NOWOTWORY Journal of Oncology ¢ 2011 ¢ volume 61

Number 3 « 279-288

Gen strukturalny — ewolucja pojecia i dylematy

Mieczystaw Chorazy!

The structural gene — evolution of concept and controversies

W kwartalniku Nauka (nr 3/2009, str. 57-108) ukazat si¢
obszerny artykul M.Ch. pod tytulem ,,Gen strukturalny
— ewolucja pojecia i dylematy”. Redakcja Nowotworow
uznala za pozyteczne dokona¢ przedruku tej publikacji.
Praca podaje podstawowe informacje z zakresu biologii
i genetyki o tym, jak ksztattowalo si¢ pojecie ,,genu” i jak
wspolczesnie to pojecie postrzegamy. Redakcja posiada
informacje, ze autor tej pracy przygotowuje cykl kilku
publikacji, wprowadzajacych Czytelnika w zagadnienia
wspolczesnej biologii komorki, ktére bedag takze wywie-
ra¢ wplyw na kierunki badan nad rakiem. W biezacym
numerze Nowotworow publikujemy czeS¢ pierwsza wspo-
mnianego artykulu, za zgoda Redakcji Nauki.

Prof. Edward Towpik
Redaktor Naczelny

Prace tq dedykuje tym wszystkim bylym i obecnym pra-
cownikom Zaktadu Biologii Nowotworow, Zakladu Biologii
Molekularnej i Zakladu Radiobiologii Doswiadczalnej
i Klinicznej Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii
Sklodowskiej-Curie, Oddzial w Gliwicach, ktorych
rzetelnos¢ naukowa, zarliwosc i oddanie nauce pozwalaly
zawsze przetrwac trudne lata.

W ostatnim péiwieczu termin ,,gen”, powszechnie
uzywany wsérdd biologdw, stat si¢ powszechny takze
w szerokich kregach cywilizowanych spoteczenstw. ,,Gen”
jest terminem teoretycznym, cho¢ wspolczesna nauka
przyjmuje, ze ma on posta¢ materialng. Mimo swej stale
powickszajacej si¢ ztozonosci, termin ,,gen” jest nie-
odzownym sktadnikiem komunikacji w r6znych kregach
badaczy, wszedt do terminologii medycznej, znalazt miej-
sce w praktyce ekonomicznej (firmy biotechnologiczne,
patenty, agrobiologia), a takze w kulturze, socjologii,
filozofii i polityce. Termin ten ma wysoki autorytet w dys-
kusjach i ocenach naukowych, a takze jest czesto uzywany
w potocznych debatach ludzi wyksztalconych. Stad wyda-
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je sie pozytecznym upowszechnienie podstawowej wiedzy
o tym, czym jest ,,gen”, jak byl pojmowany poéttora wieku
temu i jak jest pojmowany obecnie. Dlatego tez badania,
ktore doprowadzily do wspodiczesnego pogladu na gen
jako na materialng jednostke dziedzicznoSci, omawiam
nieco szczegblowiej.

Od wiekow ludzi ciekawito pytanie, dlaczego potom-
stwo zwierzat i roslin zawsze jest podobne do swoich
rodzicdw, cho¢ nie jest to podobienstwo absolutne. Rol-
nicy starych kultur (Babilon i Egipt), prowadzac hodowle
ro$lin i zwierzat, byli Swiadomi, ze pewne cechy uzyteczne
mogg by¢ przenoszone z organizmdéw rodzicielskich na
potomstwo. W Biblii znalazto si¢ ostrzezenie wskazujace,
ze ludzie tamtych czaséw mieli §wiadomo$¢ dziedziczenia
cech takich jak hemofilia. Biblia wskazywala, ze po §mier-
ci dwdch synéw z powodu wykrwawienia, u trzeciego syna
nie wolno dokonywaé obrzezania. W ubiegtych wiekach
istniala Swiadomo$¢ rodzinnego przenoszenia roznych
zaburzen zdrowotnych (dodatkowe palce — polidaktylia,
nowotwoOr siatkowki oka — retinoblastoma, samoistne
krwawienie — hemofilia).

Gen jako jednostka dziedziczno$ci — wezesne
koncepcje

Przeglad wczesnych pogladow na mechanizm dziedzicze-
nia podaj¢ w oparciu o dzieto Michela Morange: A Histo-
ry of Molecular Biology (Morange, 1998).

U wszystkich gatunkoéw potomstwo dziedziczy
wszystko, co jest szczeg6lne u ich rodzicow — ta reguta
znana byla od czasoéw Arystotelesa, ale dopiero w XVII
i XVIII wieku zaczgto formutowac poglad, ze potacze-
nie komorki jajowej, produkowanej przez samice zwie-
rzat z nasieniem (sperma) produkowang przez osobniki
meskie moze dac poczatek zycia zarodka. Wigzato si¢ to
z odkryciem komorki jajowej, produkowanej przez osob-
niki zenskie zwierzat (W. Harvey i A. van Leuvenhoek).
W XVII wieku panowala teoria preformacji (J. Swam-
merdam), ktora glosita, ze plemniki cztowieka zawieraja
w swojej glowcee uformowanego, pelnego, cho¢ niewi-
docznego, miniaturowego czlowieka. W czasie rozwoju
osobniczego (ontogenezy) nast¢gpowalo wigc ,,odkrywa-
nie” formy, a nie progresywne ,,wypracowywanie” jej.
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Brzemig¢ dziedziczenia spoczywalo na ojcu. W procesie
rozwojowym mialy powstawaé nowe formy preadapto-
wane juz do presji Srodowiskowej, na ktora sa skazane
nastepne generacje. Odmienne stanowisko glosita teoria
inkapsulacji, wskazujaca na zefiska komorke jajowa jako
miejsce, gdzie mialy bytowa¢ miniaturowe organizmy
potomne, umieszczone jedne w drugich, jak w rosyj-
skiej laleczce ,,matrioszka”, w ktorych wigksza zawiera
mniejsza, a ta jeszcze mniejsza, itd. (Moss i Ch. Bonnet).
W istocie termin ,,ewolucja” zawiera w sobie pierwiastek
preformistyczny (powstawanie czego$§ nowego z czegos,
co juz bylo przedtem).

Inni wyrazali poglad, ze komorki reprodukceyjne nie
zawieraly preformowanych embrionéw, lecz czasteczki,
ktore mialy wtasciwos$¢ formowania zarodka.

Wediug H. Spencera (1863 r.) w calym organizmie
istnieja jednakowe , fizjologiczne jednostki”, odpowie-
dzialne za dziedziczenie cech. W roku 1868 Charles Dar-
win zaproponowal teori¢ pangenezy, gloszaca, ze kazda
komorka somatyczna organizmu zawiera swobodnie prze-
mieszczajace si¢, nichomogenne, niezalezne od siebie,
miniaturowe czasteczki (gemmule), ktére w narzadach
rozrodczych tworza rozwijajacego si¢ zarodka. Osobniki
rodzicielskie mieszaja owe czasteczki w akcie poczecia,
a jednoczesnie, wraz z aktem transmisji cech przenosi
si¢ na potomstwo zmienno$¢, ktora to wiasciwos$¢ stata
si¢ kanwa dla rozwinigcia jego teorii selekcji jako sily
ewolucyjnej. Zatem ,,gemmule” mialy by¢ odpowiedzial-
ne za dziedziczenie cech gatunkowych i jednoczesnie
bylyby nosnikami zmiennosci. Srodowisko dziatajace na
przypadkowa, dziedziczong zmienno$¢ miafo by¢ sitem
dokonujacym naturalnej selekcji, czyli doboru osobnikow
najlepiej przystosowanych do Srodowiska i jednoczeSnie
by¢ sita napgdowa ewolucji. Teori¢ ,,pangenezy” Darwina
rozwinal Hugo de Vries. Wedltug niego komorkowe ,,pan-
geny” mogly mutowacd i podlegac¢ zmiennosci co do liczby
i rodzaju, dzigki czemu powstawaly odmiany i gatunki.

W XIX wieku August Weismann zaproponowat
teorie plazmy zarodkowej. Weismann postulowat wyr6z-
nienie ,,plazmy zarodkowej” jako oddzielnego od ciala

»soma”) trwatego komponentu organizmu zywego. Pla-
zma zarodkowa bytowata jedynie w komoérkach rozrod-
czych (komorka jajowa i plemnik), byta niezalezna od
»somy” i przekazywana byla z pokolenia na pokolenie za
pomoca komérek rozrodezych. Plazma zarodkowa zawie-
rala hipotetyczne elementy dziedziczne, zwane przez
Weismanna ,,idantami”. ,,Idanty” skiadaly si¢ ze zdol-
nych do samopowielania si¢ ,,idow”, ztozonych z kolei
z ,determinantow” i ,,bioforé6w”. , Idanty” byly odpowie-
dzialne za organizacje (specyfikacje) organizmu i przeno-
sity cechy przodkdéw na potomstwo. W procesie rozwoju
,idy” rozdzielaly si¢ do réznych czg¢sci zarodka. Liczba
,,idow” byta redukowana do potowy w czasie formowania
si¢ komorek jajowych (oogeneza) i plemnikéw (sperma-
togeneza). Migdzyosobnicza zmienno$¢ miata wynikac
z r6znych kombinacji ,,idow” w komorkach jajowych.

Doswiadczenia G. Mendla w XIX wieku daty impuls
do rozwijania badan nad zjawiskami towarzyszacymi
procesowi dziedziczenia, a zatem zjawiskami stojacymi

u podstaw zycia. Mendel obserwowat u krzyzowek grosz-
ku ogrodowego przenoszenie na potomstwo prostych
cech, takich jak wysoko$¢ roSliny, kolor kwiatow lub
zabarwienie i wyglad ziaren. Na podstawie swoich badan
Mendel sformuiowat koncepcje, ze za przenoszenie cech
odpowiedzialne sg jednostki dziedzicznosci, ktdre nazwat
,determinantami”, ,elementami” lub ,zawigzkami”.
Pierwsze pokolenie roslin (F1), powstate z krzyzowki
ro$lin o réznych cechach (np. roslina wysoka x roslina
niska, kolor kwiatéw czerwony x kolor bialy), ma ceche
jednolita, dominujaca (wysoki wzrost, czerwona barwa
kwiatow), ale juz w pokoleniu nastepnym (F2), powsta-
lym z krzyzéwek migdzy osobnikami F1, nastepuje rozsz-
czepienie cech: powstaja ro§liny o wysokim i niskim wzro-
Scie (lub o czerwonych i biatych kwiatach). Cechy takie,
jak niski wzrost i biata barwa kwiatow, wystepuja w popu-
lacji F2 w 25%. Dokonujac nastepnych krzyzowek roslin
z jedna lub dwiema cechami i analizujac statystyczny roz-
kfad cech w potomstwie Mendel doszedt do przekonania,
ze rozmieszczenie cech w potomstwie nie jest zjawiskiem
przypadkowym, lecz podlega pewnym regutom. Za kazda
ceche jest odpowiedzialna para elementéw (alleli). Na
podstawie takich statystycznych analiz Mendel sformuto-
wal prawa dziedziczenia i rozwoju. W czasie formowania
komorek rozrodczych nastgpuje segregacja cech — poje-
dyncze jednostki (allele) z pary czynnikéw determinuja-
cych poszczeg6lne cechy rozchodzg sig i przechodza do
komorek piciowych, a po zaptodnieniu allele Iaczg si¢
ponownie w pary. Komorki piciowe maja po 50% deter-
minantéw cech (alleli) kazdego z rodzicow. Jednostki
te (allele) moga mie¢ charakter dominujacy, recesywny
lub moga wystepowac w postaci mieszanej. Allel Mendla
byt stanem, warunkiem lub procesem, ktéry wplywat na
ksztaltowanie wiasciwos$ci komdrkowej albo na ukierun-
kowanie rozwoju w bardzo swoisty, cho¢ niejasny sposob.
Badania Mendla pozostaly w zapomnieniu do 1900 r.,
gdy ponownie je ,,odkryto” (Hugo de Vries, Erich von
Tschermak i Carl Correns).

Wprowadzenie do biologii terminu ,,gen” (z greckie-
go genos — poczatek) przypisuje si¢ dunskiemu badaczowi
Wilhelmowi Johannsen’owi, ktéry w roku 1909 uzyt tego
terminu dla okreslenia ,,czego$” nieokreslonego, neutral-
nego, co bytuje w komorce (organizmie) i okresla pewne
aspekty fenotypu. Gen nie mial zadnej formy materialne;j
i byl uzywany jako termin operacyjny na uzytek badan
nad dziedzicznoScia. ,,Gen” nie zostal zdefiniowany,
lecz zastapil wszystkie poprzednie nazwy ,jednostek”,
»elementOw”, ,,czynnikow”, ktore miaty mie¢ okreSlong
strukture lub funkcj¢ w procesie dziedziczenia i rozwo-
ju. Johannsen wskazat tez na zasadnicze r6znice mi¢dzy
genotypem a fenotypem. Termin ,,genotyp” odnosit si¢
do przenoszonych z pokolenia na pokolenie zbioru par
czynnikow (,,genow”), z ktorych jeden pochodzit od ojca,
a drugi od matki. ,,Fenotyp” okreslal catkowity zespot
cech i ich r6znych form wystepujacych u osobnikoéw doj-
rzalych. Fenotyp byl czyms realnym, mierzalnym, dostep-
nym do obserwacji. ,,Geny” (i genotypy) byly czyms nie-
widocznym, niedostepnym do obserwacji, nie bylo wigc
wiedzy o ich wewngetrznych wiasciwoSciach.



Do badan nad dziedzicznoSciag Thomas H. Morgan
uzyl muszki owocowej (Drospophila melanogaster) ze
wzgledu na jej szybki cykl zyciowy, mozliwoS¢ uzyskiwania
krzyzéwek i tatwe Sledzenie cech fenotypowych. Szczeg6l-
nie interesujace byly badania Morgana nad sprz¢zeniem
oraz wymiang fragmentéw chromosomoéw (rekombinacja)
w procesie tworzenia komorek plciowych. Geny mialy
by¢ zorganizowane w formie liniowej. Im blizej siebie
lezaly geny w chromosomie, tym rzadziej wystgpowata
ich rekombinacja w procesie crossing-over. Jednocze$nie
chromosomy olbrzymie §linianki muszki owocowej, posia-
dajace morfologiczne znaczniki struktury (jasne i ciemne
pasma poprzeczne) i funkcji (puty), postuzyly Morga-
nowi do badaf zaleznoSci migdzy zmianami w genach
i relacjg tych zmian do znacznikéw. Badania te pozwolity
na sporzadzenie fizycznej mapy chromosomow Slinianki
i poréwnanie jej z mapa uzyskang z badan nad rekom-
binacja.

Odkrycie chromosomoéw (W. Flemming i E. Stras-
burger) pozwolilo na poznanie zjawiska mitozy i mejozy.
Terminem mitoza okresla si¢ podziat komorki soma-
tycznej na dwie identyczne komorki potomne. Mitoze
poprzedza duplikacja chromosoméw, a nastgpnie roz-
mieszczenie ich rownowaznikow do komorek potom-
nych. Mejoza jest zjawiskiem zlozonym, majacym miej-
sce w czasie formowania komorek piciowych. W czasie
mejozy nastepuje zredukowanie liczby chromosomow
do potowy w kazdej komorce piciowej obu rodzicow, tak
jak to postulowal Mendel dla swoich ,,czynnikow” lub
yalleli”.

W wyniku badafn Mendla i Morgana sformutowano
chromosomalng teori¢ dziedzicznosci. Wedlug tej teorii
geny byly jednostkami dziedziczno$ci utozonymi wzdiuz
chromosomu, ztaczonymi ze sobg jak paciorki r6zanca
i majacymi wzgledem siebie stala pozycje — locus. Spo-
rzadzone zostaly mapy sprzezen genéw, to jest ozna-
czono wzgledne odlegltosci, w jakich geny roziozone sa
wzgledem siebie. Dotychczas nieokreSlone pojecie genu,
ujmowane jako stan lub proces, sprowadzono do nadal
jeszcze niezdefiniowanego ,,czynnika”, ale czynnika zlo-
kalizowanego w materialnym chromosomie czyli morfo-
logicznej, dostepnej do obserwacji strukturze komorki.
Morgan przewidziatl, ze indywidualny gen moze spelniac
wiele funkcji i dawac szeroki wachlarz efektow. Dalej
domniemywal, ze kazdy gen moze mie¢ swoiste dziatanie
(efekt) w danym narzadzie, ale takze swoiste w innym
narzadzie, a w wyjatkowych przypadkach we wszystkich
narzadach i w cechach calego organizmu. Te mysli, jak
opdznione echo, wracaja po dziesigtkach lat do wspdt-
czesnej biologii.

Uczet Morgana, Herman J. Muller (p6Zniejszy
laureat Nagrody Nobla) przy pomocy promieni rentge-
nowskich i zwiazkéw chemicznych uzyskat rézne feno-
typy muszki owocowej, przypisujac te nowe fenotypy
uszkodzeniom (mutacji) genéw. Muller uwazat geny za
»fundament zycia” — stabilne struktury, do ktdrych sa
,doczepione” inne elementy organizmu.

Stworzenie podstaw cytogenetyki zawdzieczamy
Walterowi Suttonowi. Gtosil on, ze chromosomy sg

nos$nikiem cech dziedzicznych i w 1903 r. sformutowat
podstawowe kanony dziedziczenia chromosomalnego:
wszystkie organizmy w komorkach somatycznych zwiera-
ja podwdjny komplet chromosoméw; komorki rozrodcze
(plemnik i komorka jajowa) zawieraja tylko pojedynczy
komplet chromosoméw — ojca lub matki, a zaptodniona
komorka jajowa (zygota) ponownie posiada podwojny
komplet chromosoméw (ojcowski i matezyny). Z zygoty
powstaje organizm potomny o podwdjnym komplecie
chromosomoéw, podobnie jak u ojca i matki.

Termin ,,genetyka” jako nauka o dziedziczno$ci
zostal wprowadzony przez Williama Beatsona (poczatek
XIX wieku). Beateson sadzit, ze istnieja ,,jednostki wta-
Sciwosci” (niekiedy nazywat je rowniez ,,genami”), wyste-
pujace w antagonistycznych parach. Te jednostki nazwat
yallelomorfami” (allelomorph = inna forma). Zaptod-
niong komarke jajowa (zygota), powstajaca ze zlaczenia
si¢ w par¢ podobnych allelomorféw matczynej gamety
(komorka jajowa) i ojcowskiej gamety (plemnik), nazywa-
my homozygota. Jesli w gametach rodzicielskich wystapia
allelomorfy niepodobne do siebie, po akcie zaptodnienia
powstanie heterozygota. Do dzi§ pozostal termin ,,allel”
jako alternatywny stan genu strukturalnego.

»Gen” Batesona i ,gen” Johannsena nie mialy
okreslonej materialnej struktury. Geny byly hipotecznym
»czyms$” (czynniki, procesy?), co dawalo zdefiniowane
wiadciwosci (cechy) i co byto odpowiedzialne za przeka-
zanie cech rodzicielskich potomstwu.

Na poczatku XIX wieku nie bylo duzego zaintere-
sowania fizyczng struktura gendw. Jedynie H. J. Muller
podejmowal badania nad zmienno$cig mutacji wywota-
nych u D. melanogaster promieniami Rentgena, sadzac
(podobnie jak Max Delbriick), ze analiza zmiennoSci
mutacji w relacji do energii radiacyjnej pozwoli na zdefi-
niowanie pewnych cech fizycznych (np. wielkos¢) genu.

Nowa dyscyplina nauki, genetyka, uwazana byla
za nauke jedynie uzyteczng w agronomii, zwlaszcza
w hodowli roSlin i zwierzat, czego wyrazem bylo powoly-
wanie zwlaszcza w St. Zjednoczonych zespoldéw i instytu-
¢ji zajmujacych sie ta dziedzing. Rozwoj genetyki popu-
lacyjnej byt utrudniony przez fakt, ze cechy osobnicze
ilosciowe maja zwykle charakter wielogenowy (i wielo-
czynnikowy).

Powiazania genetyki z embriologia byly luzne i przez
dtugi czas istniat wyrazny rozdzial miedzy tymi dyscypli-
nami. W dociekaniu podstaw ewolucji zrodzila si¢ teoria
neo-Darwinizmu, wskazujaca na zwiagzki procesu ewolucji
z genetyka. Teoria ta odrzucata mozliwos$¢ dziedziczenia
cech nabytych (co postulowat Lamarck i co dokumen-
towal naiwny eksperyment Weissmana, wykazujacy, ze
mimo obcinania ogonéw myszom w kilku pokoleniach
nie rodzily si¢ myszy bez ogonéw!), podkreslata mutacje
(genéw) jako podstawe istnienia zmiennoSci i wskazywata
na eliminacj¢ z populacji osobnikdw stabo dopasowanych
na rzecz osobnikow lepiej dostosowanych do §rodowiska
i wykazujacych przeto zwigkszong zdolno$¢ do repro-
dukcji. Do sformutowania ,,syntezy neo-Darwinizmu”
przyczynily si¢ poglady Theodosiusa Dobzhansky’ego,
ale hipoteza miala nadal charakter domniemania, gdyz
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natura genu, zjawisko mutacji, mechanizm zmiennosci
i rozw(j osobniczy pozostawaly nadal w obszarze abs-
trakcji.

Uderzajace sa slabe zwigzki genetyki z chemia,
ktora pod koniec XIX wieku poczynita znaczne poste-
py W poznawaniu procesOw biegnacych w zywych orga-
nizmach.

Mimo nieokre§lonej natury genow, przypisywano
im wiele niezwyklych wtasciwosci: geny mialy mie¢ moc
dzialania, by¢ sitg sprawcza (przyczynowa), mie¢ zdolno$¢
do samoreprodukcji, co nadawalo genom atrybut zycia.
Geny mialy mie¢ sil¢ animowania i kontroli rozwoju
organizmu, a takze mialy by¢ biatkami lub aperiodyczny-
mi krysztatami, upakowanymi w chromosomach, zawie-
rajacymi ,,zapisy kodowe” (Schrodinger, 1998).

Okres poszukiwan i niepewnos$ci

Zywiolowy rozw6j biochemii na przetomie XVIII wieku
iw pierwszej potowie XIX wieku umozliwil réwniez roz-
woj genetyki — nauki o dziedzicznoSci.

W 1909 roku lekarz londynski Archibald Garrod
przedstawil dowdd na dziedziczny charakter metabolicz-
nego zaburzenia zwanego alkaptonuria i jednoczesnie
doszedt do wniosku, ze zaburzenie to polegalo na nie-
moznosci metabolicznego rozerwania pierScienia ben-
zenowego tyrozyny. Dowodzil, Ze najprawdopodobnie;j
u chorych wystepuje wrodzony brak odpowiedniego enzy-
mu, a poniewaz choroba byta dziedziczna, wigc musiata
by¢ zwigzana z defektem genetycznym.

Inni badacze (Boris Ephrussi, Georg Beadle, Fritz
von Wettstein i in.) poczynili obserwacje nad dziedzicze-
niem koloru oczu u owadéw (motyl, muszka owocowa)
oraz antocjanin u ro§lin, wskazujac na zaleznosci mig-
dzy powstajacym w wyniku reakcji katalizowanych przez
enzymy barwnikiem a dziedzicznoScia. Byly to zatem
pierwsze przyblizone opisy funkcji gendw i ich zwiazkow
z funkcja enzymow.

Waznym postepem, wskazujacym na SciSlejsze rela-
cje miedzy genetyka a biochemia, byly badania Georga
Beadle i Edwarda Tatum nad pleSnig Neurospora. Przy
pomocy promieniowania badacze indukowali u zarodni-
koéw plesni mutacje, ktore powodowaly utrate zdolnoSci
syntezy stosunkowo prostych zwigzkéw chemicznych
(np. witamin, aminokwasow), niezb¢dnych dla wzrostu.
W toku doSwiadczefi znaleziono takiego mutanta plesni,
ktoéry nie byl w stanie syntetyzowaé jednego z amino-
kwasow, tryptofanu. Krzyzowanie mutantow i hodowle
plesni na odpowiednich prostych pozywkach umozliwity
badaczom precyzyjne okreSlenie szlaku biosyntezy trypto-
fanu i wykazanie, ze kazdy etap syntezy byl kontrolowany
przez oddzielne enzymy i r6zne, odpowiadajace im geny.
Tak powstala hipoteza ,,jeden gen — jeden enzym”. Gen
nosit wigc atrybuty ,,planu” dla budowy biatka.

Badania metaboliczne wykazaly, ze geny kontroluja
nie tylko ogodlne, biologiczne cechy organizmu, lecz takze
enzymy majace SciSle okreslone, mierzalne funkcje. Stad
zrodzita si¢ hipoteza, ze same geny sg niczym innym jak
samosyntetyzujacymi i samoreplikacyjnymi enzymami.

A poniewaz wiedziano juz, ze enzymy sa biatkami hipo-
tezy ,jeden gen — jeden enzym” uzywano réwniez naprze-
miennie jako ,jeden gen — jedno bialko”. Hipoteza ta
przez wiele lat byta wiodaca koncepcja opisujaca nature
genow. Podkre§lam ten fakt, aby uswiadomic sobie, jakie
meandry pokonuje my$l badacza, by na podstawie groma-
dzonej wiedzy usitowaé budowac obraz swiata.

Okoto 1869 r. lekarz szwajcarski F. Miescher wyizo-
lowat z jader komorek zawartych w ropiejacych ranach
substancje, ktorej dat nazwe ,,nukleina”, nazwana potem
kwasem nukleinowym. Podstawowa cegietka kwasu
nukleinowego jest nukleotyd. Kazdy nukleotyd zbudo-
wany jest z kolei z jednej z czterech rodzajoéw zasady azo-
towej o symbolu: A (adenina), T (tymina), G (guanina),
C (cytozyna), jednej czasteczki cukru (deoksyryboza)
i reszty fosforanowej (odpowiedzialnej za kwasny cha-
rakter nukleotydu i kwasu nukleinowego). W tekscie
symbole A, T, G, C uzywane sa wymiennie dla oznaczenia
zaréwno zasady, jak i nukleotydu.

Duze znaczenie dla rozwoju wiedzy o genie miat
fakt rozréznienia dwoch rodzajéw kwasoéw nukleino-
wych: DNA zawierajacego deoksyryboze jako skiadnik
cukrowy i RNA, zawierajacego ryboze. Stad pochodza
tez akronimy utworzone z ich nazwy w jezyku angielskim:
DNA - deoxyribonucleic acid i RNA - ribonucleic acid.
W RNA zamiast tyminy (T) wyst¢puje uracyl (U). Meto-
dy rozrdzniania obu typow kwaséw nukleinowych przy
pomocy odmiennego sposobu barwienia pozwolito na ich
lokalizacje w komorkach zwierzgcych. RNA wystepowat
gtownie w cytoplazmie (J. Brachet), a DNA w jadrze,
w chromosomach (T. Caspersson).

Przez parg dziesiatkOw lat czasteczce DNA nie przy-
pisywano specjalnego znaczenia, zwlaszcza, ze jeszcze
do lat 30. ubieglego stulecia uwazano, ze jest to prosta
czasteczka. DNA miat by¢ ztozony z czterech nukleoty-
dow, powtarzajacych si¢ monotonnie wzdtuz czasteczki.
Cho¢ szwedzki badacz T. Caspersson wykazatl, ze DNA
jest sktadnikiem chromosomdw, sadzono, ze stanowi on
tylko swego rodzaju ruszt lub podpor¢ dla czasteczek
biatkowych, odpowiedzialnych za swoistoS¢ genetyczna.
Wybor kilkudziesigciu najwazniejszych prac opisujacych
badania nad odkryciem DNA, poznaniem jego struktury
i wlaSciwosci znajdzie Czytelnik w obszernym tomie opra-
cowanym przez J. H. Taylora (Taylor, 1965).

W 1928 r. F. Griffih opisat niezwyktle spostrzezenie.
Niewirulentne (nie dajace efektu patologicznego) dwo-
inki zapalenia ptuc u myszy zmieszane z wirulentnymi,
ale zabitymi dwoinkami, ulegaly przeksztatceniu (trans-
formacji) i stawaly si¢ wirulentnymi. Co wigcej, cecha
wirulencji pojawiala si¢ w bakteriach niewirulentnych
nawet wtedy, gdy do ich kolonii dodawano jedynie eks-
trakt z zabitych, wirulentnych bakterii.

W 1944 r. Oswald T. Avery, badacz z prestizowego
Instytutu Rockefellera oraz Colin MacLeod i Maclyn
McCarthy, idac Sladem odkrycia Griffitha, dostarczyli
dowodu, ze czynnikiem transformujacym, przenoszacym
ceche wirulencji, byt DNA. Odkrycie Avery’ego stato si¢
wielkim wyzwaniem dla powszechnie przyjmowanej hipo-
tezy o biatkowej naturze genu. Tymczasem doSwiadczenia



Avery’ego wskazywaly jednoznacznie na DNA jako cza-
steczke przenoszaca ceche fenotypowa, a wigc majaca
atrybut genu.

Nieformalna ,,grupa fagowa” amerykanskich bada-
czy, dzialajaca w latach 1940-1960, obrata bakteriofagi
jako model badawczy zjawisk zycia. Trzon grupy stanowili
m.in. Max Delbriick, Salvadore Luria, Nikolaj Timofeeff-
Ressovsky, Alfred Hershey. Delbriick sadzit, ze bakterio-
fagi sg elementarnymi czasteczkami biologicznymi, ktére,
przez swa zdolnos¢ do infekowania bakterii i gwattowne-
£0 namnazania si¢, stanowia idealny model do badan nad
fundamentalng cecha zycia — samoreplikacja. Ponadto
Joshua Lederberg (1951) wykazal, ze bakteriofag moze
przenosi¢ cechy dziedziczne z jednego szczepu bakterii
na inny (zjawisko transdukcji).

Proces replikacji bakteriofaga ma miejsce w zaka-
zonej bakterii. Ku powszechnemu zdumieniu, Alfred
Hershey i Martha Chase (1952) udowodnili jednak, ze
w procesie zakazenia fag nie wchodzi do komorki bakte-
ryjnej w calosci, lecz wstrzykuje jedynie do wnetrza bak-
terii swoj DNA. Biatkowa otoczka bakteriofaga pozostaje
na powierzchni blony komorkowej bakterii. Konkluzja
z doswiadczenia Hershey-Chase byta prosta: DNA fago-
wy zawiera cala informacje potrzebng dla reprodukc;ji
i uformowania dojrzatego bakteriofaga.

Odkrycie zjawiska transformacji i transdukcji oraz
poznanie mechanizmu infekcji bakterii bakteriofagiem
byly bodZzcem dla intensywnych badai nad budowa DNA
i jego rola w przenoszeniu cech dziedzicznych. Szybko
zblizal si¢ rozkwit nowej wiedzy o genie jako fizyczne;j
czasteczce.

Gen materialny — DNA

W omawianym okresie genetycy sadzili, ze podstawowa
i wyjatkowa wilasciwoscia genu jest zdolno$¢ do samore-
plikacji. Ta wiaSciwos¢ genu jest wiasciwoscia oddzielong
od funkcji genu, zatem ,,samoreplikacja” moze by¢ bada-
na niezaleznie od funkcji. W konsekwencji badania nad
zjawiskiem samoreplikacji DNA nie zajmowaly genety-
kéw, lecz gtownie fizykow i chemikow i sprowadzaly si¢
gtéwnie do konstruowania modeli.

Odkrycie struktury DNA (Watson i Crick, 1953),
dokonane w Cavendish Laboratory, jest zapewne naj-
bardziej powszechnie znanym odkryciem w biologii.
Cytuje tylko pierwsza publikacje Watsona i Cricka
z Nature z dnia 17 kwietnia 1953 r. zaczynajaca si¢ od
stow: ,,Chcemy sugerowac strukturg (...) kwasu deoksy-
rybonukleinowego D.N.A.)”. Nast¢gpne serie prac tych
autorow znajdzie Czytelnik w zbiorze publikacji (Taylor,
1965). Zaréwno Crick, jak i Watson, nie prowadzili badan
laboratoryjnych. Ich zasadniczym zrodiem wiedzy byly
nieformalne dyskusje z Maurice Wilkins’em, rzadziej
z Rozalindg Franklin — wspolpracowniczka Wilkinsa,
ktora rowniez interesowala si¢ badaniem struktury DNA
metoda dyfrakcji promieni rentgenowskich. Praca obu
badaczy sprowadzata si¢ do konstruowania fizycznego
modelu, ktéry uwzglednial fizyczne proporcje, odlegiosci,
katy, wiazania i sily oddzialywania mig¢dzy poszczegdl-

Rye. 1. Schemat ilustrujacy strukture i replikacje DNA. a) struktura DNA
— dwa pasma utworzone przez ciag nukleotydéw (nukleotyd to jedna z
czterech rodzajow zasad A, C, G, T, reszta cukrowa i reszta fosforanowa),
zwinigte wzdluz osi, tworza helis¢. Pasma utrzymane s3a migdzy soba
przez wigzania chemiczne migdzy zasadami A-T i G-C. Struktura
przypomina ,spiralne” schody, w ktdrych stopnie stanowa plaszczyzny
par zasad, prostopadie do osi. Odstep migdzy kolejnymi stopniami
wynosi 3,4 Angstréma. b) schemat replikacji DNA. Na kazdym ,,starym”
pasmie DNA odtwarza si¢ nowe pasmo. Po ukoficzeniu replikacji dwie
czasteczki potomne (,,nowe”) majg sekwencj¢ nukleotydoéw identyczna,
jak w starej czasteczce. (Zapozyczono z: J. D. Watson: The double helix,
Weidenfel and Nicolson, London, 1968)

nymi atomami sklfadnikow DNA. Nie bez znaczenia dla
konstrukcji modelu struktury DNA byly wyniki badan
Erwina Chargaffa (Chargaff, 1950) nad DNA i zauwa-
zona przez niego regula, ze zasady DNA istnieja w ekwi-
walentnych iloéciach: stosunek A:T = 1 oraz G:C = 1.
Reguta ta nasuwala mysl, ze w czasteczce DNA moze
zachodzi¢ parowanie zasad, czyli chemiczne wigzanie
zasad w pary A z T i G z C. Crick uznawat wkiad Char-
gaffa w budowaniu modelu DNA, czemu wielokrotnie
dawal wyraz (Crick, 1988)."

W modelu struktury czasteczki DNA Watsona-
Cricka (Ryc. 1) oba pasma DNA biegng anty-réwnolegle
(maja odmienng polarnos¢) i sg skrecone wzdiuz swojej
osi (helisa). Oba pasma sg utrzymane w rejestrze dzigki
wigzaniom chemicznym (wodorowym) mig¢dzy parami
zasad A-T i G-C, dopasowujacym je wzajemnie do siebie.
Dowolny ciag par nukleotydow w czasteczce DNA mozna
zatem zapisac jako ciagg sekwencji jednego (np. gornego)
pasma: AGCATTCCG...

*

NB Chargaff odczuwal przez reszt¢ swego zycia pewne
niedowartosciowanie swego odkrycia przez przysztych noblistow
i czgsto powtarzal nieco zgryzliwg sentencje (ktérg parokrotnie
bezposrednio slyszalem na jego wyktadach), ze ,biolog moleku-
larny to jest taki cztowiek, ktory uprawia biochemig bez posiadania
licencji chemika”.
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Ryec. 2. Schemat zapisu fragmentu dowolnej sekwencji nukleotydow
w dwupasmowe]j czasteczce DNA. a) Oba pasma sa trzymane
w komplementarnym ,,rejestrze” dzigki wigzaniom zasad A-T i G-C.
Kazda z zasad zwigzana jest z cukrem (deoksyryboza) o pigciu atomach
wegla (17 do 57), a ten tworzy wigzanie poprzez atom fosforu z nast¢pna
czasteczkq cukru, migdzy atomami wegla 3’1 5°. W ten sposob powstaje
cigglo$¢ pasm DNA wzdluz osi czasteczki. Zasada azotowa zwigzana
z deoksyrybozg i resztg fosforanowgq stanowi nukleotyd. Strzatki pokazuja
polarnos¢ czasteczki DNA od 5’ do 3’. Oznakowanie 5’ lub 3’ bierze si¢
od wolnego wigzania (na koncu czasteczki DNA) przy 5’ lub 3’ pozycji
atomu wegla deoksyrybozy. b) Uproszczony zapis sekwencji. Literami
(A, T, G, C) oznaczone sg jedynie zasady azotowe tworzace ,.kod”.
Reszty cukrowe i fosforanowe powtarzaja si¢, zatem nie ma potrzeby

uwzgledniac ich w zapisie

Kazda para nukleotydow A-T lub G-C zajmuje w osi
czasteczki pewna przestrzen (ok. 3.4 Angstréma) i przeto
stuzy jako miara diugosci (wielkoSci) czasteczki DNA lub
jego fragmentu. Méwimy wiec, ze np. gen ma 1500 par
zasad lub 1,5 kilo par zasad (para zasad w jezyku angiel-
skim — base pair; stad zwykle pochodza skréty ,,bp”, tu:
1500 bp lub 1,5 kb).

Dowolng sekwencje nukleotydow mozemy zapisaé
jako ciag symboli literowych (Ryc. 2b), bez zaznaczania
czasteczek cukrowych i reszt fosforanowych, ktore two-
1z jedynie zewngtrzne rusztowanie, utrzymujace cigglos$é
czasteczki DNA (Ryec. 2a).

Of czasteczki (,,wngtrze” czasteczki) stanowig pary
A-T i G-C, ulozone jedna nad druga i powigzane wig-
zaniami wodorowymi, natomiast reszty fosforanowe
i deoxyrybozy sa ,,na zewnatrz”. Reszty fosforanowe
nadaja charakter kwasny czasteczce DNA, stad w nazwie
znajduje si¢ sfowo ,.kwas” (kwas deoksyrybonukleinowy),
co niespecjalistom, np. w znanej anegdocie z Lysenka,
nasuwa pospolite skojarzenia”".

" Prof. Ilja B. Zbarsky opowiadal mi, ze po referacie Prof.
Bielozierskiego o budowie i znaczeniu kwasu deoksyrybonuk-
leinowego, sceptyczny Lysenko poprosilt o probke roztworu DNA.
Ku zdumieniu asystenta Bielozierskiego, ktdry nastepnego dnia
dostarczyt probke, Lysenko wylal na dion parg kropli roztworu,
posmakowal je jezykiem i oznajmit: ,Eto na wierno nie kisfota”
(,,To na pewno nie kwas”).

Zadne z dotychczasowych odkryé w biologii nie
miato tak wielkiego wplywu na rozwdj nauki, jak odkry-
cie struktury czasteczki DNA, dokonane przez Watsona
i Cricka.

Model Watsona-Cricka sugerowal koncepcj¢ semi-
konserwatywnej replikacji DNA czyli odtwarzania (synte-
zy) identycznych wzgledem kazdego z komplementarnych
pasm kopii (czyli takiego samego ciagu sekwencji zasad),
w wyniku czego powstaja dwie czasteczki potomne,
identyczne z czasteczka macierzysta (Ryc. 1b). Semikon-
serwatywny model replikacji DNA zostal potwierdzony
w 1. 1957 przez Mattew Meselsona i Franklina Stahla
(zob. Taylor, 1965). Watson i Crick sadzili, ze model
czasteczki DNA zapewnia jedng z podstawowych cech
postulowanych dla czynnika dziedziczno$ci: mozliwos¢
powielania czasteczki z zachowaniem budowy i uktadu
sekwencji zasad (nukleotydow) czasteczki macierzyste;.

Struktura czasteczki DNA, ztozona z dwoch kom-
plementarnych w stosunku do siebie pasm i semikon-
serwatywna replikacja sugestywnie, aczkolwiek mylaco,
ujmowana jest czesto jako inherentna zdolnos¢ DNA ,,do
samoreplikacji”. W istocie utworzenie dwoch czasteczek
potomnych (replikacja) z czasteczki DNA, od poczat-
kowej fazy oddzielania si¢ pasm do ukoficzenia procesu
prowadzona jest przez ztozone systemy enzymatyczne.

W pézniejszych latach odkryto, ze pasmo DNA
stuzy rowniez jako matryca do syntezy komplementarne;j
nici RNA. Czasteczka DNA jest uwazana za strukture
stabilng mimo, ze DNA ma (wprawdzie ograniczone)
zdolnoSci autokatalityczne (DNAzymy) (por. Adamala
i Pikufa, 2004). Rowniez niektore szczegdlne sekwencje
DNA maja zdolno$¢ do przemieszczania si¢ (por. nizej),
a w komorkach somatycznych zachodzi zjawisko rekom-
binacji (np. formowanie i rearanzacja genéw w proce-
sie odpowiedzi immunologicznej, rearanzacja sekwen-
cji kodujacych receptor powierzchniowy limfocytow
typu T).

Odkrycie Watsona i Cricka zostalo jednoznacznie
przyjete przez biologéw i genetykéw jako odkrycie mate-
rialnej struktury genu. W euforii towarzyszacej odkryciu
badacze ci wypowiedzieli wiele deklaracji cytowanych do
dzisiejszego dnia, nadajacych genowi (DNA) moc spraw-
cza i plasujacych gen (DNA) na centralnej pozycji w zja-
wisku zycia: ,,OdkryliSmy istote zycia”, ,,Geny sg istota
zycia”.

Nawet po uplywie dziesiatkéw lat przekonanie, ze
geny/DNA sa jaka$ samoistng sita sprawcza procesow
rozwojowych i samego zycia jest przewodnig mysla wypo-
wiadang przez wielu badaczy. Wspdiczesne definicje genu
opieraja si¢ na uznaniu go jako realnej, fizycznej jednost-
ki genomicznej i formowane sa w oparciu o sekwencje
DNA. ,,Genes are made of DNA” stwierdza czolowe
dzieto ,, The Molecular Biology of the Cell” (Alberts i in.,
1994).

Kod genetyczny

Identyfikacja DNA jako materialnego no$nika cech dzie-
dzicznych i odkrycie struktury DNA otwarly nast¢pny



problem: na czym polega ,.kod genetyczny” i rola DNA
(identyfikowanego juz z genem) w syntezie biatka, ktore
jest ostatecznym wyrazem funkcji genu. W latach 50. byto
juz ugruntowane przekonanie, ze synteza biatka w cyto-
plazmie polega na uformowaniu tancucha aminokwasow
(taficuch polipeptydowy), ktdry nastgpnie spontanicznie
przyjmuje konformacje przestrzenna (falduje si¢) i staje
sie czasteczka funkcjonalng. Podstawowych aminokwasow
jest 20. Ustalony tez byt fakt, ze DNA znajduje si¢ w ja-
drze komoérkowym, a synteza biatka ma miejsce w cyto-
plazmie. Pierwsze pytanie bylo: jak przektada si¢ instruk-
cja zawarta w DNA na ciag aminokwasdéw w biatku?

Juz w pierwszej publikacji w Nature (kwiecien, 1953),
poswigconej wyltacznie strukturze czasteczki DNA, Crick
i Watson przedstawili krotki komentarz, ekscytujac Swiat
badaczy: ,,Nie uszedt naszej uwadze fakt, ze swoiste paro-
wanie [zasad], ktére postulujemy, natychmiast nasuwa
sugestie co do mozliwego kopiowania materialu genetycz-
nego”. To wywazone sformulowanie byto podyktowane,
jak przyznaje Crick, zapewnieniem sobie pierwszefstwa
w kwestii dalszych prac nad kodem genetycznym (Crick,
1988).

George Gamow sugerowal, ze istnieje bezpoSred-
nia relacja migdzy sekwencjami nukleotydow w DNA
a sekwencja aminokwasow biatka. Gamow rozwazatl
nawet strukture ,.kodu”, ktéra miataby obejmowac trzy
zasady (nukleotydy), czyli triplet tworzacy kodon, ktory
mial by¢ kodem naktadajacym si¢. Poglad Gamowa, cho¢
krytykowany przez Cricka, byl jednak pewna inspiracja
dla niego i nasunat my$l o bezposrednim zwiazku migdzy
nukleotydami DNA i aminokwasami oraz kolinearnoscia
miedzy DNA i taficuchem biatkowym. Jednak molekular-
ny mechanizm rozpoznajacy taki kod byt nadal trudny do
wyobrazenia.

Na zasadzie podobnej odlegtosci migdzy nukleoty-
dami w pasmie DNA i wigzaniami peptydowymi amino-
kwasow w biatku Alexander Dounce w 1953 r. sugerowat,
ze DNA moze sluzy¢ jako matryca dla syntezy RNA,
a ten ostatni moze by¢ wtdrng matrycg dla syntezy biatka.
Podobng sugestie wysungli juz wezesniej francuscy bada-
cze André Boivin i Roger Vendrely. Oba te fakty sa mato
znane, cytuj¢ je za Morange (Morange, 1998).

Tymczasem badania nad syntezg biatka w ukfadach
bezkomorkowych wskazywaly, ze dla syntezy niezbedne
sa m.in. mikrosomy, ekstrakty komoérkowe zawieraja-
ce enzymy i RNA oraz ATP jako Zrddlo energii. Paul
Zamecnik i in. wykazali, ze w takim systemie znako-
wany aminokwas byt ,ladowany” na matla czasteczke
RNA, a nastepnie wchodzit w fanicuch polipeptydowy.
Juz w 1954 r. Crick przewidzial, ze w systemie syntezy
biatka musi istnie¢ drobna czasteczka RNA (,,adaptor™),
ktéra wchodzi w interakcj¢ z tripletem (kodonem)
matrycy (DNA?, RNA?), a drugi region adaptora wigze
aminokwas i dostarcza go do powstajacego polipeptydu.
Adaptor miatby mie¢ role ,,reduktora”, ttumaczacego
trzy sasiadujace nukleotydy pasma DNA na jeden ami-
nokwas w tancuchu biatka. Musi istnie¢, dowodzit Crick,
przynajmniej 20 takich rodzajow matych czasteczek RNA
—jeden dla kazdego aminokwasu. Istotnie, kilka lat p6z-

niej odkryto klas¢ czasteczek transportujacego (trans-
portujacego aminokwas) RNA (tRNA). Okazato si¢ jed-
nak, ze rozpoznaja one triplety nie DNA, lecz wowczas
jeszcze nie znanego informacyjnego RNA — czasteczki
posredniczacej migdzy matryca DNA a osrodkami syn-
tezy biatka.

W 1957 r. Crick i Leslie Orgel zaproponowali kon-
cepcje ,,ramki odczytu” (reading frame) jako teoretycz-
nego rozwigzania kodu. Trzy sasiadujace w pasmie DNA
nukleotydy czyli triplet koduja dany aminokwas, ale gdy
ramka odczytu przesunie si¢ o jeden nukleotyd, to wszyst-
kie nastepujace triplety traca swoj sens kodujacy. Crick
na posiedzeniu British Society of Experimental Biology
przedstawil poglad, ze koficowa konformacja przestrzen-
na czasteczki biatkowej jest zdeterminowana sekwencja
aminokwasow i zachodzi spontanicznie, a takze suge-
rowal, ze swoisto§¢ kwasdéw nukleinowych polega na
sekwencji zasad (nukleotydéw) i oglosil wstgpna wersje
swego stynnego ,,dogmatu gtéwnego” (central dogma),
wskazujac jedynie, ze czg$¢ ,,RNA musi by¢ pod kontrolg
DNA”. Ostateczna wersja glownego dogmatu, ze prze-
plyw informacji biegnie od DNA przez RNA do biatka
nie mogta by¢ jeszcze sprecyzowana, bo w tym czasie nie
zostala jeszcze odkryta klasa informacyjnego RNA (mes-
senger RNA - mRNA).

»Jest teraz — czytamy w pracy Cricka i in. (Crick
i1in.,1961) — duzo posSrednich dowodoéw, ktore sugeruja,
ze sekwencja aminokwasow wzdluz taficucha polipeptydu
biatka jest okreslona przez sekwencje zasad wzdiuz pew-
nej szczegdlnej czesSci kwasu nukleinowego w materiale
genetycznym”.

Informacyjny RNA (mRNA) zostat odkryty w 1960 r.
przez Artura Pardee, Frangois Jacoba i Jaques Monod,
ktorzy na podstawie badan wtasnych nad indukowalnym
enzymem beta-galaktozydaza i jej genem u bakterii
postulowali istnienie krdtko zyjacego RNA. Taka labilna
czasteczka RNA miataby poSredniczy¢ w przenoszeniu
informacji mi¢dzy genami (DNA) a mikrosomami jako
osrodkami syntezy biatka (mikrosomy okreslono p6zniej
jako rybosomy). Do zblizonych wnioskéw prowadzily
tez badania Heinrich Matthaei i Marshalla Nirenberga
w National Institutes of Health (NIH), jak tez wyniki
badan Francois Grosa.

Tuz przed koficem 1961 r., w Nature Crick i in. (zob.
Taylor, 1965) podali og6élne cechy uniwersalnego kodu:
a) grupa trzech zasad [nukleotydéw] koduje jeden ami-

nokwas

b) kod nie ma charakteru kodu ,,naktadajacego”

c) sekwencja zasad jest prawdopodobnie odczytywana
od okreSlonego punktu startowego. Nie ma specjal-
nych ,,przecinkdw” wskazujacych jak wybieraC pra-
widlowy triplet

d) kod jest prawdopodobnie zdegenerowany; to znaczy,
ze jeden szczeg6lny aminokwas moze by¢ kodowany
przez kilka tripletow.

W tym czasie uksztaltowaly si¢ rowniez elementy
centralnego dogmatu Cricka, oparte na nast¢pujacych
stwierdzeniach: 1) cala genetyczna (dziedziczna) infor-
macja jest przechowywana w kwasach nukleinowych;
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2) struktura podwdjnej helisy DNA wyjasnia, jak infor-
macja jest przechowywana i kopiowana; 3) informa-
cja jest przechowywana jako kod digitalny (literowy);
4) informacja przeplywa nieodwracalnie od kwaséw
nukleinowych do biatek. Ostatnie stwierdzenie zostalo
spopularyzowane jako powiedzenie, ktore wyszto z pra-
cowni Cricka i Watsona: ,,DNA robi RNA, RNA robi
biatko, biatko robi nas”.

Mimo, ze w omawianym okresie zebrano duzo
dowododw, ze ,kod genetyczny” byl zapisany w DNA,
a czasteczka posredniczaca w syntezie biatka byt ,,mes-
senger” RNA (mRNA), molekularny mechanizm prze-
niesienia ,,kodu” z DNA na biatko i natura kodu nie byty
do kofica jasne. Wyniki dziesigtkow prac wskazywaly na
powiazanie DNA z synteza bialka i udziat w tym proce-
sie RNA. Oprocz mRNA i tRNA zidentyfikowano takze
rybosomalny RNA (rRNA), stwierdzono, ze wszystkie
klasy RNA powstaja w jadrze oraz, ze sa one komplemen-
tarne do sekwencji DNA. Dowodem, ze synteza RNA
zalezy od DNA byly m.in. obserwacje nad hamowaniem
syntezy RNA w réznych komoérkach, po zablokowaniu
matrycy DNA aktynomycyna D. Opracowanie modeli
syntezy bialka w systemach bezkomoérkowych pozwolito
na rozwo0j koncepcji dotyczacych funkcji w tym procesie
roznych klas RNA.

Stwierdzono, ze w bakteriach zainfekowanych
fagiem ma miejsce szybka synteza RNA i ze ten RNA
bierze nastgpnie udzial w syntezie fagowych biatek oraz
tworzy hybrydowa czasteczke — fagowy DNA i ,,nowy”
RNA. Wykrycie czasteczek hybrydowych DNA:RNA,
a takze oddzielenie dwoch pasm DNA (denaturacja)
i ponowne odtworzenie struktury dwupasmowej (rena-
turacja) wskazywaly na Scisle powigzania strukturalne
mi¢dzy tymi czasteczkami. Jak wspomnialem, przeglad
tych prac znajdzie Czytelnik w zbiorze pod red. J. H. Tay-
lora (zob. Taylor, 1965).

W 1961 r., na 5. Swiatowym Kongresie Bioche-
micznym w Moskwie, pracujacy w National Institutes
of Health (NIH), niemiecki biolog Heinrich Matthaei
i Marshall Nirenberg przedstawili doniesienie o ,,zlama-
niu kodu genetycznego” (Nirenberg i Matthaei, 1961).
System syntezy biatka, opracowany przez tych badaczy,
zawieral mieszaning podstawowych aminokwasow (wsrod
nich, w kolejnych dos§wiadczeniach, jeden aminokwas byt
znakowany izotopem radioaktywnym), ATP, drobnocza-
steczkowy RNA, ekstrakt bakteryjny i syntetyczng matry-
ceg, ale typu RNA - polimer ztozony z samych uracyli,
U-U-U-U-U- ... czyli poliU. Inkubacja takiej mieszaniny,
a nastepnie analiza zsytetyzowanego biatka wykazala, ze
matryca poliU kodowala monotonng czasteczke poli-
peptydu (,,biatka™), ztozong wytacznie z jednego rodzaju
aminokwasu — fenyloalaniny (akronim: Phe). Lancuch
polipeptydowy mial zatem budowe: Phe-Phe-Phe-...

Wkroétce uzyskano syntetyczne polinukleotydy (syn-
tetyczne RNA) o znanej i zaprogramowanej sekwen-
cji nukleotydéow (G. Khorana, M. Grunberg-Manago
i S. Ochoa), ktore uzyte w systemie Matthaei i Nirenber-
ga pozwolily w ciagu kilku lat poznac wszystkie kodujace
triplety, czyli ,,ztamac¢” kod genetyczny. Dla przykladu:

triplet UUU koduje fenyloalaning, GCU — alaning, AGC
—seryn¢, CUG - leucyng, itd. Kod genetyczny, opisujacy
triplety (kodony) RNA i odpowiadajace im aminokwasy
oraz kodony sygnalne ,,stop”, znajdzie Czytelnik w kaz-
dym podreczniku biologii.

Gen klasyczny — elementarz

Owczesna, oparta na hipotezie Cricka, definicja genu
glosita, ze gen jest ,,odcinkiem DNA” kodujacym biatko
(polipeptyd).

Dwa gléwne procesy sa niezbedne dla odczytania
informacji zakodowanej w genie (DNA) i wyrazenia jej
w postaci syntezy swoistego biatka: transkrypcja i trans-
lacja.

Proces transkrypcji czyli przepisanie kodujacych
sekwencji nukleotydowych DNA na liniowa, prekurso-
rowg czasteczke informacyjnego RNA (mRNA, messen-
ger RNA) zaczyna si¢ w okreS§lonym punkcie sekwencji
genu zwanej promotorem. Promotor zwykle poprzedza
poczatek genu (jest ,, na lewo” od poczatku, albo inaczej:
miesci si¢ ,,w gor¢” od poczatku genu). Na sekwencjach
promotora usadawia si¢ kompleks transkrypcyjny, prze-
suwajacy sie¢ od poczatku do kofica genu i rozrywajacy
chwilowo wigzania w helisie DNA. W wyniku transkrypcji
powstaje pojedyncza ni¢ mRNA, ktéra po ukonczeniu
transkrypcji na koficu genu oddziela si¢ od pasma DNA.
Oba pasma DNA ponownie tworzg dwupasmowa heli-
se. Kazdy gen moze daé poczatek tysigcom czasteczek
komplementarnego mRNA. ,Informacja genetyczna”
w postaci sekwencji tripletow nukleotydéw (kodondéw)
zawarta jest na tzw. pasmie sensowym (,sense”) DNA.
Informacyjny RNA (mRNA) kopiowany jest z pasma
DNA, komplementarnego do pasma ,,sense” czyli pasma
antysensowego (,antisense”). W wyniku transkrypcji
pasma anty-sensowego, w czasteczce mRNA odtwo-
rzona zostaje sekwencja pasma kodujacego czyli pasma
sensowego (por. Ryc. 3), ze znanym nam juz wyjatkiem:
w miejscu, gdzie w pasmie kodujacym DNA znajduje sie
T (tymina), w mRNA pojawia si¢ U (uracyl). Transkryp-
cja 1 pojawianie si¢ czasteczek mRNA w komorce jest
wyrazem ,,aktywacji” genu lub jego ,,ekspresji”. Przyjeto,
ze sekwencje kodujace biatko beda przedstawiane jako
zapis na mRNA, poczawszy od lewej strony (koniec 5’
czasteczki mRNA), od kodonu AUG. Kodon AUG jest
pierwszym tripletem, od ktorego zaczyna si¢ synteza
biatka.

Czasteczka mRNA, oprocz sekwencji tripletow
(kodonéw) kodujacych poszczegdlne aminowasy w poli-
peptydzie, niesie takze u obu koncéw czasteczki dodat-
kowe sekwencje (nie ulegajace translacji) oraz inne spe-
cyficzne sekwencje, jak zlokalizowany na poczatku cza-
steczki (57) sygnat (kodon) AUG dla startu odczytywania
(translacji) i sygnaly ,,stop” (kodony UAA, UAG i UGA)
dla zakonczenia odczytu (u konica 3’) i inne. Sekwencje
te stuza jako swoiste miejsca dla lokalizacji biafek i ich
komplekséw, niezbednych dla procesu odczytu, a takze
jako sekwencje biorace udzial w procesach kontrolnych,
zwigzanych np. z trwaloScig czasteczki mRNA. Odczyt,
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oA AT TCECTAMEAORGTATION .. s
Pasmo DNA .. TCGTAAGGCGATTGTCGCCATAAGCACG... Antisense

Transkrypcja \

¢ LCAGCATTCCGCTA
Uwolni ) 3 ACAGCGGTATTCGTGC...
nione chwilowo przez AERRRRRRNERARAR
kompleks trla"'skf!l-'PFYj“!" TGTCGC CATAAGCACG..
pasmo ,antisense” jest 3 L TCGTAAGGCGAT

przepisane na RNA FEEEET Rt
g ~-AGCAUUCCGCUA... = RNA

....................... -

5
e L TCTAGOOATIGTEGOEATANGE RO, e
~AGCAUUCCGCUAACAGCGGUAUUCGUGC... RNA

pasma anty-sens DNA, ktore ponownie

Przepisana czasteczka RNA oddziela sie od l
odtwarza strukture dwupasmowego DNA

AAGCAUUCCGCUAACAGCGGUAUUCGUGC...  RNA

Ryc. 3. Schemat transkrypcji. Przed rozpocz¢ciem transkrypcji pasma DNA zostaja chwilowo odsunigte

od siebie przez kompleks transkrypcyjny. ,,Przepisanie” sekwencji z DNA na RNA zachodzi na pasmie

antysensowym, komplementarnym do pasma sensowego. Zauwazmy, ze sekwencja w pre-mRNA oraz

polarnos¢ sg identyczne, jak w pasmie sensowym DNA (czyli ,,genie”), z tym, ze tyming (T) zastapit uracyl

(U). Zatem sekwencje genowe mozemy odczytywac na pasmie sensowym DNA, jak i na pasmie RNA,
poczawszy od 5’

czyli translacja informacji zawartej w mRNA na faficuch
biatkowy, czyli synteza biatka, zachodzi na rybosomach
w cytoplazmie komorki z dost¢gpnych tam wolnych ami-
nokwasOw i przy uzyciu czasteczek tRNA — ,,adaptoréw”,
postulowanych przez Crick’a i bardzo zlozonych syste-
mow ,,pomocniczych”.

Kazda czasteczka mRNA moze stuzy¢ do syntezy
tysigcy czasteczek bialka, ktore koduje. Jednak zywotnos¢
czasteczki mRNA jest regulowana. Powyzszy opis ilustru-
je ,ekspresje” genu i dotyczy w zasadzie genu bakteryjne-
go, ktory wystepuje jako ciagta sekwencja DNA.

Sadzono, ze w komoérkach jadrzastych (eukario-
tycznych) struktura genu jest podobna do struktury
w komorkach bakteryjnych. Ale w konicu lat 70. zaczely
pojawiac si¢ zdumiewajace doniesienia, ze u niektérych
wirusOw i w komoérkach eukariotycznych organizméw
wyzszych geny kodujace biatko z reguly majq sekwencje
kodujace nie w formie ciaglej, lecz s one poprzerywane
sekwencjami niekodujacymi. Walter Gilbert zapropo-
nowal, aby fragmenty kodujace (znajdujace si¢ nastgp-
nie w ,,dojrzalym” mRNA) nazywa¢ eksonami (E), zas
przedzielajace je sekwencje niekodujace intronami (I).
Geny o strukturze intron-ekson-intron-ekson... Gilbert
nazwal genami mozaikowymi. Nazywa si¢ je takze gena-
mi ,,podzielonymi” — split genes (Pierre Chambon i wsp.).
Graficznie strukturg takich gendw przedstawiamy jako
podwdjng linig, a kodujace sekwencje genowe (eksony,

E) jako pionowe krotkie linie, o r6znej grubosci, co ma
ilustrowac ich wzgledna diugo$¢ (Ryc. 4a) i wzgledne
proporcje migdzy eksonami (E) i intronami (I). Innym,
wygodnym przedstawieniem graficznym jest pokazanie
eksonéw (E) jako odcinkéw wypetnionych na podwdjnej
linii DNA (Ryc. 4b).

Zatem w komorkach eukariotycznych (jadrzastych)
procesy zwiazane z ekspresja genu wygladaja inaczej.
Skopiowana z genu wielka czasteczka zwana pre-mRNA
zawiera zar6wno kopie eksonéw, jak i intronow i podlega
procesowi ,,sktadania” (splicing). Z czasteczki pre-mRNA
zostaja usunigte introny, a eksony zostaja potaczone ze
soba w ciagla sekwencje, stanowiacg teraz ostateczna,
dojrzatg (znacznie mniejszg niz pre-mRNA) czasteczke
informacyjnego RNA (mRNA). Czasteczka mRNA jest
teraz gotowa podjac funkcj¢ kodowania biatka w cytopla-
zmie komorki.

Liczba eksonéw/intronéw jest rozna (od kilku do
kilkudziesigciu) w réznych genach i u réznych gatunkow.
Najwigksza znana mi z literatury liczba eksonow wystepu-
je u muszki owocowej D. melanogaster w genie o symbolu
Dsam i wynosi 115. Eksony te s rozrzucone na wielkim
siegajacym miliondw par zasad fragmencie DNA. Ludzki
homolog tego genu posiada ponad 100 eksondéw, podob-
nie rozsianych na duzym obszarze w znacznych odlegto-
$ciach od siebie.
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Ryc. 4. Powszechnie uzywane schematy ilustrujace budowe genu mozaikowego: a) gen o 6 eksonach;

pokazano wzglgdne proporcje dtugosci eksonéw (E) i intronéw (I); b) gen o trzech eksonach; zaznaczone sa

podstawowe sekwencje sygnalne. Opis w tekscie. Sygnaly ,,start” i ,,stop” pokazuja miejsca poczatku i konca
przepisywania ,,informacji” na sekwencje aminokwasow biatka

Introny we wszystkich genach sa z reguly znacz-
nie diuzsze od eksondw i ich taczne sekwencje zajmuja
czesto ponad 95% sekwencji pierwotnego transkryptu
(por. Ryc. 4a i 5a). Jeszcze kilkanascie lat temu introny
byly uwazane za ,,Smieciowego” DNA (junk DNA, por.
nizej). Tymczasem okazato si¢, ze w samych intronach
moga si¢ znajdowac sekwencje kodujace, nalezace do
innego genu, a takze sekwencje regulatorowe, np. tzw.
sekwencje wzmacniajace transkrypcje (enhancery), czgsto
lezace w znacznej odlegiosci ,,w dot” (czyli ,,na prawo”)
od poczatku genu. Sadzono, ze po wycieciu z pre-mRNA
introny jako transkrypt ,Smieciowy” ulegaja komplet-
nej degradacji jako sekwencje niepotrzebne. Obecnie
wiemy, ze introny jako gléwny sktadnik w pierwotnym
transkrypcie (pre-mRNA) i, wraz z transkryptami inter-
genowych sekwencji unikatowych niekodujacych biaika,
stanowiag wazny material, uzyteczny w regulacji wielu
procesow biologicznych. Ta porcja sekwencji, ktora znaj-
duje si¢ w intronach, najlepiej koreluje ze zlozonoScia
rozwoju ewolucyjnego (Mattick i Gagen, 2001, takze
por. nizej).

Nastepujaca definicja dobrze opisuje gen ,klasycz-
ny”, taki, jaki znaliSmy w koficu ubiegtego stulecia: ,,Gen
jest segmentem DNA wciggnietym w produkowanie fan-
cucha polipeptydowego; gen obejmuje regiony poprze-
dzajace i nast¢pujace po regionie kodujacym, jak rowniez
sekwencje wtracone (introny), lezace migdzy indywidual-
nymi segmentami kodujacymi (eksonami)” (zob. Lewin,
1994). Gen ,klasyczny” mial swojg SciSle zdefiniowang
liniowg strukture, swdj poczatek i koniec. Geny mialy by¢
ulozone jeden za drugim jako oddzielne jednostki funk-
cjonalne, jak paciorki r6zanca. Obecnie wiemy, ze geny
moga naktadac si¢ (,,overlapping”) i wowczas z pasma
»sense” odczyt zachodzi z przesunigciem ramki odczy-
tu, w wyniku czego na jednym pasmie ,,sense” moga by¢
zakodowane dwa polipeptydy. Takze pasmo ,,antisense”,

do niedawna uwazane za nie kodujace, moze stuzy¢ do
kodowania i jest wykorzystane do transkrypcji.
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