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GENETYKA SYSTEMU GAL4/UAS,
CZYLI JAK WYWOEAC TKANKOWO-SPECYFICZNA
EKSPRESJE GENU W ORGANIZMIE MUSZKI OWOCOWEJ

(DROSOPHILA MELANOGASTER)

System GAL4/UAS jest metoda genetyczng, w ktd-
rej wykorzystuje si¢ pochodzace z genomu droz-
dzy (Saccharomyces cerevisiae) sekwencje GAL4
i UAS do wywotania w organizmie muszki owo-
cowej ukierunkowanej ekspresji wybranego genu.
Przez ukierunkowanie ekspresji genu (ang. fargeted
gene expression) rozumiemy selektywng aktywacje
jego transkrypcji tylko w pewnym typie komorek
lub w $cisle okre§lonym czasie, np. na okreslonym
etapie rozwoju. Metoda ta, opracowana przez Andree
H. Brand i Norberta Perrimona w 1993 roku (Brand
i Perrimon, 1993. Targeted gene expression as a me-
ans of altering cell fates and generating dominant
phenotypes. Development 118, 401-415), stala si¢
jedna z wazniejszych metod badawczych stosowa-
nych, gdy celem badan jest poznanie funkcji genu in
vivo (lac. wewnatrz zywego organizmu).

Fakt, ze w organizmie muszki owocowej mozli-
we jest wywolanie tkankowo-specyficznej ekspresji
genow, bardzo przyczynit si¢ do zwigkszenia popu-
larnosci tego owada jako organizmu modelowego
w badaniach biologicznych.

Dzialanie sekwencji GAL4 i UAS w komorkach
drozdzy

W sktad DNA wchodzg dwa rodzaje sekwencji
nukleotydowych (Ryc. 1). Sg to sekwencje kodujace,
ktore ulegaja ekspresji (na ich matrycy, w procesie
transkrypcji jest syntetyzowany RNA, a nast¢gpnie na
matrycy RNA w procesie translacji jest syntetyzowane

biatko) oraz sekwencje regulatorowe, ktore nie ule-
gaja ekspresji, lecz kontroluja ekspresje sekwencji
kodujacych. Synteza RNA zachodzi tylko wtedy, gdy
do sekwencji regulatorowych przylacza si¢ okreslone
biatka (Ryc. 1).

RODZAJE SEKWENCJI NUKLEOTYDOWYCH DNA

AKTYWACJA TRANSKRYPCJI

e

Ryc. 1. Rodzaje sekwencji nukleotydowych DNA oraz aktywacja trans-
krypcji sekwencji kodujacych. Sekwencja DNA regulatorowego zawiera
obszar wigzacy dla biatek (czynnikow transkrypcyjnych) regulujacych
proces transkrypcji. Na skutek aktywacji transkrypcji powstaje mRNA,
czyli matrycowy RNA (zmienione za Genes VII, B. Lewin; Oxford Uni-
versity Press, 2000).
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W genomie drozdzy, sekwencje GAL4 i UAS sa
czescig uktadu regulujacego katabolizm (rozktad) ga-
laktozy, przy czym GAL4 jest sekwencja kodujaca,
natomiast UAS sekwencja regulatorowa. GAL4 ko-
duje biatko (GAL4) bedace klasycznym aktywatorem
procesu transkrypcji, co oznacza, ze przylacza sig
w jadrze komorkowym do odpowiednich sekwencji
nukleotydowych DNA regulatorowego i aktywuje
transkrypcje okreslonych genow. Sekwencja regula-
torowa, do ktorej przylacza si¢ GAL4 jest wlasnie se-
kwencja UAS (ang. Upstream Activating Sequence),
natomiast genami, ktorych transkrypcje aktywuje,
sa geny kodujace enzymy zaangazowane w rozklad
galaktozy (np. GAL1, GALI10). Aktywujace dzialanie
GALA4, a w konsekwencji transkrypcja genow takich
jak GALI czy GAL10, mogg by¢ jednak zahamowa-
ne. Dzieje si¢ tak wtedy, gdy do biatka tego przylaczy
si¢ produkt innego genu — genu GALS0.

Ostatecznie to, czy dojdzie do transkrypcji genow
kodujacych enzymy rozktadajace galaktozg zalezy od
jej obecnosci w srodowisku. Galaktoza jest indukto-
rem catego systemu. W jej obecnosci GALSO0 nie moze
wigza¢ si¢ do GAL4, dzigki czemu GAL4 aktywuje
transkrypcje genow kodujacych enzymy przeprowa-
dzajace jej rozktad. Z kolei brak galaktozy umozliwia
powstawanie kompleksow GAL80 - GAL4 i skutkuje
zahamowaniem transkrypcji tych genow. Dzigki re-
gulacji ekspresji gen6w na poziomie transkrypcji, en-
zymy przeprowadzajace rozktad galaktozy sa obecne
w komorkach drozdzy tylko wowczas, gdy jest ona
w komorce obecna, a wige gdy sg komorce rzeczywi-
Scie potrzebne.

Jak dziala system GAL4/UAS u Drosophila?

Dzialanie systemu GAL4/UAS u muszki owocowej
polega na tym, ze drozdzowe biatko GAL4 jest wyko-
rzystywane do aktywacji interesujgcego nas genu (nad
ktorego funkcja prowadzone sg badania) w okreslo-
nym typie komorek muszki lub na okreslonym etapie
rozwoju tego owada. Wczesniej jednak gen ten musi
by¢ wyodrebniony, sklonowany (powielony) i wsta-
wiony za sekwencja UAS, czyli umieszczony pod jej
kontrolg. Tylko gen przez t¢ sekwencje¢ kontrolowa-
ny, staje si¢ genem docelowym (ang. target gene) dla
GALA4 i moze by¢ przez to biatko aktywowany. Klu-
czowym jest tu fakt, ze w genomie D. melanogaster
nie wystegpuje endogenna sekwencja, ktora bylaby
podobna do sekwencji UAS u drozdzy. Dzigki temu,
w komorkach muszki, GAL4 aktywuje wylacznie
transkrypcje badanego (wstawionego za UAS) genu.

Aby jednak system GAL4/UAS mogl dziataé
w komorkach muszki, nalezy najpierw wprowadzi¢
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Ryc. 2. Procedura transformacji Drosophila. W czasie pierwszych 2-2,5
godzin od zaptodnienia komorki jajowej muszki owocowej, jadro zygoty
przechodzi kolejne podziaty mitotyczne. Podziatlom tym nie towarzysza
podziaty cytoplazmy, a wigc jajo staje si¢ komorka wielojadrowa (syn-
cytium) zawierajaca okoto 6000 jader potomnych. Jadra te poczatkowo
znajduja si¢ w $Srodkowej czgsci cytoplazmy jaja, jednak wkrotce mi-
gruja ku powierzchni, gdzie uktadaja si¢ w jedna warstwe tworzac tak
zwang blastoderme syncytialna. Na tym etapie rozwoju embrionalnego
(tj. migdzy 2 a 3 godzing) jest wprowadzany wektor, element P zawie-
rajacy wstawiany material genetyczny, przy czym jest on wprowadza-
ny do embrionu Drosophila w plazmidzie (PI). Plazmid to bakteryjna
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czasteczka DNA, ktora wystepuje poza chromosomem i ulega replika-
cji niezaleznie od chromosomowego DNA. Wprowadzenie elementu P
w plazmid umozliwia jego modyfikowanie tj. wstawianie do niego roz-
nych genéw, a nastepnie namnazanie w komorkach bakterii. Plazmid wraz
z elementem P wprowadza si¢ poprzez mikroiniekcje do tylnej czesci jaja,
gdyz tam dochodzi do wyodrebnienia si¢ grupy komorek linii ptciowej
zarodka. Poniewaz charakterystyczne dla elementu P, niekontrolowane
przemieszczanie si¢ w genomie mogloby zaburzy¢ stabilno$¢ materialu
genetycznego komorek piciowych, proces transformacji przeprowadza
si¢ w taki sposob, aby po wbudowaniu si¢ w genom muszki, element P
wraz z transgenem (wstawionym genem) nie mogt si¢ juz przemieszczac.
Aby to osiagnaé, transformacj¢ przeprowadza si¢ za pomoca dwoch pla-
zmidoéw (PI i P2). Pierwszy z nich to plazmid, ktéry zawiera sekwencjg
elementu P wraz ze wstawionym w niego genem (ang. carrier P element;
PI), ale bez genu kodujacego transpozaze, przez co nie jest on w sta-
nie zintegrowaé si¢ z genomem muszki. Drugi, to pomocniczy plazmid
bakteryjny niosacy gen transpozazy (ang. helper; P2). Plazmid ten ulega
ekspresji (na matrycy DNA znajdujacego si¢ w nim genu komorka synte-
tyzuje enzym transpozaze), ale wkrotce si¢ gubi, poniewaz nie moze si¢
wbudowaé w chromosom. Do PI wstawia si¢ takze tzw. gen markerowy,
ktory wywotuje zmiany fenotypowe znakujace osobniki, u ktorych proces
transformacji powiodt si¢. Gdy transformuje si¢ szczep muszek o biatych
oczach (homozygoty pod wzgledem zmutowanego genu white-), genem
markerowym moze by¢ gen white+ (czerwone oko — dziki fenotyp).
Czerwone oko jest cecha dominujaca nad biatym okiem, a wigc osobniki,
u ktorych element P zintegrowat si¢ z genomem maja czerwone oczy
(czerwona strzatka). W tym przypadku selekcja muszek niosacych trans-
gen moze by¢ dokonana na podstawie barwy oczu.
konstrukty genetyczne zawierajace drozdzowe se-
kwencje GAL4 i UAS (wraz z sekwencjg badanego
genu) do genomu tego organizmu, czyli przeprowadzi¢
genetyczng transformacje muszek. Wektorem umozli-
wiajgcym wprowadzenie tego materiatu genetycznego
jest pochodzacy z D. melanogaster transpozon zwany
elementem P (ang. P-element). Jest to krotki odcinek
DNA, ktéry moze zmienia¢ swojg pozycje w genomie
komorek linii piciowej. W obecno$ci enzymu transpo-
zazy moze wyskoczy¢ z danego miejsca i wbudowacé
si¢ niemal w kazdym miejscu chromosomu (transpo-
zycja). W transpozon ten wprowadza si¢ metodami
inzynierii genetycznej okreslony materiat genetyczny,
w tym przypadku sekwencje z genomu drozdzy, aby
za posrednictwem transpozonu wiaczyty si¢ w genom
muszki. W wyniku przeprowadzonej transformacji
(ang. P-element mediated transformation, Ryc. 2)
otrzymuje si¢ szczepy muszek transgenicznych.
Wprowadzajac do genomu muszek drozdzowe se-
kwencje GAL4 i UAS, zazwyczaj umieszcza si¢ je
oddzielnie, tworzac dwa rézne szczepy muszek po-
kolenia rodzicielskiego (Ryc. 3). Jeden z nich zawiera
sekwencj¢ kodujaca GAL4 (szczep GAL4), natomiast
drugi — regulatorowa sekwencje UAS (szczep UAS).
W tym pierwszym, sekwencja kodujaca GAL4 jest
umieszczana pod kontrolg okreslonego DNA regula-
torowego muszki, czyli okreslonego promotora (pro-
motor-GAL4). Promotor ten pelni bardzo wazna role.
Jezeli chcemy bada¢ funkcje danego genu w okreslo-
nym typie komorek lub tkanek, wowczas sekwencja
GAL4 musi by¢ kontrolowana przez promotor kieru-

jacy jej ekspresje wlasnie do tego typu komorek lub

tkanek. Z kolei w szczepie UAS, za sekwencjg UAS
znajduje si¢ sekwencja kodujaca badany gen, ktory
jest genem docelowym dla GAL4 (UAS-badany gen/
gen docelowy dla GAL4). A zatem, miejsce ekspre-
sji badanego genu jest determinowane przez miejsce
ekspresji GAL4, a to z kolei kontroluje odpowiedni
promotor.

W przypadku, gdy poszczegdlne elementy systemu
GAL4/UAS sg rozdzielone migdzy dwoma szczepami
muszek, osobniki wykazujace ukierunkowang ekspre-
sj¢ badanego genu uzyskuje si¢ dopiero po skrzyzo-
waniu ze sobg samca i samicy z tych dwoch szcze-
pow (Ryc. 3). Dopiero w genomie ich potomstwa (F1)
znajduja si¢ wszystkie sekwencje potrzebne do jego
mobilizacji. System GAL4/UAS nie dziata w poko-
leniu rodzicielskim (FO0), gdyz u tych osobnikéw nie
jest kompletny. W szczepach typu UAS, gen docelo-
Wy pozostaje w uspieniu z powodu braku aktywatora
jego transkrypcji, czyli biatka GAL4. Z kolei w szcze-
pach GAL4, aktywator jest wprawdzie w niektorych
komorkach obecny, ale nawet w nich nie moze akty-
wowac ekspresji zadnego genu, gdyz w genomie tych
muszek brak jest sekwencji UAS (Ryec. 3).
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Ryc. 3. Zasada krzyzowania szczepdw transgenicznych Drosophi-
la melanogaster w systemie GAL4/UAS.

Jaki sens ma umieszczanie w osobnych liniach
transgenicznych genu GAL4 i1 kontrolowanego przez
UAS genu docelowego dla GAL4? Rozwigzanie to
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jest korzystne z praktycznego punktu widzenia. Be-
dac w posiadaniu odpowiednio duzej kolekcji szcze-
poéw muszek transgenicznych mozna szybko uzyskac
(przez krzyzowanie, a nie transformacj¢) osobniki,
u ktorych badany gen jest aktywowany w roznych ty-
pach tkanek lub komorek. W tym celu krzyzuje si¢
muszki linii UAS-badany gen z muszkami réznych
linii GAL4. W kazdej z nich gen GAL4 powinien
znajdowac¢ si¢ pod kontrola innych sekwencji regu-
latorowych (promotoréw réznych genow), przez co
jego wzor ekspresji w organizmie bedzie specyficzny
dla genu, od ktoérego pochodzi promotor.

Generowanie szczepow muszek transgenicznych
o roznym wzorze ekspresji GAL4 umozliwia techni-
ka enhancer—trap (z angielskiego). Aby wyjasnic¢ jej
dziatanie nalezy przypomniec, ze transkrypcja wigk-
szo$ci genow eukariotycznych organizmow wieloko-
morkowych wymaga wspotdziatania dwoch rodzajow
sekwencji regulatorowych DNA. Sg to wspomniane
wczesniej sekwencje promotorow, czyli odcinkow
DNA lezacych zazwyczaj powyzej sekwencji koduja-
cych oraz sekwencje enhancerow, czyli wzmacniaczy.
Sekwencje wzmacniajace transkrypcje, w przeciwien-
stwie do promotoréw moga by¢ potozone w znacznej
odlegtosci od danego genu, nawet kilka tysiecy par
zasad powyzej lub ponizej jego sekwencji. Wazng ich
cecha jest to, ze funkcjonuja tylko w okreslonych ty-
pach komorek (liniach komoérkowych). Generowanie
roznych szczepow GAL4 w metodzie enhancer—trap
polega wiec na tym, ze sekwencja kodujaca GAL4
jest wprowadzana do genomu muszki bez sekwencji
regulatorowej. Poniewaz wektor niosacy GAL4 inte-
gruje si¢ z genomem muszki owocowej w przypad-
kowej lokalizacji, transkrypcja tej sekwencji bgdzie
kontrolowana przez przypadkowy, lezacy w poblizu
miejsca jej wstawienia promotor i enhancer.

Technike generowania roznorodnych linii GAL4,
czyli technike enhancer—trap stosuje si¢ na wielka
skale. Dzigki niej caly czas sg generowane i opisywa-
ne nowe szczepy muszek transgenicznych, ktore cha-
rakteryzuje komorkowo-specyficzny wzor ekspres;ji
GALA4. Tego typu badania prowadzone sg na przyktad
w osrodku badawczym Instytutu Medycznego im.
Howarda Hughes (Howard Hughes Medical Institu-
te), w Janelia Farm Research Campus, w USA. Reali-
zowany tam projekt badawczy zaktada generowanie
i charakterystyke bardzo duzej liczby réznorodnych
szczepdw GAL4, dzigki ktérym mozna bedzie bada¢
funkcje interesujacego nas genu in vivo, w roznych
typach komorek.

Oddzielenie od siebie w osobnych szczepach trans-
genicznych badanego genu (genu docelowego dla
GAL4) i genu kodujacego GAL4 jest rozwiazaniem
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korzystnym, takze ze wzgledu na lepsza kondycje
1 zywotno$¢ muszek transgenicznych pokolenia rodzi-
cielskiego. Poniewaz tylko w pokoleniu F1 obecne sg
wszystkie elementy potrzebne do uaktywnienia sys-
temu GAL4/UAS, tylko w F1 uwidacznia si¢ fenotyp
ukierunkowanej ekspresji genu, wraz ze wszystkimi
tego konsekwencjami. Niekiedy jest to $mier¢ orga-
nizmu (efekt letalny).
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Ryc. 4. Schemat krzyzowania szczepoéw rodzicielskich (F0), gdy celem
krzyzoéwki jest wyznakowanie za pomoca reporterowego GFP (gen do-
celowy dla GAL4) komorek glejowych uktadu nerwowego. A: Pokolenie
FO to dziewicze samice, u ktorych sekwencja kodujaca GAL4 znajduje si¢
pod kontrola promotora genu REPO (kieruje ekspresje GAL4 wylacznie
do komorek glejowych; szczep REPO-GAL4) oraz samce, u ktorych gen
reporterowy GFP jest umieszczony pod kontrola sekwencji regulatorowe;j
UAS (szczep UAS-GFP). U pochodzacych z takiej krzyzowki osobni-
kow pierwszego pokolenia (F1), biatko GAL4 obecne jest tylko w komor-
kach glejowych, a wigc tylko w tych komorkach przytacza si¢ do UAS
i aktywuje transkrypcje¢ genu docelowego lezacego za UAS, czyli genu
reporterowego GFP. B: Zdjecie tylnej czgsci glowy muszki owocowej
o$wietlonej §wiattem niebieskim wzbudzajacym fluorescencj¢ GFP. Gdy
GFP jest obecne we wszystkich komorkach glejowych uktadu nerwowe-
g0, jego fluorescencja jest widoczna nawet przez kutikulg gtowy owada
(panel lewy). Po wykonaniu cienkiego preparatu mikroskopowego (panel
prawy) i wzbudzeniu fluorescencji GFP w mikroskopie konfokalnym wi-
doczny jest mozg D. melanogaster. Zielona fluorescencja pokazuje w nim
miejsca, w ktorych wystepuja komorki glejowe.
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Niektore z mozliwych zastosowan
systemu GAL4/UAS

Zastosowanie systemu GAL4/UAS jest bardzo
szerokie. Umozliwia on ingerencj¢ w procesy ko-
morkowe pojedynczych komoérek lub roznych typow
komorek in vivo, a takze mikroskopowa wizualizacje
badanych typow komoérek w organizmie.

Gdy genem docelowym dla GAL4 jest gen reporte-
rowy, taki jak np. gen kodujacy biatko zielonej fluore-
scencji (GFP, ang. Green Fluorescent Protein; szczep:
UAS-GFP), wowczas komorki organizmu transge-
nicznego, w ktorych doszto do jego ekspresji sg wi-
doczne w $wietle niebieskim (Ryc. 4). Pod wptywem
swiatla niebieskiego ulega wzbudzeniu zielona flu-
orescencja obecnego w nich GFP. Jezeli z muszkami
szczepu REPO-GAL4 (promotor genu REPO kieruje
ekspresj¢ GAL4 do komorek glejowych uktadu ner-
wowego) skojarzymy muszki linii UAS- GFP, wow-
czas w ukladzie nerwowym ich potomstwa — tylko
w jego komorkach glejowych, bedzie obecne biatko
GFP. W ten sposob komorki te zostang specyficznie
wyznakowane (Ryc. 4B). Co ciekawe, lini¢ trans-
geniczng REPO-GAL4 mozna krzyzowaé z roznego
rodzaju liniami UAS-GFP, ktére pozwola skiero-
wac ekspresje GFP do réznych miejsc w komorce.
W przypadku krzyzowania z linia UAS-S65T-GFP
(cytoplazmatyczna lokalizacja GFP), GFP bedzie
wystepowac w cytoplazmie komorek glejowych, na-
tomiast w przypadku krzyzowki z linig UAS-mCDS$-
GFP (blonowa lokalizacja GFP), GFP pojawi si¢
w btonie komdrkowej komorek glejowych. Gdy linia,
z ktora skrzyzujemy REPO-GAL4 bedzie linia UAS-
Act. GFP, wowczas reporterowe GFP uwidoczni cy-
toszkielet aktynowy gleju, natomiast w przypadku

linii UAS-mito. GFP (GFP z sygnalem lokalizacji mi-
tochondrialnej), zielona fluorescencja GFP wyznaku-
je mitochondria komorek glejowych.

Potaczenie systemu GAL4/UAS z wyciszajaca
ekspresje genéw interferencja RNA (iRNA), umoz-
liwia wyciszenie ekspresji wybranego genu in vivo,
w danym typie komorki czy tkanki, za pomocg matych,
interferujacych czasteczek RNA (siRNA). Aby to osia-
gngé wystarczy skrzyzowac z odpowiednig linig GAL4
(zapewniajaca tkankowo-specyficzne dzialanie catego
systemu) lini¢ UAS-iRNA, ktora jest nosnikiem siRNA
dla tego genu. Na przyktad, u muszek transgenicznych
REPO-GAL4 — UAS-iRNA badanego genu ekspresja
interesujacego nas genu bedzie wyciszona tylko w ko-
morkach glejowych uktadu nerwowego. Kontrolujacy
transkrypcj¢ GAL4 promotor genu REPO zmobilizuje
system GAL4/UAS tylko w komorkach glejowych, na-
tomiast iRNA badanego genu dokona w nich wycisze-
nia ekspres;ji tylko tego genu.

Oczywiscie, aby generowanie okreslonych fenoty-
pow komorkowych byto jedynie prosta krzyzowka ge-
netyczng, wyjsciowe szczepy transgeniczne typu GAL4
1 UAS musza by¢ ogodlnie dostepne. Tak przewaznie
si¢ dzieje. Dzigki wspaniatomys$lnosci wielu laborato-
riéw, glownie genetycznych, wyprowadzone przez nie
szczepy sa przekazywane do bankéw szczepow, gdzie
sg przechowywane i za niewielkg oplata udostepniane
badaczom na catym $wiecie. W Bloomington Droso-
phila Stock Center (http://flystocks.bio.indiana.edu/)
mozna kupi¢ réznorodne linie transgeniczne typu
GAL4 1 UAS. Lista tych linii jest zamieszczona w ka-
talogu ,,Common Tools”, czyli powszechnie stosowa-
nych narzedzi badawczych, gdyz do takich niewatpli-
wie zalicza si¢ dzi$§ system GAL4/UAS.
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PYL KSIEZYCOWY 1 JEGO DZIWNE WEASNOSCI

Ksiezyc fascynowat ludzi od zarania dziejow i zna-
lazt swoje miejsce w wielu wierzeniach, podaniach
i opowiesciach. Jeszcze nie tak dawno temu snuto
spekulacje na temat natury powierzchni ksigzyca, jak
roéwniez o tym, co kryje si¢ po drugiej niewidocznej
z Ziemi stronie srebrnego globu.

Pierwsze naukowo sprecyzowane dane na temat
natury powierzchni ksigezyca pojawily sie jeszcze

przed poczatkiem ery kosmicznej. Oto w 1948 roku
w biuletynie holenderskiego instytutu astronomicz-
nego pojawit sie artykut (Wesselink 1948) gdzie
W oparciu o pomiary fizyczne udowodniono, ze na
powierzchni ksigzyca wystepuje warstwa luznego
materialu okruchowego czyli gruntu. Wesselink przy
pomocy teleskopu wrazliwego na zmiany tempera-
tury badat reakcje termiczng gruntu ksiezycowego




