tworze-
nie kruchego miejsca w chromosomie (26). Jednak
o wiele trudniej oceni¢ $§miertelno$¢ w liniach komorek
hodowanych in vitro. Stosunkowo czgstym zjawiskiem
w liniach komorkowych po transfekcjach sekwencjami
wirusowymi (np. adenowirusami) jest transformacja
nowotworowa, ktorej przyczyna jest niestabilnos¢ ge-
nomowa komorek (11). Ponadto zjawiska rearanzacji
genomowego DNA po integracji egzogennego DNA
moga sprzyjac transpozycji (przemleszczanlu sig) en-
dogennych protoonkogendw, co réwniez prowadzi do
transformacji nowotworowej (23). Powstate mutacje
(delecje, duplikacje, insercje) moga utrzymywac sig
w linii komoérkowe;j (20).

Zjawiskiem czgsto pojawiajacym si¢ w zwiazku z in-
tegracja egzogennego DNA w komorkach ssakow jest,
pomimo stwierdzenia stabilnego wbudowania transge-
nu w chromosom, wyciszenie ekspresji trasngenu. Od-
kryto, ze miejsce wbudownia ulega metylacji de novo
(22). Prawdopodobnie jest to swoista obrona komorki
przed egzogennym DNA. Szczeg6lnie podatne na zmia-
ny w metylacji sa sekwencje powtarzalne (22). Ponie-
waz egzogenny DNA integruje najczgsciej w postaci
szeregébw tandemowych, prowadzi to do ich metylacji
1 zablokowania ekspresji transgenu. Wraz ze wzrostem
liczby kopii transgenu w szeregu tandemowym maleje
poziom ekspresji transgenu (21). Wyniki przeprowadzo-
nych dotychczas badan nie sa dostatecznie wyczerpuja-
ce, aby wyjasni¢, czy metylacj¢ stymuluje liczba kopii
transgenu, czy tez jest to efekt wywotany przez poioze-
nie transgenu w chromosomie. Dowiedziono réwniez,
ze metylacja takiego szeregu transgenicznego moze pro-
wadzi¢ do lokalnego tworzenia heterochromatyny (14).
W miejscu tym zbiegaja si¢ trzy zjawiska: powtarzal-
nosci sekwencji (szereg tandemowy trasngenu), mety-
lacji i heterochromatynizacji. Wyznaczenie wzajemnych
relacji przyczynowo-skutkowych migdzy nimi byloby
niezmiernie wazne dla wyjasnienia mechanizmow kie-
rujacych przebiegiem integracji egzogennych sekwen-
cji z genomowym DNA oraz przewidywania skutkow
ich integracji.

Ponadto istnieje takze fenomen zwany efektem po-
zycji w chromosomie (PEV — position effect variega-
tion). Miejsce wbudowania transgenu ma wptyw zarow-
no na poziom ekspresji transgenu oraz czas jego akty-
wacji, jak i na podatno$¢ na roznego typu rearanzacje.
Transgen nie bgdzie ulegat ekspresji, jezeli whaczy sig
do transkrypcyjnie meaktywnego regionu chromatyny.
Aby temu zapobiec, mozna zastosowa¢ w konstrukcjach
genowych sekwencje regulacyjne typu MAR (matrix
attachment regions) (30) i LCR (locus control region)
(1) umozliwiajace, poprzez utrzymywanie otwartej
struktury chromatyny, niezalezna od pozycji ekspresje
genu. Niezalezna od pozycji ekspresje genu mozna row-
niez osiagna¢ za pomoca wektoréw episomalnych,
sztucznych chromosomow lub wprowadzajac transgen
w specyficzne miejsca w genomie wykorzystujac zja-
wisko rekombinacji homologiczne;.
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Ryc. 2. W obrebie euchromatyny zawierajacej aktywne geny
obserwuje si¢ petle wldkna chromatynowego 30 nm potaczo-
ne z matriks jadrowa za pomoca regionow bogatych w AT,
zwanych rejonami polaczenia z matriks (MAR). Tego typu
sekwencje chronia jednostki transkrypcyjne lezace w obre-
bie jednej petli DNA przed wplywem elementow regulatoro-
wych, takich jak wzmacniacze czy wyciszacze, kontrolujacych
ekspresje genow w sasiadujacych petlach DNA oraz zapobie-
gaja heterochromatynizacji. Petle DNA polaczone z matriks
jadrowa nazwano domenami strukturalnymi. W obrebie do-
men strukturalnych wystepuja obszary DNA otaczajace gen
lub grupe gendéw ulegajacych ekspresji, tworzace domeny
funkcjonalne. W utworzeniu i utrzymaniu otwartej domeny
funkcjonalnej moga bra¢ udzial sekwencje DNA, zwane re-
gionami kontrolujacymi locus (LCR)

Miejsce integracji — czy w petni losowe?

Miejsca integracji egzogennego DNA w czasie rekom-
binacji niehomologicznej nie mozna przewidzie¢ i w
zwiazku z tym uwaza si¢ je za losowe. Istnieja jednak
przestanki §wiadczace o tym, Ze nie sg to miejsca catko-
wicie przypadkowe.

Z danych literaturowych wynika, Ze miejscem szcze-
g6lnie podatnym na integracje¢ nichomologiczna sa sek-
wencje powtorzone (13). Poniewaz jednak genom ssa-
koéw sktada sig¢ w znacznej czgsci z sekwencji powta-
rzalnych, jest to stwierdzenie dosy¢ ogdlne. Znacznie
bardziej interesujace sa doniesienia o integracji egzo-
gennych sekwencji DNA w okres§lone sekwencje powto-
rzone. Sekwencje wirusowe (w tym przypadku wirusa
HIV) szczegolnie czgsto integruja w obrebie dwoch naj-
bardziej powtarzalnych sekwencji w genomie cztowie-
ka, tj. sekwencji L1 1 Alu (31). Sekwencje L1 naleza do
rodziny LINES i wystgpuja w genomie w ok. 100 tysig-
cy kopii, natomiast Alu to sekwencje z rodziny SINES
i liczba ich moze dochodzi¢ do 900 tysigcy. W innym
doswiadczeniu stwierdzono czgstsza integracje transge-
nu w indukowane chemicznie (specjalne warunki ho-
dowli) miejsca kruche w chromosomie (26). Najbardziej
poznane jest miejsce kruche chromosomu X u cztowie-
ka, w ktérym stwierdzono wystgpowanie powtorzen
CGG (im wigcej takich tripletow tym objawy niedoroz-
woju umystowego sa bardziej widoczne) (24).

Wykonano takze szereg doswiadczen, gdzie transge-
nem byly sekwencje powtarzalne. Transfekcja komorek
CHO sekwencjami a-satelitarnymi lub syntetycznym
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Ryec. 3. Lokalizacja transgenu metoda FISH na chromoso-
mach metafazowych transgenicznego krolika SK7 (pokole-
nie F1 po kroéliku NT20). Transgen WAP(6xHisThr):hGH
zmapowano w ukladzie heterozygotycznym w chromosomie
7q26-27

polimerem poli(dGdT),,, powodowata liczne rearanza-
cje chromosomowe w komorkach, prowadzace do nie-
stabilno$ci genomu (12). Eksperyment, w ktorym wpro-
wadzano sekwencje telomerowe wykazal, ze integro-
waly one w poblizu telomerow wystepujacych w ko-
morce (15). Nie stwierdzono jednak, jaka rolg¢ w inte-
gracji transgenu, w zwiazku z podobienstwem jego sek-
wencji do sekwencji miejsca, w ktorym nastapita jego
integracja, odegraty mechanizmy zwigzane z zjawiskiem
rekombinacji homologiczne;.

Inne doniesienia wskazuja, ze oprocz specyficznosci
sekwencji, preferowana cecha miejsca wbudowania
transgenu moze by¢ jego topologia. Ogdlnie moéwi si¢
0 ,,zagiqtej” strukturze DNA (bent DNA) jako struktu-
rze sprzyj ajacej rekombinacji nichomologicznej. Obec-
no$¢ takich struktur zaobserwowano w czasie replika-
cji, transkrypcji 1 rekombinacji homologicznej, ale od-
naleziono je takze w odlegtosci ok. 1 kb od miejsca po-
taczenia transgen—chromosom po zaj$ciu rekombinacji
nlehomologlczneJ (21). W zwiazku z tym powstata hi-
poteza ze miejsca aktywne transkrypcyjnie sa miejsca-
mi podatnymi na integracjg¢ nichomologiczna (11), a na-
wet ze wysoka aktywnos¢ transkrypcyjna utatwia pro-
ces integracji (35). Oczko replikacyjne, a wigc otwarta
struktura DNA tworzaca si¢ podczas replikacji, czgsto
jest uwazana za czynnik sprzyjajacy integracji nieho-
mologicznej (3).

Stwierdzono, ze zarowno topoizomeraza I (wprowa-
dzajaca jednoniciowe nacigcia w DNA), jak 1 topoizo-
meraza II (dwuniciowe nacig¢cia) moga uczestniczy¢
w przebiegu rekombmacp nichomologiczne;. T0p01z0-
meraza Il rozpoznaje sekwencje typu MAR wiazace
DNA ze szkieletem jadrowym. Niektorzy autorzy uwa-
7aja, ze sekwencje MAR sa miejscem czestego wbudo-
wywania transgenu (30). Doniesiono réwniez o prefe-
rencyjnym integrowaniu sekwencji wirusa SV40 w po-
blize miejsca rozpoznawanego przez topoizomeraze [
(5). Catkowicie unikalne miejsce integracji transgenu
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zaobserwowano podczas spontanicznego pobierania eg-
zogennego DNA przez spermatocyty myszy. Sugeruje
si¢ jednak, ze wplyw na przebieg procesu integracji ma
proces retranspozycji (17).

Podsumowanie

Zjawisko nieuprawnionej integracji egzogennego
DNA umozliwia modyfikacj¢ genetyczna organizmow.
Skutki takiej integracji sa na dzien dzisiejszy nieprze-
widywalne. Egzogenny DNA integruje z genomem bar-
dzo rzadko. Zintegrowany z genomowym DNA trans-
gen moze nie ulega¢ ekspresji albo poziom jego eks-
presji moze by¢ niewystarczajacy. Ponadto ekspresja
transgenu moze si¢ pojawia¢ w niewlasciwych tkankach
lub niewlasciwym stadium rozwoju organizmu. Uzyska-
nie linii zwierzat transgenicznych o odpowiednio wy-
sokim poziomie ekspresji transgenu, ograniczonej do
jednego typu tkanki i odpowiedniego stadium rozwoju,
wymaga wyprodukowania i zbadania wielu linii trans-
genicznych zwierzat. Zrozumienie mechanizmow kie-
rujacych integracja egzogennego DNA z genomowym
DNA komorki gospodarza umozliwi opracowanie me-
tod, ktore pozwola przewidzie¢ skutki integracji. Moz-
liwe stanie si¢ rowniez opracowanie substancji bloku-
jacych proces taczenia koncéw niehomologicznych, co
w przysztosci pozwoli zastosowac terapie genowe w le-
czeniu chorob o podiozu genetycznym.
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