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S u m m a r y

In spite of an increase of a number of sequenced genomes, 20-30% of Open
Reading Frames (ORFs) do not show detectable sequence similarity to other se-
quences in databases and functions of their products have not been recognized.
These ORFs are called ORFans and their abundance has been referred to as
a “mystery”. A large fraction of ORFans are probably spurious non-coding ORFs
generated by protein coding sequences or repeat sequences. Some ORFans are
probably quickly evolving genes specific to narrow phylogenetic lineages. The
most interesting group of ORFans are de novo generated genes with new func-
tions and structures which may find some applications in biotechnology and
medicine. It is also possible that some ORFans code for RNA regulatory mole-
cules.
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1. ORF-y hipotetyczne

Jedn¹ ze standardowych analiz przeprowadzanych po etapie
sekwencjonowania genomu jest identyfikowanie w nim poten-
cjalnych sekwencji koduj¹cych bia³ko i poszukiwanie podobnych
do nich sekwencji wystêpuj¹cych w innych genomach – homo-
logów. Jednak pomimo dynamicznego przyrostu liczby komplet-
nie zsekwencjonowanych genomów i intensywnego rozwoju na-
rzêdzi bioinformatycznych, oko³o 30% sekwencji potencjalnie ko-
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duj¹cych bia³ka (tzw. ORF-ów – otwartych ramek odczytu, ORF, Open Reading Frame)
nie posiada przypisanych funkcji. Okreœla siê je jako geny hipotetyczne. Je¿eli takie
ORF-y lub ich potencjalne produkty bia³kowe wykazuj¹ istotne podobieñstwo do in-
nych genów obecnych w genomach pochodz¹cych z ró¿nych linii filogenetycznych,
to okreœlane s¹ one terminem konserwatywne geny hipotetyczne. Stanowi¹ one
oko³o 10% wszystkich adnotowanych potencjalnych genów w genomach mikroorga-
nizmów. Najprawdopodobniej s¹ to sekwencje koduj¹ce bia³ko, a dla wielu z nich
z czasem udaje siê przypisaæ za pomoc¹ metod eksperymentalnych i komputero-
wych istotne dla komórki funkcje (1).

Istnieje jednak bardzo intryguj¹ca grupa ORF-ów hipotetycznych, które nie tylko
nie posiadaj¹ przypisanej funkcji, ale równie¿ nie maj¹ odpowiadaj¹cych sekwencji
homologicznych w odleg³ych genomach. Generalnie okreœla siê je jako ORF-y siero-
ce, czyli ORF-any (2,3). Stanowi¹ one 20-30% wszystkich ORF-ów w nowo sekwencjo-
nowanych genomach (3-9), a w niektórych (Plasmodium) nawet 60% (10). Stanowi¹
one du¿e wyzwanie dla genomiki. ORF-y sieroce s¹ bardzo niejednorodn¹ grup¹
(11) – rysunek 1. ORF-any nie posiadaj¹ce ¿adnych homologów nazywane s¹ single-
tonami lub ORF-anami pojedynczymi. Te, które posiadaj¹ homologi tylko w swoim
genomie s¹ ORF-anami paralogicznymi, a te, które wykazuj¹ pewne podobieñstwo
do ORF-ów wystêpuj¹cych w innych bardzo blisko spokrewnionych genomach (ga-
tunkach) – s¹ ORF-anami ortologicznymi. Aby uwzglêdniæ ich pewne podobieñ-
stwo do bardzo w¹skiej grupy ORF-ów stosowany jest na ich okreœlenie równie¿ ter-
min PCOs (Poorly Conserved ORFs, 11).
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Rys. 1. Klasyfikacja sierocych otwartych ramek odczytu – ORF-anów.



2. ORF-any

Wydaje siê, ¿e wraz ze wzrostem liczby nowo odkrywanych genów i rozwojem
projektów sekwencjonowania genomów liczba ORF-anów powinna maleæ, nato-
miast obserwuje siê jej wzrost (2,12). Zjawisko to okreœlono tzw. tajemnic¹ lub pa-
radoksem ORF-anów. W analizach przeprowadzonych na 127 genomach mikroorga-
nizmów wykazano obecnoœæ 66 846 ORF-anów specyficznych gatunkowo, tzn. nie
posiadaj¹cych homologów poza swoim gatunkiem (13). Œrednio w ka¿dym genomie
wystêpuje 14,4% takich ORF-anów, przy czym najwiêcej z nich (52,3%) znaleziono
w genomie Aeopyrum pernix, a najmniej u Buchnera sp. APS (0,2%). Obecnoœæ wielu
ORF-anów u A. pernix najprawdopodobniej zwi¹zana jest z du¿¹ liczb¹ adnotowa-
nych w tym genomie przypadkowych ramek zachodz¹cych na koduj¹ce geny. W celu
dok³adniejszej analizy tej grupy sekwencji stworzono bazê danych ORFanage po-
œwiêcon¹ tylko ORF-anom (14; www.bioinformatics.buffalo.edu/ORFanage). Baza ta
zawiera 31 850 pojedynczych ORF-anów stanowi¹cych 13% wszystkich ORF-ów zi-
dentyfikowanych w 84 genomach.

Istnienie ORF-anów, czyli sekwencji bez homologów jest trudne do wyt³umacze-
nia, zak³adaj¹c powszechnie znane mechanizmy ewolucji genów przez duplikacje in-
nych genów. W ka¿dym z tych przypadków powinny istnieæ podobne sekwencje u in-
nych organizmów lub w tym samym genomie. Nawet przyjmuj¹c powszechne pozio-
me przenoszenie informacji genetycznej powinno siê znajdowaæ podobne sekwencje
w gatunkach, które by³y dawcami nowych genów (tzw. ksenologów). Zaproponowa-
no wiele ró¿nych hipotez t³umacz¹cych istnienie tej dziwnej grupy ORF-ów.

2.1. Ubogie bazy danych

W najprostszym wyt³umaczeniu zak³ada siê, ¿e obecnoœæ ORF-anów wynika ze
zbyt ma³ej liczby sekwencji obecnych w bazach danych (2,3,12), dlatego nie jest
mo¿liwe odnalezienie dla nich sekwencji podobnej. Jednak¿e, pomimo pewnego
zmniejszenia tempa ich przyrostu, ca³kowita liczba ORF-anów roœnie wraz ze wzro-
stem liczby poznawanych genomów zamiast spadaæ (8,9,11). Tempo wzrostu nowo
zsekwencjonowanych genomów wzrasta szybciej, tj. o 17,6% ni¿ maleje liczba
ORF-anów, tj. o 7,6% (13). Ka¿dy nowo dodawany genom przyczynia siê do spadku
œrednio tylko o 0,1-0,2% udzia³u procentowego wszystkich ORF-anów (8). Przy doda-
niu kolejno zsekwencjonowanego genomu roœnie ca³kowita liczba ORF-ów
i ORF-anów w bazie, jednoczeœnie maleje procent ORF-anów w ca³ym zbiorze
ORF-ów (rys. 2). Spadek jest jednak coraz mniejszy i stabilizuje siê przy kilkunastu
procentach. Obserwowany pewien spadek frakcji ORF-anów zwi¹zany jest m.in.
z dodawaniem genomów bardzo blisko spokrewnionych do ju¿ istniej¹cych, np.
szczepów tego samego gatunku (8), co powoduje tylko zmianê kategorii ORF-anu
pojedynczego na ortologiczny (specyficznego dla gatunku lub w¹skiej grupy).
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2.2. Masowa utrata genów

Wystêpowanie ORF-anów mo¿na wyt³umaczyæ utrat¹ genów, które pocz¹tkowo
wystêpowa³y w wielu organizmach-przodkach, a w czasie ewolucji zanik³y w wielu
potomnych liniach filogenetycznych, pozostaj¹c tylko w niektórych z nich (3,11).
W tym przypadku ORF-any odpowiada³yby pojedynczym potomkom dawnych bia-
³ek, które zachowa³y siê tylko w niektórych liniach filogenetycznych lub organi-
zmach. Zjawisko masowej utraty genów zosta³o obserwowane u wielu organizmów
(15-18). Jednak w tym przypadku nale¿a³oby za³o¿yæ, ¿e genom postulowanego
przodka musia³by byæ ogromny i zawieraæ bardzo du¿¹ liczbê genów zupe³nie dziœ
nieznanych, albo, ¿e niektóre geny ¿yj¹ bardzo krótko.

2.3. Niekoduj¹ce artefakty

Skoro ORF-any nie maj¹ homologów, a zatem bior¹ siê znik¹d, to mo¿e s¹ arte-
faktami, b³êdnie rozpoznanymi i adnotowanymi ORF-ami, które nie s¹ rzeczywisty-
mi genami koduj¹cymi bia³ko. Liczba przypadkowych, niekoduj¹cych ORF-ów wzra-
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Rys. 2. Dynamika przyrostu ORF-anów pojedynczych (singletonów). Przy dodawaniu kolejno zsek-
wencjonowanych genomów (oœ X) roœnie ca³kowita liczba ORF-ów i ORF-anów w bazie (lewa oœ Y), jed-
noczeœnie maleje procent ORF-anów w ca³ym zbiorze ORF-ów (prawa oœ Y). Spadek jest jednak coraz
mniejszy i stabilizuje siê przy kilkunastu procentach. Dane zaczerpniêto z bazy ORFanage (14; www.bio-
informatics.buffalo.edu/ORFanage).



sta wyk³adniczo wraz ze spadkiem ich d³ugoœci (19-22). Dok³adnoœæ metod rozpo-
znaj¹cych geny zmniejsza siê w³aœnie w przypadku krótkich sekwencji, dlatego wie-
le b³êdnie adnotowanych ORF-ów powinno byæ krótszych ni¿ znane sekwencje ko-
duj¹ce. Rzeczywiœcie wiele ORF-anów prawdopodobnie niekoduj¹cych jest ORF-ami
krótkimi, co stwierdzono zarówno u dro¿d¿y Saccharomyces cerevisiae, jak i w geno-
mach prokariotycznych (3,8,13,23-26). Wed³ug bazy danych ORFanage 63,5%
ORF-anów pojedynczych stanowi¹ ramki krótsze ni¿ 150 kodonów. Co ciekawe, licz-
ba ORF-anów krótszych ni¿ 150 kodonów roœnie szybciej ni¿ d³ugich i znika dwa
razy wolniej ni¿ d³ugich (8,11).

Analizuj¹c sk³ad G+C wykazano, ¿e ORF-any specyficzne gatunkowo posiadaj¹
mniejsz¹ zawartoœæ G+C ni¿ nie-ORF-any, zbli¿aj¹c siê do sk³adu sekwencji miêdzy-
genowych, co sugerowa³oby, ¿e s¹ one ORF-ami niekoduj¹cymi wygenerowanymi
w przestrzeniach miêdzygenowych. Jednak nie mo¿na wykluczyæ, ¿e one koduj¹,
a tylko podlegaj¹ mniejszej presji selekcyjnej, co upodabnia je do sekwencji miêdzy-
genowych (13). Chocia¿ prawdopodobieñstwo wygenerowania d³ugich ORF-ów
w sekwencji losowej (miêdzygenowej?) jest bardzo ma³e (19,22,27,28), to stosunko-
wo d³ugie ORF-y mog¹ byæ stosunkowo ³atwo generowane w sekwencjach kodu-
j¹cych. Rzeczywiœcie, istnieje wiele ORF-ów zachodz¹cych na siebie w genomach wi-
rusów, archeonów, bakterii i Eukaryotów (np. 29-40). Tylko w nielicznych przypad-
kach oba ORF-y zachodz¹ce s¹ koduj¹ce. Zaproponowano kilka mechanizmów gene-
ruj¹cych ramki zachodz¹ce na geny (41), takie jak: wysoka zawartoœæ par GC i u¿y-
walnoœæ kodonów GNC i RNY (np. 30,31,34,42-46) oraz specyficzne w³aœciwoœci
kodu genetycznego i sekwencji koduj¹cych (35,47). £atwoœæ generowania d³ugich
niekoduj¹cych ORF-ów nasuwa przypuszczenie, ¿e czêœæ ORF-anów mog³a powstaæ
w wyniku dawnych duplikacji ca³ych lub czêœci sekwencji koduj¹cych nios¹cych
w sobie niekoduj¹ce zachodz¹ce ORF-y (23). Zduplikowane sekwencje akumulowa³y
mutacje, które ostatecznie wyeliminowa³y w³aœciwe ramki odczytu genów pozosta-
wiaj¹c ORF-y generowane. Rzeczywiœcie, dla oko³o 700 ORF-anów adnotowanych
w genomie dro¿d¿y Saccharomyces cerevisiae przeczytanych w fazach niekoduj¹cych
znaleziono istotne podobieñstwo do innych znanych sekwencji (23).

2.4. B³êdy sekwencjonowania lub pseudogeny

Zasugerowano równie¿, ¿e obecnoœæ ORF-anów jest efektem b³êdów pope³nio-
nych w trakcie sekwencjonowania genomów, powoduj¹cych przesuniêcie ramki od-
czytu (2,3). W tym przypadku ich poprawienie (np. na podstawie porównania z inny-
mi genomami) odtworzy³oby w³aœciw¹ sekwencjê koduj¹c¹. Jednak¿e tego typu
zmiany w sekwencjach mog¹ dotyczyæ równie¿ niefunkcjonuj¹cych ju¿ genów –
pseudogenów, które naby³y mutacje zmieniaj¹ce ich strukturê. W tym przypadku
zmiany mog¹ byæ na tyle du¿e, ¿e mo¿e okazaæ siê niemo¿liwe odnalezienie se-
kwencji podobnej. Pseudogeny s¹ sekwencjami wystêpuj¹cymi zarówno w geno-
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mach prokariotycznych (15,48-51), jak i eukariotycznych (52-56). W genomach
Ricketsia stwierdzono, ¿e oko³o 80% ORF-anów jest pseudogenami i wykazuje skró-
cenie oraz przesuniêcie ramki odczytu (57,58). Jednak¿e te genomy s¹ bardzo spe-
cyficzne i charakteryzuj¹ siê szczególn¹ tendencj¹ do redukcji swoich rozmiarów
(59,60), dlatego za³o¿enie, ¿e wszystkie ORF-any lub ich du¿a frakcja s¹ pseudoge-
nami mo¿e nie dotyczyæ wielu innych genomów.

2.5. Szybko ewoluuj¹ce geny

ORF-any s¹ wyró¿niane g³ównie na podstawie braku istotnych podobieñstw do
innych sekwencji, dlatego zasugerowano, ¿e stosowane algorytmy do poszukiwania
sekwencji podobnych s¹ za ma³o czu³e, aby poprawnie rozpoznaæ ich potencjalne
homologi. Mo¿e to dotyczyæ wielu ORF-anów zw³aszcza krótkich, poniewa¿ krótkie
sekwencje daj¹ z regu³y niskie wartoœci opisuj¹ce stopieñ podobieñstwa (8). Jednak-
¿e wiele ORF-anów jest wystarczaj¹co d³ugich i powinny daæ wysokie wartoœci po-
dobieñstwa, dlatego przyjêto hipotezê, ¿e mog¹ one reprezentowaæ geny szybko
ewoluuj¹ce w danej linii (grupie) filogenetycznej, których sekwencja zmieni³a siê na
tyle, ¿e uniemo¿liwia znalezienie sekwencji podobnych (2,3,13,18,61-63).

Ka¿dy z sekwencjonowanych szczepów Escherichia coli, pomimo niedawnej dywer-
gencji, posiada swój w³asny zestaw specyficznych dla danego szczepu ORF-anów
(64), co sugeruje, ¿e ta grupa ORF-ów musia³a powstaæ w bardzo krótkim czasie
(65). U Drosophila wykazano, ¿e oko³o 1/3 eksprymowanych genów podlega³a szyb-
kiej (lub nawet neutralnej) ewolucji (66,67). Jednak czêœæ z nich nie wykazuje jawne-
go fenotypu, co sugeruje, ¿e mog¹ one ju¿ nie byæ sekwencjami koduj¹cymi. Szyb-
kie tempo ewolucji wykazano dla ORF-anów specyficznych dla Escherichia coli oraz
Salmonella enterica i uznanych za koduj¹ce (65). Fischer i Eisenberg (3) zaproponowa-
li, ¿e wiele ORF-anów mo¿e kodowaæ bia³ka b³onowe, które zachowuj¹c swoj¹
strukturê mog¹ bardziej zmieniaæ swoj¹ sekwencjê uniemo¿liwiaj¹c znalezienie ho-
mologów standardowymi algorytmami. Wiadomo, ¿e struktura przestrzenna bia³ek
ewoluuje wolniej ni¿ sekwencja aminokwasowa (struktura pierwszorzêdowa).

Przyjmuj¹c koncepcjê ORF-anów jako szybko ewoluuj¹cych genów, kodowa³yby
one polipeptydy bêd¹ce odleg³ymi cz³onkami ju¿ znanych rodzin bia³ek i posia-
da³yby podobne struktury przestrzenne i funkcje (3,9). Rzeczywiœcie, w przypadku
niektórych ORF-anów stwierdzono, ¿e ich produkty posiadaj¹ zidentyfikowane
struktury przestrzenne i z³o¿enia bia³ek wystêpuj¹ce w ju¿ znanych rodzinach
bia³kowych (68). Aby uzyskaæ wiêcej informacji na temat szybko ewoluuj¹cych
ORF-anów konieczne by³oby przeprowadzenie bardziej zaawansowanych analiz
komputerowych opartych na profilach sekwencji, eksperymentalnych badañ bioche-
micznych lub eksperymentalnych i obliczeniowych analiz strukturalnych.
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2.6. Geny nabyte w wyniku horyzontalnego transferu

W ostatnich analizach wskazano, ¿e du¿a czeœæ ORF-anów mog³a zostaæ nabyta
od bakteriofagów w wyniku horyzontalnego transferu. Za takim pochodzeniem
ORF-anów mo¿e œwiadczyæ to, ¿e s¹ one krótkie, bogate w A+T i podlegaj¹ szybkiej
ewolucji podobnie jak geny fagowe, a ponadto wystêpuj¹ w grupach w okolicach
miejsc, do których integruj¹ siê fagi (13,65,69). Rzeczywiœcie, Shmuely i wsp. (70)
wykazali, ¿e bia³ko archebakteryjnego faga PhiCh1 jest podobne do ORF-anu paralo-
gicznego wystêpuj¹cego u Halobacterium sp., natomiast Daubin i Ochman (65) ziden-
tyfikowali istotne podobieñstwo miêdzy prawie 50 ORF-anami specyficznymi dla
niektórych przedstawicieli gamma-proteobakterii a genami bakteriofagów. Brak ho-
mologów w przypadku wielu innych ORF-anów mo¿e wynikaæ ze s³abej znajomoœci
genomów wirusów i fagów oraz z du¿ej dywergencji sekwencji nale¿¹cych do tych
grup.

Chocia¿ funkcji wiêkszoœci genów bakteriofagowych nie poznano, to przyjmuje
siê, ¿e czêœæ z nich odpowiada za utrzymanie profaga w genomie bakteryjnym przez
dostarczanie gospodarzowi pewnych korzyœci. Wyjaœnia³oby to, dlaczego takie geny
(ORF-any) nabyte od bakteriofagów s¹ u bakterii zachowywane po wyeliminowaniu
przyleg³ych sekwencji fagowych. Kilka ORF-anów z genomu E. coli powsta³ych praw-
dopodobnie w ten sposób zaanga¿owanych jest w procesy translacji i replikacji (65).
Wiele z nich ulega ekspresji w czasie stresu lub g³odu, co mo¿e wskazywaæ na stare
powi¹zanie miêdzy tymi genami a samolubnymi elementami (selfish) mobilizowany-
mi w³aœnie w tym czasie.

2.7. Ca³kowicie nowe geny

W zwi¹zku z tym, ¿e wœród znanych sekwencji nie znajduje siê ¿adnych homolo-
gów do ORF-anów, byæ mo¿e tworz¹ one nowe, wygenerowane de novo, nie znane
jeszcze rodziny bia³ek posiadaj¹ce nowe struktury przestrzenne i byæ mo¿e nowe
funkcje nie zaobserwowane w ju¿ istniej¹cych rodzinach bia³ek (3,9,11,71,72).
Przyjmuj¹c takie za³o¿enie niemal ka¿dy ORF-an (lub grupy ORF-anów paralogicz-
nych i ortologicznych) musia³by byæ przedstawicielem nowej nadrodziny bia³ek.
Liczba tych nadrodzin powinna byæ wielokrotnie wiêksza ni¿ do tej pory przyjmo-
wano (73,74) i, co wiêcej, nadrodziny te powinny byæ bardzo zró¿nicowane miêdzy
sob¹ i odleg³e ewolucyjnie od ju¿ znanych (3). Dla trzech ORF-anów stwierdzono, ¿e
posiadaj¹ one nowe, nie znane wczeœniej struktury przestrzenne i z³o¿enia bia³ek
(68).

Niewykluczone, ¿e ORF-any tego typu zosta³y wygenerowane w innych fazach
wewn¹trz ju¿ istniej¹cych sekwencji koduj¹cych, które charakteryzuj¹ siê ³atwoœci¹
generowania stosunkowo d³ugich ORF-ów. Wielu autorów zwróci³o uwagê na tak¹
mo¿liwoœæ tworzenia nowych genów w ewolucji (31,33,41,44,47,75). Znaleziono
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kilka przyk³adów tak wygenerowanych genów badaj¹c sekwencje dro¿d¿y (35) oraz
cz³owieka i wirusów (76,77).

W generowaniu nowych genów mog¹ odgrywaæ równie¿ rolê sekwencje powtó-
rzone. Przyk³adem genów wygenerowanych de novo przy ich udziale jest rodzina ge-
nów zwana morpheus wystêpuj¹ca u naczelnych (78), gen LQK1 (79) oraz gen AFGP

koduj¹cy glikoproteinê zapobiegaj¹c¹ zamarzaniu ryb antarktycznych (80).

2.8. Niekoduj¹cy RNA

Nie mo¿na wykluczyæ, ¿e niektóre ORF-any, szczególnie u organizmów eukario-
tycznych, mog¹ reprezentowaæ RNA niekoduj¹ce bia³ek, które odgrywaj¹ du¿¹ rolê
u tych organizmów w regulacji ekspresji genów, organizacji materia³u genetyczne-
go i ochronie przed paso¿ytami przez eliminowanie defektywnego RNA i RNA trans-
pozonów oraz wirusów (81-83). Jest to stosunkowo niedawno odkryte zjawisko
zwane wyciszaniem genów lub interferencj¹ RNA (RNAi – RNA interference). Tran-
skrypty niektórych ORF-anów (wygenerowanych w antysensie genów) mog³yby
pe³niæ funkcjê regulatorow¹, hybrydyzuj¹c z transkryptami genów koduj¹cych
bia³ka reguluj¹c ich ekspresjê. Gdyby okaza³o siê, ¿e ORF-any koduj¹ funkcjonalne
RNA, to by³yby one bardzo istotnym sk³adnikiem materia³u genetycznego.

2.9. Czy ORF-any s¹ sekwencjami koduj¹cymi?

Najwa¿niejszym problemem zwi¹zanym z ORF-anami jest pytanie czy s¹ to se-
kwencje koduj¹ce? Jedna z metod okreœlaj¹cych czy dana sekwencja koduje bia³ko
opiera siê na wynikach analiz potencjalnej liczby podstawieñ nukleotydowych
w miejscach synonimicznych, w których zmiany nie wp³ywaj¹ na kodowany amino-
kwas i niesynonimicznych, zwi¹zanych ze zmian¹ kodowanego aminokwasu. Se-
kwencje koduj¹ce bia³ka powinny charakteryzowaæ siê wiêksz¹ liczb¹ substytucji
w miejscach synonimicznych (Ks) ni¿ w miejscach niesynonimicznych (Ka). W prze-
prowadzonych analizach ORF-anów Drosophila (63) oraz ORF-anów specyficznych dla
linii Escherichia i Salmonella (65) wykazano, ¿e ewoluuj¹ one podobnie do sekwencji
koduj¹cych bia³ko i posiadaj¹ stosunek Ka/Ks mniejszy ni¿ jeden. Na podstawie tej
metody wykazano równie¿, ¿e wiele krótkich ORF-ów w genomach mikroorgani-
zmów przypomina pod tym wzglêdem sekwencje koduj¹ce bia³ko, a zatem mo¿e
kodowaæ (84).

W wielu przypadkach wykazano doœwiadczalnie, ¿e ORF-any ulegaj¹ ekspresji
(18,61,70,85, patrz równie¿ 65). Jednak sam fakt transkrypcji nie mo¿e byæ wystar-
czaj¹cym dowodem na kodowanie bia³ka przez dan¹ sekwencjê. Wiele transkryptów
mo¿e byæ „fa³szywych”, syntetyzowanych z sekwencji niekoduj¹cych po³o¿onych
blisko promotorów. Stwierdzono ponadto, ¿e nie ma korelacji miêdzy iloœci¹ mRNA
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i iloœci¹ kodowanego przez nie bia³ka w komórkach dro¿d¿y (86), co mo¿e byæ m.in.
zwi¹zane z obecnoœci¹ niekoduj¹cych transkryptów. Jednak¿e, brak zidentyfikowa-
nych transkryptów dla niektórych ORF-ów niekoniecznie musi œwiadczyæ, ¿e te
ORF-y nie koduj¹ bia³ek. Mog¹ one ulegaæ ekspresji w innych warunkach ni¿ zasto-
sowane w doœwiadczeniu, albo ich poziom ekspresji mo¿e byæ bardzo niski i wobec
tego niewykrywalny przez stosowane metody.

W analizach komputerowych potencjalnych bia³ek kodowanych przez ORF-any
specyficzne gatunkowo wykazano, ¿e w porównaniu do reszty bia³ek charakteryzuj¹
siê one nieco mniejsz¹ hydrofobowoœci¹, s¹ mniejsze, i maj¹ wy¿szy punkt izoelek-
tryczny, co sugeruje, ¿e mog¹ one byæ czynnikami transkrypcyjnymi lub innymi
bia³kami regulatorowymi wi¹¿¹cymi siê do kwasów nukleinowych (13,62).

Niektórym ORF-anom, po dok³adniejszych analizach uda³o siê przypisaæ ró¿ne
kategorie funkcjonalne, w tym rolê w transkrypcji i translacji (87,88, patrz równie¿
68). Przyk³adowo, uzyskano ekspresjê produktu genu ykfE z genomu Escherichia coli

oznaczonego wczeœniej jako ORF-an i poddano go krystalizacji (88,89). Okaza³o siê,
¿e produktem tego genu jest bia³ko homodimeryczne bêd¹ce inhibitorem lizozymu
typu C. Okreœlono równie¿ trójwymiarow¹ strukturê tego bia³ka i odszukano bia³ko
o podobnej strukturze przestrzennej u Pseudomonas aeruginosa. Wczeœniej funkcja
tego bia³ka by³a tak¿e nie znana. Jednak po analizach okaza³o siê, ¿e bia³ko to jest
równie¿ inhibitorem lizozymu typu C. Dziêki przeprowadzonym analizom uda³o siê
zatem okreœliæ now¹ rodzinê bia³ek bakterii. Rodzina ta jest bardzo ciekawa ze
wzglêdu na wysoki stopieñ dywergencji sekwencji do niej nale¿¹cych, oraz wysok¹
konserwatywnoœæ ich funkcji.

3. Zakoñczenie

Widaæ, ¿e ¿adna z przedstawionych hipotez dotycz¹cych ORF-anów nie jest do
koñca przekonuj¹ca. Najprawdopodobniej ta grupa ORF-ów jest bardzo niejedno-
rodna zarówno pod wzglêdem pochodzenia, jak i roli w komórce. Obecnoœæ znacz-
nej frakcji ORF-anów nie mo¿na t³umaczyæ ma³¹ liczb¹ poznanych genomów, bo
mimo wzrostu tej liczby, frakcja ORF-anów nie maleje zgodnie z oczekiwaniami. Tyl-
ko bardzo niewielka czêœæ ORF-anów wynika z b³êdów sekwencjonowania, ponie-
wa¿ dok³adnoœæ odczytów sekwencji jest obecnie wysoka. Czêœæ ORF-anów, zw³asz-
cza krótkich, mo¿e byæ sekwencjami niekoduj¹cymi, wygenerowanymi w przestrze-
niach miêdzygenowych, w sekwencjach powtórzonych i przede wszystkim w se-
kwencjach koduj¹cych bia³ko. Osobn¹ grupê mog¹ reprezentowaæ szybko ewolu-
uj¹ce geny specyficzne dla w¹skiej linii filogenetycznej. W tym przypadku sekwen-
cje tych bia³ek uleg³y tak du¿ej dywergencji, ¿e staje siê niemo¿liwe zidentyfikowa-
nie dalszych homologów na poziomie struktury pierwszorzêdowej. Niewykluczone,
¿e wiele z tych ORF-ów nie podlega selekcji i staje siê pseudogenami. Pewien udzia³
w tworzeniu ORF-anów mo¿e mieæ masowa utrata genów w ró¿nych liniach filoge-
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netycznych oraz horyzontalny transfer genów, zw³aszcza od bakteriofagów. Najcie-
kawsz¹ grupê ORF-anów mog¹ stanowiæ ORF-y koduj¹ce ma³ocz¹steczkowe RNA
i ca³kowicie nowe geny koduj¹ce bia³ko o nowych funkcjach i strukturach.

Poznanie natury ORF-anów jest wa¿ne dla poznania pe³nego zró¿nicowania
bia³ek kodowanych w organizmie. Niektórym ORF-anom uda³o siê przypisaæ ju¿
funkcje i poznaæ struktury przestrzenne ich produktów. Niewykluczone, ¿e wœród
ORF-anów znajduj¹ siê istotne dla funkcjonowania komórki bia³ka o ca³kowicie no-
wych, ciekawych strukturach, które mog¹ znaleŸæ zastosowanie w medycynie i bio-
technologii. Szczególnie interesuj¹ce mog¹ siê okazaæ te geny, które s¹ zwi¹zane
z patogennoœci¹ lub wirulencj¹.
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