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DNA - czasteczka, ktora zmienila nauke.
Krétka historia odkryé

DNA

Nie tylko zamiana,

nie tylko substytucja,
zrédlo zycia,

sprawca réznorodno$ci.

Nasze przetrwanie zawdzieczamy jego réwnowadze
nasze powstanie jego btedom.

Od biedu do powstania,

tajemnica ciagtosci,

zywy laniicuch taczacy ogniwa.

Ogniwo jest pelne wtedy i tylko wtedy,
gdy $wietuje z taricuchem.

Helisa,

dziedziczenie zawsze inne,

nigdy rézne [...]

wyprawa z bycia,

do stawania sie.

Suresh LS. Rattan (The Best Poems of 1996, The National Library of Poetry, Library of Congress, USA)
Ttum. Ewa Tomaszewska

Wstep

Jedna z najwiekszych tajemnic zycia, ktéra nurtowala ludzko$c¢ od zarania, jest
wzrost i rozwoj organizmoéw oraz przekazywanie cech z pokolenia na pokolenia. Staro-
zytni filozofowie sadzili, ze dziedziczenie nastepuje pod wplywem boskiego lub natu-
ralnego pierwiastka, a jego wynikiem jest dostosowanie do harmonii przyrody (Arystote-
les, 384-322 p.n.e.). Inni, nie dostrzegajac zadnego celu w porzadku rzeczywistosci,
twierdzili, ze Zyjace organizmy rosng i zmieniaja sie wedlug praw deterministycz-
nych [1]. Impulsem do poszukiwania naukowej odpowiedzi na pytania dotyczace mecha-
nizméw zmiennosci organizmow i dziedziczenia bylo opublikowanie ponad 150 lat temu
przez Charlesa Darwina pracy O powstawaniu gatunkow, bedacej fundamentem teorii
ewolucji, dla ktérej podstawa sg wlasnie dziedziczno$é i zmienno$é cech [2].

Za ojca genetyki uwaza sie Grzegorza Mendla, augustiariskiego zakonnika i naukow-
ca, ktoéry w latach 60. XIX wieku przeprowadzit obserwacje dziedziczenia cech u grochu
zwyczajnego (Pisum sativum). Wyniki tych badan doprowadzity do zdefiniowania podsta-
wowych praw genetyki nazwanych pézniej ,,prawami Mendla” [3]. Zrozumienie prawi-
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dlowo$ci zaobserwowanych przez Mendla wymagato przyjecia nowej jednostki dziedzi-
czenia, dla ktorej w 1909 roku zaproponowano termin ,,gen”. Zapomniane przez wiele
lat ,prawa Mendla” zostaly ponownie odkryte niezaleznie w 1990 r. przez Carla Corren-
sa [4], Hugo de Vriesa [5] i Ericha von Tschermaka [6]. Te przelomowe koncepcje sta-

nowily podstawe rozwoju wspétczesnej genetyki (tabela 1, ryc. 1) [7].

Tabela 1. Najwazniejsze etapy w historii odkry¢ DNA

Data Naukowcy Odkrycie

1859 | Ch. Darwin Selekcja naturalna i ewolucja

1865  G. Mendel Cechy dmedmcgone sg wedlug okreslonych zasad
(,praw Mendla”)

1866  E. Haeckel Jadro komérkowe posmda' czypmkl odpowiedzialne
za przekazywanie cech dziedzicznych

1869 F. Miescher Pierwsza izolacja DNA

1871 g I;/{gesszcher, F. Hoppe-Seyler, Pierwsza publikacja opisujaca DNA (,nukleine”)

1879 | A. Kossel Identyfikacja puryn i pirymidyn
,Nukleina” jest obecna w wydtuzonych strukturach

1881 | E. Zacharias (nazwanych pézniej chromosomami) w jadrze
komorkowym roslin w trakcie podziatu

1882 W. Flemming Chromosomy i ich zmienne zachowanie podczas
podziatu komérkowego

1884- | O. Hertwig, A. von Kolliker, Jadro komérkowe zawiera podstawowy materiat

1885 | E. Strasburger, A. Weismann dziedzicznosci

1889 | R. Altman »,Nukleina” zmienia nazwe na ,kwas nukleinowy”

C. Correns, H. de Vries, . ”

1900 E. von Tschermak Ponowne odkrycie ,,praw Mendla

1902 | T. Boveri, W. Sutton Jednostki dziedzicznosci sg zlokalizowane
na chromosomach

1902- A. Garrod Dziedziczne choroby metaboliczne sa wynikiem

1909 : defektéw genetycznych powodujacych utrate enzymu

1909 P. Levene Odkrycie rybozy.

W. Johannsen ,Gen” - jednostka dziedziczenia

1910 | T.H. Morgan Drosophila modelem do badania dziedziczenia

1913 | A. Sturtevant, T.H. Morgan Pierwsza mapa sprzezenia genetycznego
(for Drosophila)

1928  F. Griffith ,,Czyr%mk/t(a.nsformu]qcy . .umoth1.a przeniesienie
wiasciwos$ci jednej bakterii do drugiej
Identyfikacja deoksyrybozy i nukleotydéw;

1929 | P. Levene rozréinienie RNA i DNA

1939  C. Waddington Epigenetyka

1941  G. Beadle, E. Tatum Koncepcja ,Jeden gen - jeden enzym”




1944

O.T. Avery, C. MacLeod,

DNA jako materiat genetyczny i ,,czynnik

M. McCarty transformujacy” Griffitha
C. Vendrely, R. Vendrely, Jadro komérkowe zawiera potowe ilosci DNA
1949 . . . )
A. Boivin w poréwnaniu do komérek somatycznych
1949-50 E. Chargaff Skiad zasad azotowych w DNA i ,,regula Chargaffa”
Podczas infekcji wirusowej DNA zostaje wprowadzony do
1952 | A. Hershey, M. Chase bakterii, a bialka wirusa zostaja na zewnatrz. DNA
znajdowany jest w potomnych czastkach wirusowych
R. Franklin, M. Wilkins Analiza rentgenowska krysztg}u DNA,
1953 T. Watson, F. Crick DNA ma regularna powtarzajaca sie strukture.
: T Molekularna struktura DNA
1956 | A. Kornberg DNA polimeraza
1957  F. Crick Centralny dogmat biologii molekularne;j
1958 | M. Meselson, F. Stahl Semikonserwatywna replikacja DNA
R.W. Holley, H.G. Khorana,
1961-66 H. Matthaei, M.W. Nirenberg Kod genetyczny
. . Pierwsze wykorzystanie enzyméw restrykcyjnych
196870 | W. Arber, H. Smith, D. Nathans do hydrolizy DNA w specyficznych miejscach
1972 G. Khorana Synteza pierwszego genu in vitro.
P. Berg Pierwszy rekombinowany fragment DNA
1973 S. Cohen, H. Boyer Kopstljukga funkcjonalnego plazmidu in vitro
(inzynieria genetyczna)
1977 F. Sanger, A. Maxam, Sekwencjonowanie DNA.
W. Gilbert, E.L. Kuff Strategia antysensu
1979 | A. Wang Struktura Z-DNA
1983 | K. Mullis Reakcja laricuchowa polimerazy
The International Human . . .
1990 Genome Sequencing Consortium Poczatek projektu poznania genomu czlowieka
1995  C.Venter Sekwe;nqa nukleotydoyva Wolno Zyjacego
organizmu (Haemophilus influenzae)
1996  A. Goffeau Sekweani pukleotydowa pierwszego eukarionta
(S. cerevisiae)
The C. elegans Sequencing Sekwencja nukleotydowa pierwszego organizmu
1998 . - .
Consortium wielokomérkowego (C. elegans)
1999 | K.P. O’Brien Sekwencja nukleotydowa chromosomu ludzkiego 22
2000  Arabidopsis Genome Initiative Sekwepqa qukleotydowa genomu Drosophila
i Arabidopsis
Celera, NIH . .
2001 (C. Venter, F. Collins) Sekwencja nukleotydowa genomu czlowieka
2002 Mouse Qenome Sequencing Sekwencja nukleotydowa genomu myszy
Consortium
2005 ﬁmerlcan Association for Cancer Warsztaty na temat epigenomu cztowieka
esearch
2007 J. Rothberg, K. McKernan, Metody glebokiego sekwencjonowania

J. West




&
%, —— 2007 metody szybkiego sekwencjonowania DNA

#* —— 2001 petna sekwencja genomu czlowieka

—— 1998 sekwencja genomu C. elegans
—— 1996 sekwencja genomu drozdzy (S. cerevisiae)
1995 sekwencja piewszego genomu bakteryjnego H. influenzae

—— 1990 zainicjowanie programu poznania genomu cztowieka

__—1983 reakcja PCR (Mullis)

—— 1982 utworzenie GenBank NIH

. —— 1979 odkrycie Z-DNA (Rich)

© —— 1977 sekwencjonowanie DNA (Sanger, Maxam, Gilbert), strategia antysensowa (Zamecnik)

—— 1972 pierwszy fragment rekombinowanego DNA (Boyer, Cohen)

__~— 1968 enzymy restrykcyjne (Arber, Smith, Natans)
—— 1967 strategia antysensu
T\-1966 kod genetyczny (Nierenberg, Khorana, Holley, Matthaei)

—— 1961 odkrycie mRNA (Jacob, Monod), kod genetyczny (Nierenberg, Matthaei)

4. —— 1958 semikonserwatywna replikacja DNA (Messelson, Stahl)
%" 1956 odkrycie polimerazy DNA (Komberg)

¢, —— 1953 model struktury DNA (Watson, Crick)
—— 1949-50 okreslenie ilosci zasad azotowych w DNA / "reguta Chargaffa" (Chargaff)

—— 1944 DNA jako czynnik transformujacy (Avery, MacLeod, McCarthy)
—— 1941 koncepcja jeden gen-jeden enzym (Beadle, Tatum)

__~1929 identyfikacja deoksyrybozy, RNAi DNA (Levene)

3 —— 1928 transformacja bakterii (Griffith)
"\~ 1927 interferencja RNA
X "\-1925 odkrycie 5-metylocytozyny (Johnson, Coghill)

—— 1913 model atomu wodoru (Bohr)
s —— 1909 "gen" jako jednostka dziedziczenia (Johannsen)

—— 1905 teoria wzglednosci (Einstein)
—— 1902 jednostki dziedziczenia na chromosomach (Boveri, Sutton)
. —— 1889 nazwa "nukleina" zastapiona przez "kwas nukleinowy (Altman)

—— 1881 obecnosci nukleiny w chromosomach (Zacharias)
% — 1879 identyfikacja zasad purynowych i pirymidynowych (Kossel)

1869 odkrycie DNA ("nukleiny") (Miescher)
1869 uktad okresowy pierwiastkow (Mendelejew)

Ryc. 1. Krétka historia DNA
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Kluczowe znaczenie dla zrozumienia funkcjonowania komdrek miat tez rozwdj
mikroskopii, dzieki ktérej w 1866 roku odkryto jadro komérkowe i zrozumiano jego role

w procesach dziedziczenia [8].

Odkrycie DNA
Friedrich Miescher urodzil sie w 1844 roku w Szwajcarii [9]. Jego ojciec, Johann
Friedrich Miescher, ijego wuj, Wilhelm His, byli znanymi lekarzami i profesorami ana-
tomii i fizjologii na Uniwersytecie w Bazylei [10].
Procedura izolacji nukleiny opracowana przez Mieschera

Przygotowanie komoérek Izolacja nukleiny
Komorki traktowane 1/1000

Bandaze szpitalne ort
rozcienczonym kwasem hydrochlorowym

* * (wiele tygodni, warunki chtodnicze)
Zakazone Niezainfekowane *
* Wytrzgsanie osadu
eterem i wodg
Przemycie
(rozne roztwory soli, *
roztwor 9 : 1

Czyste jadra komorkowe

woda : siarczan sodu § )
na dnie naczynia

jest odpowiedni)

v v

Sedymentacja Ekstrakcja weglanem sodu

(kilka dni) *

v

2-3-krotne przemycie
komaorek

v

Filtracja
Analiza mikroskopowa

v

Izolacja nukleiny

Substancja o dziwnych wtasciwosciach
— wytraca sie w srodowisku kwasnym
— nierozpuszczalna w wodzie i chlorku sodu
—rozpuszczalna w wodorotlenku sodu
i fosforanie disodowym
— nie koaguluje podczas gotowania
—rozni sie od znanych biatek
— charakterystyczny skfadnik jadra komérkowego
— reakcja ksantoproteinowa

v

Nowe biatko?

v

Zmodyfikowana procedura izolacji
(usuniecie lipidéw cieptym alkoholem,
trawienie kwasnym ekstraktem zotadka
$wini — pepsyna)

v

Nukleina

Ryc. 2. Procedura izolacji nukleiny opracowana przez Mieschera. Mozna wyréznié dwa etapy:
przygotowanie komdrek oraz izolacje nukleiny poprzedzona uzyskaniem jader komérkowych.
Ze wzgledu na brak odpowiedniego sprzetu, procedura wymagata wiele pracy i czasu
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Miescher studiowal medycyne w Bazylei, ale nie byt szczegdlnie zainteresowany jej
praktykowaniem ze wzgledu na klopoty ze stuchem, ktére utrudniaty badanie pacjentéw
[9]. W zwiazku z tym skoncentrowat sie gléwnie na ,teoretycznych podstawach zycia”
i karierze naukowej. Po ukonczeniu uniwersytetu przeniost sie do Tiibingen w Niem-
czech, gdzie studiowal chemie w laboratorium Adolpha Streckera, a nastepnie histo-
chemie pod kierunkiem Felixa Hoppego-Seylera [10].

Miescher badat leukocyty, ktére tatwo mozna bylo wéwczas uzyskac z ropy ze Swie-
zych bandazy zebranych w klinice w Tiibingen. Poczatkowo interesowat sie biatkami, kté-
re uznawane byly za najwazniejsze sktadniki komérki. Ostatecznie z jader komérkowych
wyodrebnil substancje, ktéra ulegata wytraceniu w Srodowisku kwasnym, nie rozpuszczata
sie w wodzie i chlorku sodu, ale rozpuszczata w wodorotlenku sodu i wodorofosforanie
sodu [11]. W tym celu opracowatl wtasng metode izolacji jader komérkowych, pozwalajaca
uzyskac¢ w duzych ilos$ciach nieznang substancje, ktéra nazwat ,,nukleing” (ryc. 2). Zasu-
gerowal, Ze moze ona by¢ kwasem, wystepujacym takze w innych tkankach [10].

Publikacja o izolacji nukleiny przygotowana byta juz w 1869 r., ale ukazala sie dopie-
row 1871 r. ze wzgledu na sceptyczny do niej stosunek Hoppego-Seylera, ktéry chciat
powtdrzy¢ eksperymenty.

DNA materialem genetycznym

Wielu naukowych odkry¢ dokonano spontanicznie, tak jak w przypadku Fredericka
Griffitha i transformacji genetycznej. Byt on brytyjskim lekarzem wojskowym, poszuku-
jacym szczepionki na zapalenie pluc w okresie pandemii grypy hiszpanki, ktéra zabita
blisko 50 mln ludzi pod koniec I wojny $§wiatowej [12]. Pracowatl on z dwoma szczepami
Streptococcus pneumoniae: niewirulentnym szczepem R (ang. rough), nieposiadajacym
otoczki polisacharydowej oraz chorobotwdérczym szczepem S (ang. smooth), majacym
taka otoczke [13]. Wprowadzenie do myszy szczepu S powodowalo zapalenie ptuci$mieré
w ciagu kilku dni, podczas gdy myszy infekowane szczepem R pozostawaly zdrowe.
Wiadomo bylo, ze wysoka temperatura powoduje inaktywacje bakterii. Jednakze poda-
nie mieszaniny inaktywowanego szczepu S i normalnego szczepu R takze powodowalo
$mierc myszy. Griffith stwierdzil, ze tylko bakterie szczepu S byly chorobotwércze i pos-
tulowal istnienie w inaktywowanych bakteriach S ,czynnika transformujacego” (ang.
transforming principle) o nieznanej naturze, dzieki ktéremu niewirulentne bakterie
szczepu R nabieraty wlasciwo$ci chorobotworczych. Poniewaz ekstrakt inaktywowanych
termicznie bakterii szczepu S zawierat niemal czysty DNA, a jego zdolno$¢ do trans-
formacji zanikala po traktowaniu DNaza, Oswald Avery wykazal, ze ,,czynnikiem trans-
formujacym” Griffitha byt DNA [14]. Dla wiekszo$ci biochemikéw trudnym do zaakcep-
towania byl poglad, ze czasteczka DNA moze stanowié material genetyczny. Uwazano,
ze geny zbudowane s3 z bialek [15]. Przelomowe znaczenie odkry¢ Griffitha i Avery'ego
potwierdza fakt, ze zjawisko transformacji za pomoca dostarczonego z zewnatrz mate-
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rialu genetycznego stanowi podstawe wspélczesnej biologii molekularnej, inzynierii
genetycznej i biotechnologii.

Kluczowa role dla rozwoju biologii molekularnej odegraly badania nad bakterio-
fagami i wirusami. Wykazano, ze po przylaczeniu sie czastki faga T2 do komérki bakte-
ryjnej, wiekszo$c fagowego DNA zostaje wprowadzona do komérki, pozostawiajac bial-
kowy plaszcz na zewnatrz [16]. Doswiadczenia te potwierdzily, ze wirusowy DNA moze
by¢ czynnikiem transformujacym zaréwno komorki bakteryjne, jak i eukariotyczne.

Stary dobry gen

W 1906 roku William Bateson podczas konferencji poswieconej ,hybrydyzacji i udos-
konalaniu roslin” zaproponowal, zeby dziat biologii zajmujacy sie studiowaniem dziedzi-
czenia i zmienno$ci nazywac genetyka [1]. Trzy lata p6zniej botanik Wilhelm Johanssen,
dla ujednolicenia terminologii genetycznej, wystapit z koncepcja ,fenotypu” i,,genotypu”
oraz po raz pierwszy uzyl terminu ,gen” w odniesieniu do mendlowskich czynnikéw
dziedziczenia. Zastapil réwniez okre§lenie Batesona ,alleomorf” stowem ,allel” w odnie-
sieniu do réznych alternatywnych form genu. Terminéw tych po raz pierwszy uzyto pod-
czas Miedzynarodowego Kongresu Genetycznego w Berlinie w 1927 roku [1].

Jednym z przelomowych odkry¢ w historii DNA bylo stwierdzenie przez Waltera
Suttona, Theodora Boverii Thomasa Hunta Morgana, ze geny sa fizycznie istniejacymi
jednostkami, utozonymi liniowo w $cisle okreslonych miejscach na chromosomach [18].
Morgan okreslit gen jako jednostke dziedziczenia niepodzielng w procesie rekombinacji,
zlokalizowana w loci pary chromosoméw homologicznych, ktéra moze ulegaé¢ mutacji
i przynalezy do jednostki sprzezenia [19].

Te pierwsze wyobrazenia o naturze genéw uzyskane w poczatkowym okresie roz-
woju genetyki zostaly znaczaco rozwiniete w wyniku rozwoju technik biologii mole-
kularnej. Odkrycie proceséw sktadania genéw (ang. splicing), alternatywnego skladania
oraz innych elementéw struktury i funkcji genu pokazalo niespéjno$é dotychczasowe;j
definicji genu. Obecnie gen okresla sie jako zwiazek sekwencji genomowych kodujacych
spéjny zestaw potencjalnie nakladajacych sie funkcjonalnych produktéw [20].

DNA i RNA

Wystepowanie dwéch rodzajéw kwaséw nukleinowych (nazwe zaproponowat R. Alt-
man w 1889 roku) zasugerowato odkrycie przez Phoebusa Levene’a rybozy w 1909 roku
i deoksyrybozy 20 lat pézniej [21]. Na poczatku lat 30. XX wieku stwierdzono, ze RNA
i DNA wykazuja rézne wilasciwos$ci w §rodowisku zasadowym i faktycznie stanowia
odrebne klasy czasteczek [22].

Odkrycie kodujacych funkcji RNA wirusa mozaiki tytoniu (TMV) przypisuje sie
Amerykaninowi Heinzowi Fraenkel-Conratowi oraz Niemcom Alfredowi Giere i Gerhar-
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dowi Schrammowi, ktérzy niezaleznie doszli do tych samych wnioskéw w 1956 roku
[23], chociaz juz w 1948 roku Roy Markham, Kenneth Smith i Richard Matthews oczys-
cili 1 scharakteryzowali wirus zé6ltej mozaiki rzepy (ang. turnip yellow mosaic virus,
TYMV) i po raz pierwszy pokazali, ze RNA decyduje o infekcyjnosci i zdolno$ci do po-
wielania sie wirusa [23].

W latach 50. wykazano, ze RNA ma znacznie bardziej ztozong struktura niz DNA
[24]. W 1956 roku uzyskano obraz dyfrakcyjny podwdjnej helisy RNA dla zhybrydyzo-
wanych nici poli(A) i poli(U) [25]. Wykazano, ze RNA bierze udzial w przenoszeniu
informacji genetycznej z DNA do cytoplazmy i syntezie bialek. W 1960 roku ekspery-
mentalnie potwierdzono mozliwos¢ bezposrednich oddziatywari RNA i DNA [26] oraz
reasocjacjirozdzielonych w wyniku termicznej denaturacji komplementarnych nici DNA
[27]. Dwadzies$cia lat péZzniej okreslono strukture hybrydy RNA-DNA [28]. Odkrycia te
staly sie podstawa nowoczesnych technik eksperymentalnych biologii molekularne;j.
W 1967 roku zidentyfikowano oddzialywania komplementarnych sekwencji DNA i RNA
(tzw. strategia antysensowa) [29], ktorej funkcjonalno$§é wykazano in vitro 10 lat péZniej
zwykorzystaniem syntetycznych oligonukleotydéw [30]. W 1960 roku Samuel Weiss wy-
kazal, ze RNA jest syntetyzowany na matrycy DNA przez polimeraze RNA, wykorzystu-
jac trifosforany rybonukleozydéw, udowadniajac, ze sekwencje DNA i RNA sa komple-
mentarne [1]. Rok p6zniej Francois Jacob i Jacques Monod scharakteryzowali informa-
cyjny RNA (ang. messenger RNA, mRNA) [1]. Pierwszym kwasem nukleinowym, dla
ktérego okreslono sekwencje nukleotydowa, byt transferowy RNA specyficzny dla alani-
ny z drozdzy [31].

Erwin Chargaff i sklad zasad DNA

Pierwsze badania wykazaly, ze kwasy nukleinowe zawieraja dwie zasady purynowe
i dwie pirymidynowe w przyblizeniu w réwnomolarnych proporcjach [32]. Przez wiele
lat uwazano, ze kwasy nukleinowe sa malymi czasteczkami, sktadajacymi sie z jednego
powtérzenia kazdego nukleotydu, tworzac tetranukleotyd [22]. Hipoteza tetranukleo-
tydu, sformutowana w 1931 roku, stala sie impulsem dla podjecia systematycznych
badar nad skladem zasad w DNA przez Erwina Chargaffa [33]. Jego praca dotyczaca
sktadu zasad w DNA z réznych organizmdéw, oraz réznych tkanek tego samego gatunku,
nie potwierdzila zalozeri hipotezy [22]. Zasady Chargaffa brzmialy nastepujaco: (a) suma
puryn (adeniny i guaniny) réwna sie sumie pirymidyn (cytozyny i tyminy), (b) stosunek
molarny adeniny do tyminy réwna sie 1, (¢) stosunek molarny guaniny do cytozyny réw-
na sie 1, (d) liczba grup 6-aminowych (adenina i cytozyna) jest réwna ilo$ci grup 6-keto-
nowych (guanina i tymina) [37]. Arthur Mirsky w 1943 roku zauwazyl, ze ilo§¢ puryn
wydaje sie by¢ zawsze réwna ilo$ci pirymidyn (czyli A+G = C+T lub (A+G)/(C+T) =1)
[35]. Obserwacje te zostaly poczatkowo zignorowane przez Chargaffa, ktéry okreslit je
jako ,bez znaczenia” czy ,przypadkowe” [36]. Chargaff nie przewidzial jednak komple-
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mentarnosci zasad, kluczowej cechy DNA, ktéra stala sie podstawa zaproponowanego
przez Watsona i Cricka modelu podwdjnej helisy [22].

Struktura DNA i centralny dogmat biologii molekularnej

Zastosowanie dyfrakcji promieni X do badari DNA wykazalo, Zze ma on uporzadko-
wana i powtarzalng strukture. Fakt ten zachecal do budowania modeli jego struktury
[38]. Zainteresowania Jamesa Watsona czasteczka DNA uksztaltowaly sie pod wplywem
tzw. grupy fagowej zorganizowanej przez Maxa Delbriicka i Salwadora Luria. Whrew
powszechnie obowiazujacej wéwczas opinii, uwazali oni, ze DNA moze stanowi¢ mate-
riat genetyczny. Po wystuchaniu wyktadu Maurice'a Wilkinsa na konferencji w Neapolu
w 1951 roku, Watson zdecydowat sie podjac prace w laboratorium Maxa Perutza w Cam-
bridge, w ktérym wykorzystywano juz techniki dyfraktometryczne do badan struktury.
Pracujacy w King’s College w Londynie Maurice Wilkins, badajac DNA w §wietle spola-
ryzowanym, zauwazyl, ze jego wiékna zbudowane sa z dlugich, réwnolegle ulozonych
czasteczek. Wilkins we wspélpracy z Raymondem Goslingiem uzyskat w 1950 roku pier-
wszy czysty obraz rozpraszania promieni X na krysztalach DNA (wynik ten prezento-
wany byl na wspomnianej konferencji w Neapolu). W styczniu 1951 roku do tego zes-
polu dotaczyta Rosalind Franklin [39]. Miala ona duze doswiadczenie w pracy z techni-
kami dyfraktometrycznymi oraz krystalizacji DNA w komorze dyfrakcyjnej w warunkach
kontrolowanej wilgotnosci za pomoca nasyconych roztworéw soli. Umozliwilo to uzyska-
nie obrazéw dyfrakcyjnych dwéch rodzajéw DNA, nazwanych p6zniej formami A i B.
W listopadzie 1951 roku Franklin na seminarium w King’s College (w ktérym uczestni-
czyl réwniez Watson) na podstawie obrazéw dyfrakcyjnych wskazala na mozliwo$é
struktury helikalnej DNA zbudowanej z dwdch lub trzech nici z resztami fosforanowymi
na zewnatrz [39].

W styczniu 1953 roku Franklin zauwazyla, ze forma A-DNA moze zawierac¢ dwa,
biegnace w przeciwnych kieunkach taricuchy. W lutym tego samego roku Watson i Crick,
po pierwszych nieudanych prébach, powrécili do budowy modelu DNA. W ,Nature”
z 25 kwietnia 1953 roku pojawily sie trzy publikacje dotyczace struktury DNA: pierwsza
Watsona i Cricka [40], druga Wilkinsa, Stonesa i Wilsonsa [41], a trzecia Franklin i Gos-
linga [42]. Po latach Francis Crick w rozmowach z Aaronem Klugiem stwierdzil, ze
Rosalind Franklin sama rozwiazalaby strukture DNA, chociaz trwatoby to diuzej [39].
Za odkrycie molekularnej struktury kwaséw nukleinowych Francis Crick, James Watson
i Maurice Wilkins otrzymali Nagrode Nobla w 1962 roku.

W 1957 roku na corocznym spotkaniu Towarzystwa Biologii Eksperymentalnej
Francis Crick zaproponowal hipoteze czasteczki adaptorowej posredniczacej w biosyn-
tezie bialka na rybosomach i sformutowat tzw. centralny dogmat biologii molekularnej
[43, 44]. Wedlug tej hipotezy, kwasy nukleinowe sa Zrédlem jednokierunkowego prze-
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plywu informacji ostatecznie okreslajacej biatka, gdzie DNA jest matryca do syntezy
RNA, a ten do biosyntezy biatka w procesie translacji (ryc. 3).

CENTRALNY DOGMAT BIOLOGII MOLEKULARNEJ

DNA —>» RNA —» protein

Przeptyw informacji genetycznej jest mozliwy tylko miedzy
kwasami nukleinowymi i od kwasu nukleinowego do biatka,
ale nie moze zachodzi¢ migdzy biatkami i od biatek

do kwasow nukleinowych.

F. H. C. Crick 1958, 1970

mRNA
/:g.ulatorom
RNA
/ \
DNA

biatka

—_——_-

Informacja genetyczna z DNA jest przepisywana z DNA
na mRNA, zawierajgce instrukcje dla syntezy biatek,
oraz niekodujace RNA, bedace elementami systemow
kontroli ekspresji genéw.

M. Szymanski, V. A. Erdmann, J. Barciszewski 2005

Ryc. 3. Centralny dogmat biologii molekularnej sformutowany przez Francisa Cricka
w 1958 roku i jego wspélczesna interpretacja [98]

Trzeba podkreslié, ze juz na poczatku lat 50. XX wieku postulowano kwasy nukleinowe
jako matryce do syntezy bialka [45]. Interpretacja centralnego dogmatu byta kwestia
sporna, poniewaz ograniczano go do nakazu przeplywu informacji od DNA do RNA i od
RNA do bialek, podczas gdy wedlug najbardziej oczywistego rozumowania centralny
dogmat jedynie zabrania pewnych form przekazywania informacji, czyli od bialek do
biatek i od biatek do kwaséw nukleinowych [44]. Wedlug Francisa Cricka mozna bylo
rozréznic trzy typy przenoszenia informacji: ,,mato prawdopodobny” — od biatek do kwa-
séw nukleinowych, ,mozliwy” - od RNA do DNA i od DNA do biatek oraz ,,znany” (jak
od DNA do RNA i dalej do bialek, a takze autotransfer DNA i RNA) [44]. Crick wspierat
rozwijajacy sie od lat 20. poglad, ze w procesach biologicznych centralna role odgrywa
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gen [44]. 50 lat po pierwszym sformulowaniu centralny dogmat jest postrzegany jako
jedna z przelomowych idei biologii molekularnej [44].

Arthur Kornberg — ojciec enzymologii DNA

Odkrycie w 1955 roku polimerazy DNA odpowiedzialnej za zalezna od matrycy syn-
teze DNA bylo przelomowe dla rozumienia replikacji, naprawy DNA 1 transkrypcji [46].
Przyczynilo sie takze do opracowania techniki PCR i metod sekwencjonowania DNA,
bez ktérych niewyobrazalny bylby rozwdj wspétczesnej biologii molekularnej i biotech-
nologii.

W 1955 roku nie bylo jasne, w jaki sposéb syntetyzowany jest DNA w komérce.
Byto kwestig sporna, czy powstawat on w wyniku polimeryzacji z monomeréw, czy tez
w wyniku przylaczania zasad do wczesniej syntetyzowanego rdzenia fosfocukrowego
[46]. Arthur Kornberg pokazal, ze znakowane [*“C] tymidyna czasteczki DNA byly roz-
puszczalne w Srodowisku kwasnym po potraktowaniu DNaza. Wykorzystujac te metode,
zidentyfikowano polimeraze DNA oraz jej substraty, czyli trifosforany deoksynukleo-
zydéw (dANTP) [46]. Wyjasniony zostat sposéb dzialania enzymu, ktéry wykorzystuje
starterowe DNA i matryce do polimeryzacji ANTP 5’-3’. Opisano réwniez aktywno$é
egzunukleazy 3’~5’ oraz scharakteryzowano mechanizm tworzenia wiazan fosfodiestro-
wych [47-49].

Za odkrycie i badania nad polimeraza DNA Artur Kornberg wyrézniony zostat
w 1959 roku Nagroda Nobla. Interesujace jest, ze Kornberg jest jednym z siedmiu lau-
reatéw Nagrody Nobla, ktérych dzieci takze otrzymaly to wyréznienie. W 2006 roku,
Roger Kornberg otrzymat Nagrode Nobla za badania molekularnych podstaw transkryp-
cji u Eukaryota.

W nastepnych latach uzyskano czyste preparaty enzyméw E. coli: DNA polimeraze
II, holoenzym DNA polimerazy III, DNA polimerazy IV i V, natomiast enzym odkryty
przez Kornberga nazwano DNA polimeraza I [50]. Poniewaz DNA polimeraza I nie mo-
ze inicjowac syntezy taricucha de novo, zainteresowano sie inicjacja replikacji. W ciagu
dziesieciu lat Kornberg zidentyfikowal i wykorzystal replisom do przeksztalcenia jedno-
niciowej kolistej formy DNA faga ®X174 w dwuniciowa forme replikacyjna, co przyczy-
nilo sie do zrozumienia wszystkich etapéw replikacji chromosomu £. coli [51-53].

Mozliwo$¢ klonowania gen6éw i postepujaca rewolucja w biologii byta mozliwa dzieki
wykorzystaniu enzyméw odkrytych przez Kornberga. DNA polimeraza I oraz jej analogi
staly sie kluczowymi reagentami technologii reakcji laricuchowej polimerazy (ang.
polymerase chain reaction, PCR) oraz wspélczesnych technik sekwencjonowania DNA
[46]. Ciekawostka moze byc fakt, ze Frederick Sanger wpadl na pomyst sekwencjonowa-
nia DNA metoda , dideoksy”, czytajac rozdzial po§wiecony DNA polimerazie I w ksiazce
Kornberga [46].
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Semikonserwatywna replikacja DNA

Komplementarno$c zasad obu nici DNA zasugerowata mozliwy mechanizm kopiowa-
nia materiatu genetycznego. Rozwazane byly trzy hipotezy. Pierwszy model replikacji
semikonserwatywnej, zaproponowany przez Watsona i Cricka, zakladal, ze w trakcie
syntezy nici DNA ulegaja rozdzieleniu i kazda z nich wchodzi w sktad jednej z dwéch
czasteczek potomnych [40].

0 minut 20 minut 40 minut

M
I1zolacja DNA
% ® L)
v

Wirowanie w gradiencie CsCl

Wyniki
DNA Pierwsze pokolenie Drugie
wyjsciowe "hybrydowe" pokolenie

Ryc. 4. Eksperyment Meselsona i Stahla. Bakterie hodowano na pozywce zawierajacej sol

azotowa z ciezkim izotopem ®N. Nastepnie bakterie przeszczepiono do pozywki zawieraja-

cej zrédio azotu wylacznie "N i hodowano przez 20 minut (uzyskujac pierwsze pokolenie)

i 40 minut (uzyskujac drugie pokolenie). DNA izolowano i wirowano w gradiencie chlorku

cezu. W zaleznosci od zawarto$ci poszczegdlnych izotopéw azotu, prazek DNA znajdowat
sie na okreslonej wysokosci w probéwce
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Model replikacji konserwatywnej zakladal zachowanie nienaruszonej macierzystej
czasteczki DNA i tworzenie catkowicie nowej czasteczki potomnej. Kolejna hipoteza za-
kladala, ze powstawalyby dwie czasteczki DNA, a kazda zawieralaby rozproszone frag-
menty macierzystej czasteczki. Chociaz pierwszy mechanizm wydawal sie bardziej
prawdopodobny, nie do korica bylo jasne, jak mozna to potwierdzié¢ [54]. Gléwnym
problemem byla topologia zwiazana z rozplataniem nici DNA. W 1958 roku potwier-
dzono, ze replikacja zachodzi w sposéb semikonserwatywny [55]. W procesie tym kazda
z nici DNA stanowi matryce dla syntezy nici komplementarnej, w ktérej kolejnosc uto-
zenia nukleotydéw okreslona jest przez sekwencje zasad nici macierzystej. Kazda
czasteczka potomna zawiera jedng ni¢ matrycy i jedna nowo dobudowana.

Meselson i Stahl wykorzystali fagowy DNA znakowany 5-bromouracylem (5BU)
i analizowali jego sktad metoda wirowania w gradiencie gestosci. Znakowany ,ciezki”
DNA osiadal w prébéwce szybciej, na poziomie odpowiadajacym gestosci roztworu, pod-
czas gdy ,,lekki” DNA powinien migrowac wolniej. Hodowle bakterii prowadzono na po-
zywce, w ktorej jedynym Zrédlem azotu byt 15NH4C1. Po wielu pokoleniach rosnacych
na tym podlozu rozciericzano je 10-krotnie roztworem zawierajacym "“NH ,Cl,ahodowle
kontynuowano. Po wirowaniu DNA rodzicielski z pierwszej prébki znajdowat sie przy
dnie prob6éwki w pozycji ciezkiego izotopu “N (ryc. 4).

DNA pobrany po 20 minutach hodowli na zmienionej pozywce znajdowat sie na wy-
sokosci miedzy pozycja ciezkiego izotopu “°N a lekkiego ““N (kontroli). Dla pierwszego
pokolenia obserwowano tylko jeden prazek charakteryzujacy hybryd. Po nastepnym
cyklu podziatowym obserwowano dwa prazki — jeden hybrydowy i drugi charakterys-
tyczny dla lekkiego DNA, ktérego ilo$¢ zwiekszala sie po kazdym cyklu replikacyjnym.

Kod genetyczny

Sama struktura DNA nie tlumaczyta sposobu kodowania informacji i jej odczy-
tywania. Rdzen fosfocukrowy ma charakter regularny i niezmienny niezaleznie od sek-
wengcji zasad. Poniewaz w dlugiej czasteczce mozliwe sa rézne kombinacje, wydawato
sie prawdopodobne, Ze to sekwencja zasad stanowi kod niosacy informacje genetyczna
[56].

W 1957 roku Crick zaproponowat hipoteze czasteczki adaptorowej, ktéra ttumaczyta
zdolnos¢ tRNA do tlumaczenia informacji genetycznej [57]. Gdyby reszta amino-
kwasowa kodowana byta przez dwie zasady, mozliwych byloby jedynie 16 kombinacji,
podczas gdy czteronukleotydowy dawalby zbyt wiele mozliwo$ci. Jako najbardziej
prawdopodobny rozwazano kod tréjkowy [58]. Hipoteza ta zostala poparta eksperymen-
tami /n vivo, z wykorzystaniem zmiany ramki odczytu podczas translacji, oraz in vitro,
zwykorzystaniem aminoacylo-tRNA rozpoznajacych okreslone tréjki zasad [59-60]. Roz-
szyfrowywanie zasad kodowania kolejnych tréjek nukleotydéw doprowadzito w latach
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1961-1966 do pelnego poznania kodu genetycznego oraz stworzenia jego reprezentacji
w postaci tabeli (ryc. 5) [61].

Druga litera kodonu

U C A G

Phe Ser Tyr Cys U

Phe Ser Tyr Cys C
- U Leu e®|ser o) @ Gin Leu Ala @ Cys Trp Sec| A
c Leu e [Ser @ Gin Py Trp G #
-g Leu Thr [ Pro His Arg U g
3 c Leu Thr | Pro His Arg c 8
p Leu Thr [ Pro Gin Arg Al _
¢ Leu e Thrser| Pro Gin e |Arg G %
b lle * | Thr Asn Ser uls
® lle ® | Thr Asn Ser Clx
u A lle e met | Thr Lys Asn| Arg sercly @)| A | 8.
E Met® Thr e |Lys Arg seraiy@| G| ¢
0 Val Ala Asp Gly ul
o G val Ala Asp Gly c

Val Ala Glu Gly A

Val e |Ala Glu Gly G

Ryc. 5. Wspélczesna reprezentacja kodu genetycznego w postaci tabeli

W 1968 roku Marshall Nirenberg, Robert Holley i Gobind Khorana otrzymali Nagrode
Nobla za rozpracowanie kodu genetycznego i odKkrycie jego roli w syntezie bialek.

Sekwencjonowanie genomow

Badania Fredericka Snagera nad insulina wykazaly, ze bialka skladaja sie z liniowych
polipeptydéw, zbudowanych z reszt aminokwasowych polaczonych ze sobg w Scisle
okreslonej kolejnoéci, oraz ze dla struktury i funkcji makroczasteczek istotna role od-
grywaje ich sekwencje [62]. Pionierskie préby okreslania sekwencji zasad w DNA na-
trafily na wiele przeszkéd wynikajacych z podobieristwa réznych czasteczek DNA i pro-
blemu z ich rozdzieleniem, jak réwniez braku DNaz specyficznych dla poszczegélnych
zasad. Mniej probleméw przysporzyto sekwencjonowanie RNA, ktére powiodto sie dla
tRNA™ 2z drozdzy juz w 1965 roku [31].

W 1959 roku oczyszczono dokladnie pierwsza czasteczke DNA z faga ®X174 [63],
a rok p6zniej DNA faga lambda [64]. Rezultatem pierwszych préb sekwencjonowania
DNA byto uzyskanie cze$ciowej sekwencji kohezyjnych (,lepkich”) koricéw faga lambda
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[65]. Odkrycie enzyméw restrykcyjnych klasy drugiej [66] bylo decydujacym osiag-
nieciem, ulatwiajacym przygotowanie materiatéw do sekwencjonowania DNA. Metody
oznaczenia sekwencji nie byly wystarczajaco efektywne do czasu zaproponowania prze-
tomowej metody ,plus minus” przez Fredericka Sangera, z ktérej wywodza sie wspdét-
czesne technologie [67]. Sanger wykorzystat polimeraze DNA, specyficzne startery
i znakowane *’P nukleotydy w o$miu reakcjach, w ktérych synteze zatrzymano w sposéb
zalezny od sekwencji, poprzez uzupelnianie tylko jednego z czterech fosforanéw deoksy-
nukleozydéw (reakcja ,plus”) lub trzech z czterech (reakcja ,,minus”) [68]. Mieszaniny
reakcyjne byly rozdzielane w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych,
a pozycje poszczegolnych zasad odczytywano z autoradiograméw. W pojedynczym eks-
perymencie mozna byto okresli¢ sekwencje okoto 50 zasad [67]. Metoda ta w 1977 roku
okreslono pelng sekwencje DNA genomu faga ®X174 [69]. W tym samym roku Allan
Maxam i Walter Gilbert opisali metode sekwencjonowania, w ktérej DNA znakowany
przy jednym koricu *’P byt chemicznie modyfikowany i hydrolizowany. W pierwszej
reakcji modyfikowano puryny (reakcja A+G), w drugiej preferencyjnie adeniny (A>G),
w trzeciej pirymidyny (C+T), a w czwartej cytozyny (C). Modyfikowane DNA ulegaly
chemicznej hydrolizie. Podobnie jak w metodzie ,plus minus” sekwencja odczytywana
byla z autoradiograméw zeli poliakryloamidowych mieszanin reakcyjnych [70].

W tym samym roku Sanger opracowat metode ,dideoksy”, w ktérej wykorzystat tri-
fosforany 2’,3’-dideoksy nukleotydéw (ddNTP), prowadzace do zaleznej od sekwencji
terminacji laricucha [71]. Metoda ta zostala wykorzystana do potwierdzenia sekwencji
faga ®X174 w 1978 roku. Wraz z wprowadzeniem metod sekwencjonowania wykorzys-
tujacych zele poliakrylamidowe, tempo badan uleglto przyspieszeniu, pociagajac za soba
postep technologiczny. Na poczatku lat 90. dlugos¢ sekwencji otrzymywanych metoda
»dideoxy” wzrosta z 100 do 400 nukleotydéw [67].

Kolejny przelom stanowilo wprowadzenie automatyzacji sekwencjonowania z wyko-
rzystaniem znakowania fluorescencyjnego [72]. Metoda ta zostala pierwszy raz wyko-
rzystana do okreslenia sekwencji genu przez Craiga Ventera [73]. W 1992 roku zalozyt
on Instytut Badari Genomowych (The Institute for Genomic Research, TIGR) oraz
firme Celera posiadajaca 30 automatycznych sekwenatoréw ABI 373A117 robotéw ABI
Catalyst 800 [67]. Byla to prawdziwa fabryka, w ktérej pracowaly zespoly ludzi ze $cisle
okreslonym zakresem zadari, jak np. przygotowanie matrycy, zeli czy samo sekwencjo-
nowanie [67]. Rok p6zniej centrum Sangera w Cambridge zostalo przemianowane na
Wellcome Trust Sanger Institute z udzialem Wellcome Trust i Medical Research Coun-
cil. Od tej pory ilo$¢ danych uzyskiwanych co roku wzrastata gwattownie. W latach 90.
poznano sekwencje genomoéw wielu wiruséw, organelli, mikroorganizméw i matych
organizmo6w wielokomoérkowych [74]. Umozliwilo to rozwéj nowych kierunkéw badan,
takich jak kontrola ekspresji gen6w oraz poznawanie transkryptomu, proteomu, inter-
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aktomu, metabolomu oraz genomiki nowotworéw. Powstala koncepcja komorki jako
zintegrowanego systemu procesoréw informacyjnych [74].

Po trzech dekadach stosowania metoda Sangera moze by¢ stosowana do odczytywa-
nia sekwencji o dtugo$ci do okoto 1000 par zasad z doktadnos$cia 99,999% i przy koszcie
0,5 dolara [75]. Pojawienie sie nowych technologii umozliwilo redukcje kosztéw i przys-
pieszenie procesu uzyskiwania danych. ,Nature” oglosilo nowe techniki sekwencjono-
wania ,Metoda Roku 2007”, gtéwnie ze wzgledu na szeroki zakres ich zastosowan oraz
fakt, ze wykroczyly one juz poza swoje oryginalne zastosowanie. Istnieje wiele imple-
mentacji cyklicznego sekwencjonowania, ktére zostaly w ostatnich latach skomercja-
lizowane, takie jak sekwencjonowanie 454 (wykorzystane w Sekwenatorach Genomo-
wych 454, Roche Applied Science; Bazylea), technologia Solexa (wykorzystana w Ana-
lizatorze Genomowym Illumina; San Diego), platforma SOLiD (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), Polonator (Dover/Harvard) oraz technologia HeliScope Molecu-
le Sequencer (Helicos; Cambridge, MA, USA) [75].

Interesujacym jest fakt, ze Frederick Sanger jest jedna z czterech oséb nagrodzo-
nych dwukrotnie Nagroda Nobla. Po raz pierwszy otrzymat ja w 1958 roku za prace nad
struktura bialek, a w szczegdlnosci insuliny. Drugi raz razem z Paulem Bergiem i Walte-
rem Gilbertem uzyskat ja w 1980 roku za wktad w okreslanie sekwencji kwaséw nuklei-
nowych.

Manipulacje genetyczne

W latach 60. XX wieku Gobind Khorana opracowatl pierwsza metode chemicznej
syntezy oligonukleotydéw. Jednakze przelomowym momentem w badaniach DNA bylo
opracowanie metody chemicznej syntezy deoksynukleotydéw na podtozu statym, uzywa-
jac fosforoamitydéw [76]. Rozwdj technik syntezy DNA doprowadzil do opracowania
metod automatycznych, ktére z kolei umozliwito rozwdj inzynierii genetycznej, sekwen-
cjonowania oraz techniki taricuchowej reakcji polimerazy (PCR). Pierwszy gen uzyskany
metodami chemicznymi zostal zsyntetyzowany w laboratorium Khorany w 1972 roku
[77].

Chociaz poznano strukture DNA, nie rozwiazano problemu zwiazanego z kontro-
lowang fragmentacja dluzszych czasteczek. Specyficzne enzymy odkryto dopiero pod
koniec lat 60. wraz z badaniami restrykcji i modyfikacji DNA zaleznej od gospodarza
w warunkach infekcji bakterii fagiem A [78]. Okazalo sie, ze modyfikacja bakteryjnego
DNA w okreSlonym szczepie moze chronié przed infekcja fagiem ze wzgledu na szcze-
gblny wzér metylacji i swoiste enzymy restrykcyjne. Bylo to kluczowe odkrycie dla
rozwoju inzynierii genetycznej. W 1972 roku Paul Berg stworzyt pierwszy rekombino-
wany DNA, taczac dwa odcinki, pochodzace z réznych wiruséw [79]. Byly to wlasciwie
narodziny inzynierii genetycznej. Nieco p6Zniej Herbert Boyer i Stanley Cohen stwo-
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rzyli pierwszy plazmid in vitro, udowadniajac, ze mozna otrzymac funkcjonalne produkty
poprzez reasocjacje fragmentéw uzyskanych przez hydrolize enzymami restrykcyjnymi
wiekszych replikonéw oraz ze mozna polaczyc dwa plazmidy réznego pochodzenia [80].

Reakcja laicuchowa polimerazy

W 1970 roku opisano zmodyfikowana wersje DNA polimerazy 1 z E. colipozbawiona
aktywnos$ci 5’~ 3’ egzonukleazy, nazwang pézniej ,fragmentem Klenowa” [81]. Majac
taki enzym, Khorana opisat sztuczna replikacje DNA, z wykorzystaniem dwdch startero-
wych oligonukleotydéw i matrycy, w ktérej synteza DNA zachodzitaby w cyklicznej reakcji
z dodawaniem nowej porcji enzymu po kazdym cyklu [82]. Idea ta nie byla jednak dalej
rozwijana.

W 1969 roku Thomas Brock wyizolowatl z goracych Zrédel w Yellowstone nowy
gatunek bakterii — Thermus aquaticus [83]. Szes¢ lat p6zniej wyizolowano z niego DNA
polimeraze z 7. aquaticus (Taq), ktéra, podobnie jak inne enzymy z tej bakterii, wyka-
zywala stabilno$¢ w wysokich temperaturach (ok. 80°C) [84]. Termostabilno$c Taq stala
sie podstawa metody amplifikacji DNA w reakcji taricuchowej polimerazy (PCR), podob-
nej do tej zaproponowanej przez Khorane. Twérca metody PCR jest Kary Mullis, ktéry
twierdzit, ze wymys§lil ja w 1983, w trakcie nocnej jazdy samochodem przez géry Kali-
fornii [85]. Wlasnie za PCR otrzymat on Nagrode Nobla w 1993 roku.

Projekt poznania genomu czlowieka

Rozwdj technik klonowania i sekwencjonowania DNA, dokonany na poczatku lat 80.
XX wieku pozwalal zaktadac, Ze mozliwe bedzie okreslenie pelnych sekwencji genoméw,
w tym genomu czlowieka. Idea podjecia wysitkéw w tym kierunku narodzita sie w 1985
roku, podczas konferencji nt. ,,Czy mozemy zsekwencjonowacé genom czlowieka?” na
Uniwersytecie Kalifornijskim Santa Cruz (UCSC) [74]. Na spotkaniu tym rozwazane by-
ty m.in. problemy rozdzialu chromosoméw, tworzenia fizycznych map nakladajacych sie
fragmentow, polimorfizmu oraz potrzeby tworzenia zaawansowanych programéw kom-
puterowych i rozwoju technologii. Koszty przedsiewziecia oszacowano na okoto 3 mld
dol. dla genomu czlowieka (1 dolara na zasade). Uwazano, ze jego realizacja wymagaé
bedzie 15 lat pracy, co w rezultacie okazalo sie trafne [74]. W tym samym roku odbyla
sie pierwsza konferencja w Santa Fe (Kalifornia, USA), dotyczaca okreslenia wykonal-
no$ci inicjatywy poznania genomu czlowieka, a rozwazania trwaly az do roku 1990, kie-
dy to Departament Energii USA (DOE) i Narodowy Instytut Zdrowia zaprezentowaty
Kongresowi USA 5-letni plan projektu poznania genomu czlowieka [67]. Rozpoczela sie
miedzynarodowa wspolpraca w zakresie sekwencjonowania poszczegélnych regionéw
genomu (USA, Europa i Japonia). Pod koniec lat 90. opublikowano pierwsza pelna sek-
wencje ludzkiego chromosomu 22 [86]. 25 czerwca 2000 roku w Waszyngtonie prezy-
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dent USA Bill Clinton i premier Wielkiej Brytanii Tony Blair wspdlnie oglosili uzyskanie
wstepnej wersji sekwencji genomu czlowieka w ramach projektu publiczno-prywatnego
(NIH i Celera) [67]. Wyniki zostaly opublikowane w roku 2001 w ,,Science” [87] i ,,Natu-
re” [88].

Epigenetyka i projekt poznania epigenomu czlowieka

Juz w XIX wieku uwazano, ze dziedziczenie i rozwdj stanowia te sama problema-
tyke, ale dopiero w pierwszej polowie XX wieku biologia rozwoju i genetyka stanowity
odrebne dyscypliny [17]. Konrad Waddington, dobrze rozumiejacy oba obszary badar,
zaproponowat dla nich wspdlng dyscypline, ktéra nazwal epigenetyka [89]. Mozna jg
okreslic jako program genetyczny kierujacy rozwojem. Dla Waddingtona nie réznita sie
ona jednak od embriologii [17]. Poczatkéw epigenetyki nalezy upatrywac w identyfikacji
5-metylocytozyny jako sktadnika DNA pratkéw gruzlicy [90]. W 1948 roku Hotchkiss za-
obserwowatl maly punkt na chromatogramach hydrolizatéw DNA grasicy cielecej, ktéry
nazwal ,epicytozyna” [34]. Sugestia, ze metylacja DNA moze mieé wplyw na ekspresje
genéw pojawita sie w latach 70. [91, 92]. W 1987 roku Robin Holliday zawezil rozumie-
nie epigenetyki do sytuacji, w ktérych zmiany metylacji DNA decyduja o aktywno$ci eks-
presji genéw [93]. Kolejna zmodyfikowana zasada wykryta w DNA byla N6-metyloade-
nina.

Postep w epigenetyce oraz nowe podejscia technologiczne pozwolily na analizy
wzoréw metylacji w DNA oraz modyfikacji histonéw zaangazowanych w strukture i fun-
kcje genomu cztowieka [94]. Duze zainteresowanie ta dziedzing doprowadzito do pow-
stania w 2005 roku projektu poznania epigenomu czlowieka (ang. Auman epigenome
project, HEP). Celem HEP jest identyfikacja chemicznych zmian w elementach chroma-
tyny, ktére okreslaja funkcjonalno§é DNA, oraz pehiejsze zrozumienie rozwoju fizjolo-
gicznego, starzenia, niekontrolowanej ekspresji genéw w nowotworach i innych choro-
bach, a takze wplywu srodowiska na zdrowie czlowieka mimo braku zmian w sekwencji
DNA [94]. Obecna definicja epigenetyki méwi, ze sa to badania zmian dziedzicznych
funkcji genomu, ktére nie zaleza od zmian w sekwencji DNA [95]. Rozwijane technolo-
gie, takie jak okre$lanie profilu metylacji w oparciu o wykorzystanie zeli, macierzy, sek-
wencjonowania, a takze bisulfidowy PCR daja nadzieje na okreslenie wkrétce pierwsze-
go metylomu [96]. WSréd innych projektéw i inicjatyw zwiazanych z badaniami epige-
netycznymi mozna wyr6znié Epigenome Network of Excellence (NoE), National Methy-
lome 21 (NAMEZ21), Epigenetic Treatement of Neoplastic Disease (EPITRON), Hight-
hroughput Epigenetic Regulatory Organization in Chromatin (HEROIC), Epigenetic
Control of the Mammalian Genome (GEN-AU), AACR Human Epigenome Taskforce,
Alliance for the Human Epigenome and Disease (AHEAD) oraz the NIH Roadmap: Epi-
genomics [96].
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DNA w XXI wieku

DNA zostatl odkryty 140 lat temu, a biologia molekularna w XIX wieku dopiero stwa-
rzala swoje podstawy. XX wiek przynidst ogromny postep wiedzy oraz rozwdj technik,
ktére pozwolily na wyodrebnienie nowych obszaréw badar, takich jak biotechnologia,
medycyna molekularna, kryminologia i inne. Liczba doniesieni dotyczacych DNA
stopniowo wzrasta od poczatku XX wieku, ale niemalze 80% publikacji z sumy ponad
miliona zostalo opublikowanych w ciggu ostatnich 20 lat (ryc. 6).

Wzrost zainteresowania badaniami DNA prawdopodobnie doprowadzi do wielkich
odkry¢é XXI wieku. Mozemy zgodzié sie z Phoebusem Levene, wielkim biochemikiem,
ktéry juz w 1931 roku opisat swoja wizje przyszlosci biochemii: ,I tak, krok po kroku,
kolejne tajemnice zycia sg odkrywane. Nie jest istotne, czy ludzki umyst kiedykolwiek
osiagnie stan wysycenia wiedza dotyczaca doskonatos$ci zycia. Jest jednak pewne, ze
bunt biochemikéw przeciwko idei ograniczenia ludzkiej ciekawo$ci bedzie postepowal.
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Ryc. 6. Wzrastajaca ilo$¢ publikacji na temat DNA w bazie danych PubMed NCBI od roku
1900 do 6 stycznia 2009 r. Baze przeszukano stosujac zapytania: ,DNA” OR ,nucleic acid”
OR ,nuclein” OR ,D.N.A.”. Od 1950 roku mozna zaobserwowac zwiekszanie sie ilosci publi-

kacji, ale niemal 80% z sumy 1 054 869 zostato opublikowanych w ciagu ostatnich 20 lat

Biochemia bedzie trwala tak, jakby wiedza, nawet ta dotyczaca istoty zycia, byta dostep-
na dla ludzkiego pojmowania. Przeszto$¢ pokazala, ze rozwiazanie jednego problemu,
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stawia kolejne pytania. Nowe odkrycia w fizyce, matematyce, chemii teoretycznej, uzu-
pelniaja nowe narzedzia biochemii, nowe narzedzia do rozwiazania starych problemoéw
i stworzenia nowych. Tak dtugo, jak istnieje zycie, ludzki umyst bedzie tworzyt zagadki,
a biochemia odegra duza role w ich rozwiklaniu” [97].
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DNA - a molecule that transformed science. A short history of research

Deoxyribonucleic acid (DNA) was identified 140 years ago by a Swiss physician Friedrich
Miescher. His discovery was fundamental for the development of biochemistry, genetics and
molecular biology. Contemporary biology, biotechnology and medicine largely depends on our
ability to analyze, synthesize and manipulate DNA. We present highlights of the history of DNA
research from the very beginning to the sequencing of human genome.
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