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Gen strukturalny
— ewolucja pojecia i dylematy

Prace tg dedvkuje tym wszystkim bylym i obecnym pracownikom Zakladu Biologii Nowotwo-
row, Zakiadu Biologii Molekularnej 1 Zakfadu Radiobiologii Doswiadczalnej i Klinicznej
Centrum Onkologii - Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddzial w Gliwicach, ktorych
rzetelnosc, zarliwosc i oddanie nauce pozwalaly zawsze przetrwac trudne lata.

W ostatnim péiwieczu termin ,,gen”, powszechnie uzywany wsréd biologéw, rozpow-
szechnil sie takze w szerokich kregach cywilizowanych spoleczeristw. ,Gen” jest poje-
ciem teoretycznym, cho¢ wspélczesna nauka przyjmuje, ze ma on postaé materialna.
Mimo swej stale narastajacej ztozonos$ci, termin ,,gen” jest nieodzownym skladnikiem
komunikacji w r6znych kregach badaczy, wszed! do terminologii medycznej, znalazt
miejsce 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 czesto jest uzywany w potocznych debatach ludzi
wyksztalconych. Stad wydaje sie pozytecznym upowszechnienie podstawowej wiedzy
o tym, czym jest ,gen”, jak byl pojmowany péttora wieku temu i jak jest rozumiany
obecnie. Dlatego tez badania, ktére doprowadzily do wspélczesnego pogladu na gen
jako na materialng jednostke dziedzicznosci, omawiam nieco szczegétowiej.

Od wiekow ludzi ciekawito pytanie, dlaczego potomstwo zwierzat i roslin zawsze
jest podobne do swoich rodzicéw, choé nie jest to podobieristwo absolutne. Rolnicy
starych kultur (Babilon i Egipt), prowadzac hodowle roslin i zwierzat, byli $wiadomi, ze
pewne cechy uzyteczne moga by¢ przenoszone z organizmdéw rodzicielskich na potom-
stwo. W Biblii znalazlo sie ostrzezenie wskazujace, ze ludzie tamtych czaséw mieli $wia-
domo$c dziedziczenia cech takich jak hemofilia. Biblia wskazywata, ze po $mierci dwéch
synéw z powodu wykrwawienia, u trzeciego syna nie wolno dokonywac obrzezania.
W ubieglych wiekach istniala §wiadomo§¢ rodzinnego przenoszenia réznych zaburzen
zdrowotnych (dodatkowe palce — polidaktylia, nowotwor siatkéwki oka — retinoblastoma,
samoistne krwawienie — hemofilia).
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réw, Centrum Onkologii - Instytut im. Marii Sklodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach,
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Gen jako jednostka dziedziczno$ci — wczesne koncepcje

Przeglad wczesnych pogladéw na temat mechanizmu dziedziczenia podaje na podsta-
wie dzieta Michela Morange: A History of Molecular Biology (Morange, 1998).

U wszystkich gatunkéw potomstwo dziedziczy wszystko to, co jest szczegdlne uich
rodzic6w - ta regula znana byla od czaséw Arystotelesa, ale dopiero w XVII i XVIII
wieku zaczeto formulowac poglad, ze polaczenie komorki jajowej, produkowanej przez
samice zwierzat, z nasieniem (sperma), produkowanym przez osobniki meskie, moze
dac poczatek zycia zarodka. Wiazato sie to z odkryciem komérki jajowej produkowanej
przez osobniki zeriskie zwierzat (W. Harvey i A. van Leuvenhoek). W XVII wieku pano-
wala teoria preformacji (J. Swammerdam), ktéra glosila, ze plemniki cztowieka zawie-
raja w swojej gléwce uformowanego, pelnego, choé niewidocznego, miniaturowego czlo-
wieka. W czasie rozwoju osobniczego (ontogenezy) nastepowato wiec ,,odkrywanie”
formy, a nie progresywne ,,wypracowywanie” jej. Brzemie dziedziczenia spoczywalo na
ojcu. W procesie rozwojowym mialy powstawac nowe formy preadaptowane juz do
presji Srodowiskowej, na ktdora sa skazane nastepne generacje. Odmienne stanowisko
glosila teoria inkapsulacji, wskazujaca na zeriska komérke jajowa jako miejsce, gdzie
mialy bytowaé miniaturowe organizmy potomne, umieszczone jedne w drugich, jak
w rosyjskiej laleczce ,matrioszka”, w ktérych wieksza mie$ci w sobie mniejsza, a ta
jeszcze mniejsza itd. (Moss i Ch. Bonnet). W istocie termin ,,ewolucja” zawiera w sobie
pierwiastek preformistyczny (powstawanie czego$ nowego z czegos, co juz bylo przed
tym). Inni wyrazali poglad, ze komérki reprodukcyjne nie zawieraly preformowanych
embrionéw, lecz czasteczki, ktére mialy wlasciwos¢ formowania zarodka.

Wedlug Herberta Spencera (1863) w calym organizmie istnieja jednakowe |, fizjo-
logiczne jednostki” odpowiedzialne za dziedziczenie cech. W roku 1868 Charles Darwin
zaproponowal teorie pangenezy, gloszaca, ze kazda komérka somatyczna organizmu
zawiera swobodnie przemieszczajace sie, niehomogenne, niezalezne od siebie, miniatu-
rowe czasteczki (gemmule), ktére w narzadach rozrodczych tworza rozwijajacego sie
zarodka. Osobniki rodzicielskie mieszaja owe czasteczki w akcie poczecia, a jednocze$-
nie, wraz z aktem transmisji cech, przenosi sie na potomstwo zmiennosé, ktéra to wlasci-
wo$c stala sie kanwa dla rozwiniecia jego teorii selekcji jako sily ewolucyjnej. Zatem gem-
mule mialy by¢ odpowiedzialne za dziedziczenie cech gatunkowych i jednocze$nie bylyby
no$nikami zmiennosci. Srodowisko dzialajace na przypadkowa, dziedziczong zmiennosc
mialo by¢ sitem dokonujacym naturalnej selekcji, czyli doboru osobnikéw najlepiej przys-
tosowanych do §rodowiska, i jednoczesnie by¢ sita napedowa ewolucji. Teorie pangenezy
Darwina rozwinal Hugo de Vries. Wedlug niego komérkowe ,,pangeny” mogly mutowac
i podlegac¢ zmiennosci co do liczby i rodzaju, dzieki czemu powstawaly odmiany i gatunki.

W XIX wieku August Weismann zaproponowat teorie plazmy zarodkowej. Weis-
mann postulowal wyréznienie ,plazmy zarodkowe;j” jako oddzielnego od ciala (soma)
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trwalego komponentu organizmu zywego. Plazma zarodkowa bytowata jedynie w komér-
kach rozrodczych (komoérka jajowa i plemnik), byta niezalezna od somy i przekazywana
byla z pokolenia na pokolenie za pomocg komérek rozrodczych. Plazma zarodkowa za-
wierala hipotetyczne elementy dziedziczne zwane przez Weismanna ,idantami”. Idanty
skladaly sie ze zdolnych do samopowielania sie ,,id6w”, zlozonych z kolei z ,,determinan-
téw” i ,,bioforéw”. ,Idanty” byly odpowiedzialne za organizacje (specyfikacje) organizmu
i przenosily cechy przodkéw na potomstwo. W procesie rozwoju ,idy” rozdzielaly sie do
réznych czesci zarodka. Liczba ,idéw” byta redukowana do polowy w czasie formowania
sie komdérek jajowych (oogeneza) i plemnikéw (spermatogeneza). Miedzyosobnicza
zmienno$¢ miata wynikaé z réznych kombinacji ,,idéw” w komérkach jajowych.
Doswiadczenia G. Mendla w XIX wieku daly impuls do rozwijania badar nad zjawis-
kami towarzyszacymi procesowi dziedziczenia, a zatem zjawiskami stojacymi u podstaw
zycia. Mendel obserwowal u krzyzéwek groszku ogrodowego przenoszenie na potomstwo
prostych cech, takich jak wysoko$c¢ ro§liny, kolor kwiatéw lub zabarwienie i wyglad ziaren.
Na podstawie swoich badan Mendel sformulowal koncepcje, Ze za przenoszenie cech
odpowiedzialne sa jednostki dziedzicznosci, ktére nazwat ,determinantami”, ,elemen-
tami” lub ,zawiazkami”. Pierwsze pokolenie roslin (F1) powstate z krzyzéwki roslin o r6z-
nych cechach (np. roslina wysoka x ro§lina niska, kolor kwiatéw czerwony % kolor bialy)
ma ceche jednolita, dominujaca (wysoki wzrost, czerwona barwa kwiatéw), ale juz w po-
koleniu nastepnym (F2), powstalym z krzyzéwek miedzy osobnikami F1, nastepuje
rozszczepienie cech: powstaja rosliny o wysokim i niskim wzro$cie (lub o czerwonych
i bialych kwiatach). Cechy takie jak niski wzrost i biala barwa kwiatéw wystepuja w po-
pulacji F2 w 25%. Dokonujac nastepnych krzyzéwek roslin z jedng lub dwoma cechami
i analizujac statystyczny rozklad cech w potomstwie, Mendel doszedt do przekonania, ze
rozmieszczenie cech w potomstwie nie jest zjawiskiem przypadkowym, lecz podlega
pewnym regulom. Za kazda ceche odpowiedzialna jest para elementéw (alleli). Na
podstawie takich statystycznych analiz Mendel sformutowat prawa dziedziczenia i rozwo-
ju. W czasie formowania komérek rozrodczych nastepuje segregacja cech — pojedyncze
jednostki (allele) z pary czynnikéw determinujacych poszczegélne cechy rozchodza sie
i przechodza do komdrek piciowych, a po zaptodnieniu allele tacza sie ponownie w pary.
Komoérki plciowe maja po 50% determinantéw cech (alleli) kazdego z rodzicéw. Jednostki
te (allele) moga miec charakter dominujacy, recesywny lub moga wystepowac w postaci
mieszanej. Allel Mendla byl stanem, warunkiem lub procesem, ktéry wplywal na
ksztaltowanie wlasciwosci komoérkowej albo na ukierunkowanie rozwoju w bardzo swoisty,
cho¢ niejasny sposéb. Badania Mendla pozostaly w zapomnieniu do roku 1900, gdy po-
nownie ,odkryto” je (Hugo de Vries, Erich von Tschermak i Carl Correns).
Wprowadzenie do biologii terminu ,gen” (z greckiego genos- poczatek) przypisuje
sie duriskiemu badaczowi Wilhelmowi Johannsenowi, ktéry w roku 1909 uzyt go do okres-
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lenia ,,czegos$” nieokres§lonego, neutralnego, co bytuje w komérce (organizmie) i okresla
pewne aspekty fenotypu. Gen nie mial zadnej formy materialnej i byl uzywany jako
termin operacyjny na uzytek badan nad dziedziczno$cia. ,Gen” nie zostal zdefiniowany,
lecz zastapil wszystkie poprzednie nazwy ,jednostek”, ,elementéw”, ,,czynnikéw”, ktére
mialy miec¢ okreslong strukture lub funkcje w procesie dziedziczenia i rozwoju.
Johannsen wskazal tez na zasadnicze réznice miedzy genotypem a fenotypem. Termin
»genotyp” odnosil sie do przenoszonych z pokolenia na pokolenie zbioru par czynnikéw
(,genoéw”), z ktérych jeden pochodzil od ojca, a drugi od matki. ,Fenotyp” okreslat
catkowity zespo6t cech i ich réznych form wystepujacych u osobnikéw dojrzatych. Feno-
typ byt czyms$ realnym, mierzalnym, dostepnym do obserwacji. ,,Geny” (i genotypy) byly
czym$ niewidocznym, niedostepnym do obserwacji, nie byto wiec wiedzy o ich wewnetrz-
nych wlasciwosciach.

Do badan nad dziedziczno$cia Thomas H. Morgan uzyl muszki owocowej (Droso-
Dphila melanogaster) ze wzgledu na jej szybki cykl zyciowy, mozliwosc uzyskiwania krzy-
z6wek i tatwe §ledzenie cech fenotypowych. Szczegdlnie interesujace byly badania
Morgana nad sprzezeniem oraz wymiang fragmentéw chromosoméw (rekombinacja)
w procesie tworzenia komérek piciowych. Geny mialy by¢ zorganizowane w formie linio-
wej. Im blizej siebie lezaly geny w chromosomie, tym rzadziej wystepowata ich rekom-
binacjaw procesie crossing-over. Jednocze$nie chromosomy olbrzymie §linianki muszki
owocowe]j, posiadajace morfologiczne znaczniki struktury (jasne i ciemne pasma po-
przeczne) i funkcji (pufy), postuzyly Morganowi do badar zalezno$ci miedzy zmianami
w genach i relacja tych zmian do znacznikéw. Badania te pozwolily na sporzadzenie
fizycznej mapy chromosoméw S§linianki i poréwnanie jej z mapa uzyskana z badan nad
rekombinacja.

Odkrycie chromosoméw (W. Flemming i E. Strasburger) pozwolilo na poznanie zja-
wiska mitozy i mejozy. Terminem mitoza okresla sie podzial komdérki somatycznej na
dwie identyczne komérki potomne. Mitoze poprzedza duplikacja chromosoméw, a nas-
tepnie rozmieszczenie ich réwnowaznikéw do komdérek potomnych. Mejoza jest zjawis-
kiem ztozonym, majacym miejsce w czasie formowania komdérek plciowych. W czasie
mejozy nastepuje zredukowanie liczby chromosoméw do polowy w kazdej komorce
plciowej obu rodzicéw, tak jak to postulowat Mendel dla swoich ,,czynnikéw” lub ,,alleli”.

W wyniku badari Mendla i Morgana sformulowano chromosomalna teorie dzie-
dzicznosci. Wedlug tej teorii geny byly jednostkami dziedziczno$ci utozonymi wzdtuz
chromosomu, ztaczonymi ze soba jak paciorki rézarica i majacymi wzgledem siebie stala
pozycje — locus. Sporzadzone zostaly mapy sprzezeri genéw, to jest oznaczono wzgledne
odlegtosci, w jakich geny rozlozone sa wzgledem siebie. Dotychczas nieokreslone poje-
cie genu, ujmowane jako stan lub proces, sprowadzono do nadal jeszcze niezdefinio-
wanego ,czynnika”, ale czynnika zlokalizowanego w materialnym chromosomie, czyli
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morfologicznej, dostepnej do obserwacji strukturze komaérki. Morgan przewidzial, ze
indywidualny gen moze spelniac wiele funkcji i dawac szeroki wachlarz efektéw. Dalej
domniemywal, ze kazdy gen moze mie¢ swoiste dzialanie (efekt) w danym narzadzie,
ale takze swoiste w innym narzadzie, a w wyjatkowych przypadkach we wszystkich na-
rzadach i w cechach catego organizmu. Te mysli - jak op6Znione echo — wracaja po dzie-
sigtkach lat do wspéiczesnej biologii.

Uczeri Morgana, Hermann J. Muller (p6zZniejszy laureat Nagrody Nobla), za pomoca
promieni rentgenowskich i zwiazkéw chemicznych uzyskal rézne fenotypy muszki
owocowej, przypisujac te nowe fenotypy uszkodzeniom (mutacji) genéw. Muller uwazat
geny za ,fundament zycia” - stabilne struktury, do ktérych sa ,,doczepione” inne ele-
menty organizmu.

Stworzenie podstaw cytogenetyki zawdzieczamy Walterowi Suttonowi. Glosit on,
ze chromosomy sa noénikiem cech dziedzicznych i w 1903 roku sformutowat podsta-
wowe kanony dziedziczenia chromosomalnego: wszystkie organizmy w komérkach so-
matycznych zwieraja podwdjny komplet chromosoméw; komoérki rozrodcze (plemnik
i komoérka jajowa) zawieraja tylko pojedynczy komplet chromosoméw — ojca lub matki,
a zaplodniona komdérka jajowa (zygota) ponownie posiada podwdéjny komplet chromo-
somo6w (ojcowski i matczyny). Z zygoty powstaje organizm potomny o podwéjnym kom-
plecie chromosoméw, podobnie jak u ojca i matki.

Termin ,,genetyka” jako nauka o dziedziczno$ci zostal wprowadzony przez Williama
Batesona (poczatek XIX wieku). Bateson sadzil, Ze istniejg ,jednostki wlasciwosci”
(niekiedy nazywal je réwniez ,genami”) wystepujace w antagonistycznych parach. Te
jednostki nazwat ,allelomorfami” (allelomorph = inna forma). Zaptodniong komoérke
jajowa (zygota), powstajaca ze zlaczenia sie w pare podobnych allelomorféw — matczy-
nej gamety (komérka jajowa) i ojcowskiej gamety (plemnik), nazywamy homozygota.
Jesli w gametach rodzicielskich wystapia allelomorfy niepodobne do siebie, po akcie za-
plodnienia powstanie heterozygota. Do dzi§ pozostal termin ,allel” jako alternatywny
stan genu strukturalnego.

»,Gen” Batesona i ,gen” Johannsena nie mialy okre§lonej materialnej struktury.
Geny byly hipotetycznym ,,czyms$” (czynniki, procesy?), co dawato zdefiniowane wias-
ciwosci (cechy) i co byto odpowiedzialne za przekazanie cech rodzicielskich potomstwu.

Na poczatku XIX wieku nie bylo duzego zainteresowania fizyczna struktura genéw.
Jedynie H. J. Muller podejmowat badania nad zmienno$cia mutacji wywotanych u D. me-
lanogaster promieniami rentgena, sadzac (podobnie jak Max Delbriick), ze analiza
zmiennos$ci mutacji w relacji do energii radiacyjnej pozwoli na zdefiniowanie pewnych
cech fizycznych (np. wielkos¢) genu.

Nowa dyscyplina nauki, genetyka, uwazana byla za nauke uzyteczna jedynie w agro-
nomii, zwlaszcza w hodowli roslin i zwierzat, czego wyrazem byto powolywanie, zwlasz-
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cza w St. Zjednoczonych, zespoléw i instytucji zajmujacych sie ta dziedzina. Rozwd;j
genetyki populacyjnej byt utrudniony przez fakt, Zze cechy osobnicze iloSciowe majg
zwykle charakter wielogenowy (i wieloczynnikowy).

Powiazania genetyki z embriologia byly luzne i przez dlugi czas istnial wyrazny roz-
dzial miedzy tymi dyscyplinami. W dociekaniu podstaw ewolucji zrodzila sie teoria neo-
darwinizmu wskazujaca na zwiazki procesu ewolucji z genetyka. Teoria ta odrzucata
mozliwo$¢ dziedziczenia cech nabytych (co postulowat Lamarck i co dokumentowat naiw-
ny eksperyment Weissmana, wykazujacy, ze mimo obcinania ogonéw myszom w kilku
pokoleniach nie rodzily sie myszy bez ogonéw!), podkreslala mutacje (genéw) jako
podstawe istnienia zmienno$ci i wskazywala na eliminacje z populacji osobnikéw stabo
dopasowanych na rzecz osobnikéw lepiej dostosowanych do Srodowiska i wykazujacych
przeto zwiekszona zdolno$¢ do reprodukcji. Do sformulowania syntezy neodarwinizmu
przyczynily sie poglady Theodosiusa Dobzhansky’ego, ale hipoteza miata nadal charak-
ter domniemania, gdyz natura genu, zjawisko mutacji, mechanizm zmienno$ci i rozwaj
osobniczy pozostawaly nadal w obszarze abstrakcji.

Uderzajacym sa stabe zwiazki genetyki z chemia, ktéra pod koniec XIX wieku poczy-
nila znaczne postepy w poznawaniu proceséw przebiegajacych w zywych organizmach.

Mimo nieokre$lonej natury genéw przypisywano im wiele niezwyklych wlasciwo$ci:
geny mialy mie¢ moc dziatania, by¢ silg sprawcza (przyczynowa), mieé zdolno$é do sa-
moreprodukcji, co nadawalo genom atrybut zycia. Geny mialy mie¢ sile animowania
i kontroli rozwoju organizmu, a takze mialy by¢ biatkami lub aperiodycznymi kryszta-
tami upakowanymi w chromosomach, zawierajacymi ,zapisy kodowe” (Schrodinger,
1998).

OkKkres poszukiwar i niepewnosci

Zywiotowy rozwéj biochemii na przetomie XVIII wieku i w pierwszej potowie XIX
wieku umozliwil réwniez rozwdj genetyki — nauki o dziedzicznosci.

W 1909 roku lekarz londyriski Archibald Garrod przedstawit dowéd na dziedziczny
charakter metabolicznego zaburzenia zwanego alkaptonurig i jednocze$nie doszedl do
wniosku, ze zaburzenie to polegalo na niemoznos$ci metabolicznego rozerwania piers-
cienia benzenowego tyrozyny. Dowodzil, ze najprawdopodobniej u chorych wystepuje
wrodzony brak odpowiedniego enzymu, a poniewaz choroba byla dziedziczna, wiec mu-
siala by¢ zwiazana z defektem genetycznym.

Inni badacze (Boris Ephrussi, Georg Beadle, Fritz von Wettstein i in.) poczynili
obserwacje nad dziedziczeniem koloru oczu u owadéw (motyl, muszka owocowa) oraz
antocjanin u ro$lin, wskazujac na zaleznosci powstajace w wyniku reakcji katalizowa-
nych przez enzymy barwnika a dziedziczno$cia. Byly to zatem pierwsze przyblizone
opisy funkcji genéw i ich zwiazkéw z funkcja enzymow.
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Waznym postepem wskazujacym na $cislejsze relacje miedzy genetyka a biochemia
byly badania Georga Beadle i Edwarda Tatum nad ple$nia Neurospora. Za pomoca pro-
mieniowania indukowali oni u zarodnik6éw ple$ni mutacje, ktére powodowaly utrate zdol-
no$ci syntezy stosunkowo prostych zwiazkéw chemicznych (np. witamin, aminokwaséw)
niezbednych dla wzrostu. W toku doswiadczen znaleziono takiego mutanta plesni, ktéry
nie byl w stanie syntetyzowac jednego z aminokwaséw — tryptofanu. Krzyzowanie mu-
tantéw i hodowle ple$ni na odpowiednich prostych pozywkach umozliwily badaczom
precyzyjne okreSlenie szlaku biosyntezy tryptofanu i wykazanie, ze kazdy etap syntezy
byl kontrolowany przez oddzielne enzymy irézne, odpowiadajace im geny. Tak powstala
hipoteza ,jeden gen - jeden enzym”. Gen nosit wiec atrybuty ,,planu” dla budowy biatka.

Badania metaboliczne wykazaly, ze geny kontroluja nie tylko ogélne, biologiczne ce-
chy organizmu, lecz takze enzymy majace SciSle okre§lone, mierzalne funkcje. Stad
zrodzila sie hipoteza, Ze same geny sa niczym innym jak samosyntetyzujacymi i samo-
replikacyjnymi enzymami. A poniewaz wiedziano juz, ze enzymy sa biatkami hipotezy
sjeden gen - jeden enzym” uzywano réwniez naprzemiennie jako ,jeden gen - jedno
biatko”. Hipoteza ta przez wiele lat byla gléwna koncepcja opisujaca nature genéw. Pod-
kreslam ten fakt, aby uswiadomié sobie, jakie meandry pokonuje my$l badacza, by na
podstawie gromadzonej wiedzy usitowacé budowac obraz Swiata.

Okoto roku 1869 lekarz szwajcarski F. Miescher wyizolowat z jader komérek zawar-
tych w ropiejacych ranach substancje, ktérej dal nazwe ,nukleina”, nazwang potem
kwasem nukleinowym. Podstawowa cegietka kwasu nukleinowego jest nukleotyd. Kazdy
nukleotyd zbudowany jest z kolei z jednej z czterech rodzajéw zasady azotowej o sym-
bolu: A (adenina), T (tymina), G (guanina), C (cytozyna), jednej czasteczki cukru (de-
oksyryboza) i reszty fosforanowej (odpowiedzialnej za kwa$ny charakter nukleotydu
i kwasu nukleinowego). W teks$cie symbole A, T, G, C uzywane sa wymiennie dla ozna-
czenia zarowno zasady, jak i nukleotydu.

Duze znaczenie dla rozwoju wiedzy o genie mial fakt rozréznienia dwoch rodzajow
kwaséw nukleinowych: DNA, zawierajacego deoksyryboze jako skladnik cukrowy, i RNA,
zawierajacego ryboze. Stad pochodza tez akronimy utworzone z ich nazwy w jezyku
angielskim: DNA - deoxyribonucleic acid i RNA - rrbonucleic acid. W RNA zamiast ty-
miny (T) wystepuje uracyl (U). Metody rozrézniania obu typéw kwaséw nukleinowych
przy pomocy odmiennego sposobu barwienia pozwolily na ich lokalizacje w komérkach
zwierzecych. RNA wystepowal gléwnie w cytoplazmie (J. Brachet), a DNA w jadrze,
w chromosomach (T. Caspersson).

Przez pare dziesiatkéw lat czasteczce DNA nie przypisywano specjalnego znaczenia,
zwlaszcza ze jeszcze do lat 30. ubieglego stulecia uwazano, ze jest to prosta czasteczka.
DNA miat by¢ ztozony z czterech nukleotydéw powtarzajacych sie monotonnie wzdtuz
czasteczki. Cho¢ szwedzki badacz T. Caspersson wykazal, ze DNA jest skladnikiem
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chromosoméw, sadzono, ze stanowi on tylko swego rodzaju podpore dla czasteczek bial-
kowych odpowiedzialnych za swoisto$¢ genetyczna. Wybdr kilkudziesieciu najwazniej-
szych prac opisujacych badania nad odkryciem DNA, poznaniem jego struktury i wlasci-
wosci znajduje sie w obszernym tomie opracowanym przez J. H. Taylora (Taylor, 1965).

W 1928 roku F. Griffih opisal niezwykle spostrzezenie. Niewirulentne (niedajace
efektu patologicznego) dwoinki zapalenia pluc u myszy zmieszane z wirulentnymi, ale
zabitymi dwoinkami, ulegaly przeksztalceniu (transformacji) i stawaly sie wirulentnymi.
Co wiecej, cecha wirulencji pojawiala sie w bakteriach niewirulentnych nawet wtedy,
gdy do ich kolonii dodawano jedynie ekstrakt z zabitych, wirulentnych bakterii.

W 1944 roku Oswald T. Avery, badacz z prestizowego Instytutu Rockefellera, oraz
Colin MacLeod i Maclyn McCarthy, idac §ladem odkrycia Griffitha dostarczyli dowodu,
ze czynnikiem transformujacym, przenoszacym ceche wirulencji byl DNA. Odkrycie
Avery’ego stalo sie wielkim wyzwaniem dla powszechnie przyjmowanej hipotezy o bialk
kowej naturze genu. Tymczasem do$§wiadczenia Avery’ego wskazywaly jednoznacznie
na DNA jako czasteczke przenoszaca ceche fenotypowa, a wiec majaca atrybut genu.

Nieformalna ,,grupa fagowa” amerykariskich badaczy, dziatajaca wlatach 1940-1960,
obrata bakteriofagi jako model badawczy zjawisk zycia. Trzon grupy stanowili m.in. Max
Delbriick, Salvadore Luria, Nikolaj Timofeeff-Ressovsky, Alfred Hershey. Delbriick sa-
dzit, ze bakteriofagi s elementarnymi czasteczkami biologicznymi, ktére przez swa
zdolnos$c do infekowania bakterii i gwaltownego namnazania sie stanowia idealny model
do badari nad fundamentalng cecha zycia — samoreplikacja. Ponadto Joshua Lederberg
(1951) wykazal, ze bakteriofag moze przenosic¢ cechy dziedziczne z jednego szczepu
bakterii na inny (zjawisko transdukcji).

Proces replikacji bakteriofaga ma miejsce w zakazonej bakterii. Ku powszechnemu
zdumieniu, Alfred Hershey i Martha Chase (1952) udowodnili jednak, ze w procesie za-
kazenia fag nie wchodzi do komorki bakteryjnej w calosci, lecz wstrzykuje jedynie do
wnetrza bakterii swéj DNA. Biatkowa otoczka bakteriofaga pozostaje na powierzchni
blony komérkowej bakterii. Konkluzja z doswiadczenia Hershey’a i Chase byta prosta:
DNA fagowy zawiera calg informacje potrzebna dla reprodukcji i uformowania dojrza-
lego bakteriofaga.

Odkrycie zjawiska transformacji i transdukcji oraz poznanie mechanizmu infekcji
bakterii bakteriofagiem byly bodZcem dla intensywnych badan nad budowa DNA i jego
rola w przenoszeniu cech dziedzicznych. Szybko zblizat sie rozkwit nowej wiedzy o ge-
nie jako fizycznej czasteczce.

Gen materialny — DNA

W omawianym okresie genetycy sadzili, ze podstawowa i wyjatkowa wlasciwoscia
genu jest zdolno$¢ do samoreplikacji. Ta cecha genu jest wlasciwoscig oddzielong od
funkcji genu, zatem ,,samoreplikacja” moze by¢ badana niezaleznie od funkcji. W kon-
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sekwencji badania nad zjawiskiem samoreplikacji DNA nie zajmowaly genetykéw lecz
gléwnie fizykéw oraz chemikéw i sprowadzaly sie gléwnie do konstruowania modeli.

Odkrycie struktury DNA (Watson i Crick, 1953) dokonane w Cavendish Laboratory
jest zapewne najbardziej powszechnie znanym odkryciem w biologii. Cytuje tylko pier-
wsza publikacje Watsona i Cricka z ,Nature” z 17 kwietnia 1953 roku, zaczynajaca sie od
stéw: ,Chcemy sugerowac strukture (...) kwasu deoksyrybonukleinowego D.N.A.)”. Nas-
tepne serie prac tych autoréw znajdzie Czytelnik w zbiorze publikacji (Taylor, 1965).
Zaréwno Crick, jak i Watson nie prowadzili badan laboratoryjnych. Ich zasadniczym
zrédtem wiedzy byly nieformalne dyskusje z Maurice Wilkinsem, rzadziej z Rozalinda
Franklin - wspdéipracowniczka Wilkinsa, ktéra réwniez interesowata sie badaniem
struktury DNA metoda dyfrakcji promieni rentgenowskich. Praca obu badaczy spro-
wadzala sie do konstruowania fizycznego modelu, ktéry uwzgledniat fizyczne proporcje,
odleglosci, katy, wiazania i sily oddzialywania miedzy poszczegélnymi atomami sktadni-
kéw DNA. Nie bez znaczenia dla konstrukcji modelu struktury DNA byly wyniki badari
Erwina Chargaffa (Chargaff, 1950) nad DNA i zauwazona przez niego reguta, ze zasady
DNA istniejag w ekwiwalentnych ilo$ciach: stosunek A:T = 1 oraz G:C = 1. Regula ta na-
suwata mysl, ze w czasteczce DNA moze zachodzié parowanie zasad, czyli chemiczne
wiazanie zasad w pary Az T i G z C. Crick uznawat wklad Chargaffa w budowaniu mode-
lu DNA, czemu wielokrotnie dawat wyraz (Crick, 1988)*.

W modelu struktury czasteczki DNA Watsona-Cricka (ryc. 1) oba pasma DNA bieg-
na antyréwnolegle (maja odmienna polarno$c) i sa skrecone wzdtuz swojej osi (helisa).
Oba pasma sg utrzymane w rejestrze dzieki wigzaniom chemicznym (wodorowym) mie-
dzy parami zasad A-T i G-C, dopasowujacym je wzajemnie do siebie. Dowolny ciag par
nukleotydéw w czasteczce DNA mozna zatem zapisac jako ciag sekwencji jednego (np.
goérnego, por. ryc. 2) pasma: AGCATTCCG.... Kazda para nukleotydéw A-T lub G-C
zajmuje w osi czasteczki pewna przestrzeri (ok. 3.4 Angstroma) i przeto stuzy jako
miara ditugosci (wielko$ci) czasteczki DNA lub jego fragmentu. Méwimy wiec, Ze np.
gen ma 1500 par zasad lub 1,5 kilo par zasad (para zasad w jezyku angielskim - base
pair; stad zwykle pochodza skréty ,bp”, tu: 1500 bp lub 1,5 kb).

Dowolna sekwencje nukleotydéw mozemy zapisac jako ciag symboli literowych (ryc.
2b) bez zaznaczania czasteczek cukrowych i reszt fosforanowych, ktére tworza jedynie
zewnetrzne rusztowanie utrzymujace ciaglo$é czasteczki DNA (ryc. 2a). O§ czasteczki
(,wnetrze” czasteczki) stanowia pary A-T i G-C, ulozone jedna nad druga i powiazane
wigzaniami wodorowymi, natomiast reszty fosforanowe i deoksyrybozy sa ,,na zewnatrz”.

* Chargaff odczuwat przez reszte swego zycia pewne niedocenienie swego odkrycia przez przysz-
tych noblistéw i czesto powtarzal nieco zgryZliwa sentencje (ktéra parokrotnie bezposrednio
slyszalem na jego wykladach), ze ,biolog molekularny to jest taki czlowiek, ktéry uprawia bio-
chemie bez posiadania licencji chemika”.
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Ryc. 1. Schemat ilustrujacy strukture i replikacje DNA. a) struktura DNA - dwa pasma utwo-
rzone przez ciag nukleotydéw (nukleotyd to jedna z czterech rodzajéw zasad A, C, G, T, reszta
cukrowa i reszta fosforanowa) zwiniete wzdluz osi tworza helise. Pasma utrzymane sa miedzy
sobg przez wigzania chemiczne miedzy zasadami A-T i G-C. Struktura przypomina ,spiralne”
schody, w ktérych stopnie stanowa plaszczyzny par zasad prostopadie do osi. Odstep miedzy
kolejnymi stopniami wynosi 3,4 Angstroma. b) schemat replikacji DNA. Na kazdym ,starym”
pasmie DNA odtwarza sie nowe pasmo. Po ukoriczeniu replikacji dwie czasteczki potomne
(,nowe”) majg sekwencje nukleotydéw identyczng jak w starej czasteczce.
(Zapozyczono z: ].D. Watson: The double helix, Weidenfel and Nicolson, London, 1968)

Reszty fosforanowe nadaja charakter kwasny czasteczce DNA, stad w nazwie znajduje
sie stowo ,kwas” (kwas deoksyrybonukleinowy), co niespecjalistom, np. w znanej aneg-
docie z Lysenka, nasuwa pospolite skojarzenia*.

* Prof. Ilja B. Zbarsky opowiadal mi, ze po referacie prof. Bielozierskiego o budowie i znaczeniu
kwasu deoksyrybonukleinowego, sceptyczny Lysenko poprosit o prébke roztworu DNA. Ku zdu-
mieniu asystenta Bielozierskiego, ktéry nastepnego dnia dostarczyt prébke, Lysenko wylat na
dtori pare kropli roztworu, posmakowat je jezykiem i oznajmik: ,Eto na wierno nie kistota” (,,To
na pewno nie kwas”).
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AGEATTECETIEAGEGETAT IO
..TCGTAAGGCGATTGTCGCCATAAGCACG...

Ryc. 2. Schemat zapisu fragmentu dowolnej sekwencji nukleotydéw w dwupasmowej czasteczce
DNA. a) Oba pasma sa trzymane w komplementarnym ,rejestrze” dzieki wigzaniom zasad A-T
i G-C. Kazda z zasad zwigzana jest z cukrem (deoksyryboza) o pieciu atomach wegla (1’ do 5’),
a ten tworzy wiazanie poprzez atom fosforu z nastepng czasteczka cukru, miedzy atomami wegla
3’15’. W ten sposéb powstaje ciagto$é pasm DNA wzdtuz osi czasteczki. Zasada azotowa zwia-
zana z deoksyrybozg i reszta fosforanowa stanowi nukleotyd. Strzatki pokazuja polarnosc czas-
teczki DNA od 5’ do 3’. Oznakowanie 5’ lub 3’ bierze sie od wolnego wiazania (na koricu czas-
teczki DNA) przy 5’ lub 3’ pozycji atomu wegla deoksyrybozy. b) Uproszczony zapis sekwencji.
Literami (A, T, G, C) oznaczone s3 jedynie zasady azotowe tworzace ,kod”. Reszty cukrowe i fos-
foranowe powtarzaja sie, zatem nie ma potrzeby uwzgledniac ich w zapisie

Zadne z dotychczasowych odkry¢é w biologii nie miato tak wielkiego wplywu na roz-
woj nauki, jak odkrycie struktury czasteczki DNA dokonane przez Watsona i Cricka.

Model Watsona-Cricka sugerowat koncepcje semikonserwatywnej replikacji DNA,
czyli odtwarzania (syntezy) identycznych wzgledem kazdego z komplementarnych pasm
kopii (czyli takiego samego ciagu sekwencji zasad), w wyniku czego powstaja dwie czas-
teczki potomne identyczne z czasteczka macierzysta (ryc. 1b). Semikonserwatywny mo-
del replikacji DNA zostal potwierdzony w r. 1957 przez Matthew Meselsona i Franklina
Stahla (zob. Taylor, 1965). Watson i Crick sadzili, ze model czasteczki DNA zapewnia
jedna z podstawowych cech postulowanych dla czynnika dziedziczno$ci: mozliwo$¢ po-
wielania czasteczki z zachowaniem budowy i1 uktadu sekwencji zasad (nukleotydéw)
czasteczki macierzystej.
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Struktura czasteczki DNA zlozona z dwéch komplementarnych w stosunku do sie-
bie pasm i semikonserwatywna replikacja sugestywnie, aczkolwiek mylaco, uyymowana
jest czesto jako inherentna zdolno§¢ DNA ,do samoreplikacji”. W istocie utworzenie
dwéch czasteczek potomnych (replikacja) z czasteczki DNA - od poczatkowej fazy od-
dzielania sie pasm do ukoriczenia procesu - prowadzona jest przez zlozone systemy
enzymatyczne.

W pézniejszych latach odkryto, ze pasmo DNA stuzy réwniez jako matryca do syn-
tezy komplementarnej nici RNA. Czasteczka DNA jest uwazana za strukture stabilna,
mimo ze DNA ma (wprawdzie ograniczone) zdolno$ci autokatalityczne (DNAzymy) (por.
Adamala i Pikula, 2004). Réwniez niektére szczegblne sekwencje DNA maja zdolnosé
do przemieszczania sie (por. nizej), aw komérkach somatycznych zachodzi zjawisko re-
kombinacji (np. formowanie i rearanzacja genéw w procesie odpowiedzi immunologicz-
nej, rearanzacja sekwencji kodujacych receptor powierzchniowy limfocytéw typu T ).

Odkrycie Watsona i Cricka zostalo jednoznacznie przyjete przez biologéw i genety-
kéw jako ujawnienie materialnej struktury genu. W euforii towarzyszacej odkryciu bada-
cze ci wypowiedzieli wiele deklaracji cytowanych do dzisiejszego dnia, nadajacych ge-
nowi (DNA) moc sprawcza i plasujacych gen (DNA) na centralnej pozycji w zjawisku
zycia: ,,OdkryliSémy istote zycia”, ,Geny sa istota zycia”.

Nawet po uplywie dziesiatkéw lat przekonanie, ze geny/DNA sa jakas samoistna silg
sprawcza proceséw rozwojowych i samego zycia jest przewodnia my$la wypowiadana
przez wielu badaczy. Wspélczesne definicje genu opierajg sie na uznaniu go jako real-
nej, fizycznej jednostki 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 dziedzicznych i odkrycie struk-
tury DNA ujawnily nastepny problem: na czym polega ,kod genetyczny” i rola DNA
(identyfikowanego juz z genem) w syntezie biatka, ktére jest ostatecznym wyrazem
funkcji genu. W latach 50. bylo juz ugruntowane przekonanie, ze synteza biatka w cyto-
plazmie polega na uformowaniu faricucha aminokwaséw (faricuch polipeptydowy), ktéry
nastepnie spontanicznie przyjmuje konformacje przestrzenna (falduje sie) i staje sie
czasteczka funkcjonalna. Podstawowych aminokwaséw jest 20. Ustalony tez byt fakt, ze
DNA znajduje sie w jadrze komérkowym, a synteza biatka ma miejsce w cytoplazmie.
Pierwsze pytanie brzmiato: jak przeklada sie instrukcja zawarta w DNA na ciag amino-
kwasow w biatku?

Juz w pierwszej publikacji w ,Nature” (kwiecieni, 1953) poswieconej wylacznie
strukturze czasteczki DNA, Crick i Watson przedstawili krétki komentarz, ekscytujac
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$wiat badaczy: ,Nie uszed! naszej uwadze fakt, ze swoiste parowanie [zasad], ktére postu-
lujemy, natychmiast nasuwa sugestie co do mozliwego kopiowania materiatu genetyczne-
go”. To wywazone sformutowanie bylo podyktowane, jak przyznaje Crick, zapewnieniem
sobie pierwszenistwa w kwestii dalszych prac nad kodem genetycznym (Crick, 1988).

George Gamow sugerowal, ze istnieje bezposrednia relacja miedzy sekwencjami
nukleotydéw w DNA a sekwencja aminokwaséw biatka. Gamow rozwazal nawet struk-
ture ,kodu”, ktéra miataby obejmowac trzy zasady (nukleotydy), czyli triplet tworzacy
kodon, ktéry miat by¢ kodem naktadajacym sie. Poglad Gamowa, choé krytykowany
przez Cricka, byl jednak pewna inspiracja dla niego i nasunat mysl o bezposrednim
zwiazku miedzy nukleotydami DNA i aminokwasami oraz kolinearnoscia miedzy DNA
ilaricuchem biatkowym. Jednak molekularny mechanizm rozpoznajacy taki kod byt nadal
trudny do wyobrazenia.

Na zasadzie podobnej odleglo$ci miedzy nukleotydami w pa§émie DNA i wiazaniami
peptydowymi aminokwaséw w biatku Alexander Dounce w roku 1953 sugerowal, ze
DNA moze stuzy¢ jako matryca dla syntezy RNA, a ten ostatni moze by¢ wtérna matryca
dla syntezy bialka. Podobna sugestie wysuneli juz wczesniej francuscy badacze André
Boivin i Roger Vendrely. Oba te fakty sa malo znane, cytuje je za Morange (Morange,
1998).

Tymczasem badania nad synteza biatka w ukladach bezkomérkowych wskazywaly,
ze dla syntezy niezbedne sa m.in. mikrosomy, ekstrakty komérkowe zawierajace enzy-
my i RNA oraz ATP jako Zrédto energii. Paul Zamecnik i in. wykazali, ze w takim syste-
mie znakowany aminokwas byt ,Jadowany” na mala czasteczke RNA, a nastepnie wcho-
dzitw taricuch polipeptydowy. Juz w roku 1954 Crick przewidzial, ze w systemie syntezy
biatka musi istnie¢ drobna czasteczka RNA (adaptor), ktéra wchodzi w interakcje z trip-
letem (kodonem) matrycy (DNA?, RNA?), a drugi region adaptora wiaze aminokwas
idostarcza go do powstajacego polipeptydu. Adaptor miatby petic role ,reduktora”, thu-
maczacego trzy sasiadujace nukleotydy pasma DNA na jeden aminokwas w laricuchu
biatka. Musi istnie¢, dowodzit Crick, przynajmniej 20 takich rodzajéw malych czaste-
czek RNA - jeden dla kazdego aminokwasu. Istotnie, kilka lat p6Zzniej odkryto klase
czasteczek transportujacego (transportujacego aminokwas) RNA (tRNA). Okazalo sie jed-
nak, ze rozpoznaja one triplety nie DNA, lecz wéwczas jeszcze nieznanego informacyjne-
go RNA - czasteczki posredniczacej miedzy matryca DNA a oS§rodkami syntezy bialka.

W 1957 roku Crick i Leslie Orgel zaproponowali koncepcje ,ramki odczytu” (read-
Ing frame) jako teoretycznego rozwiazania kodu. Trzy sasiadujace w pasmie DNA
nukleotydy, czyli triplet koduja dany aminokwas, ale gdy ramka odczytu przesunie sie
o jeden nukleotyd, to wszystkie nastepujace triplety traca swdj sens kodujacy. Crick na
posiedzeniu British Society of Experimental Biology przedstawit poglad, ze koricowa
konformacja przestrzenna czasteczki biatkowe;j jest zdeterminowana sekwencja amino-
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kwas6w i zachodzi spontanicznie, a takze sugerowal, ze swoisto$§¢é kwaséw nukleino-
wych polega na sekwencji zasad (nukleotyd6w) i oglosil wstepna wersje swego slynnego
»dogmatu gléwnego” (central dogma), wskazujac jedynie, ze czes¢ ,RNA musi byc pod
kontrola DNA”. Ostateczna wersja gléwnego dogmatu, ze przeplyw informacji biegnie
od DNA, przez RNA, do biatka, nie mogta by¢ jeszcze sprecyzowana, bo w tym czasie
nie zostala jeszcze odkryta klasa informacyjnego RNA (messenger RNA - mRNA).

sJest teraz — czytamy w pracy Cricka i in. (Crick i in., 1961) - duzo posrednich
dowodoéw, ktére sugeruja, ze sekwencja aminokwaséw wzdtuz taricucha polipeptydu
biatka jest okreslona przez sekwencje zasad wzdluz pewnej szczegélnej czesci kwasu
nukleinowego w materiale genetycznym”.

Informacyjny RNA (mRNA) zostat odkryty w 1960 r. przez Artura Pardee, Francois
JacobaiJaques’a Monoda, ktérzy na podstawie badar wiasnych nad indukowalnym enzy-
mem beta-galaktozydaza i jej genem u bakterii postulowali istnienie krétko Zyjacego
RNA. Taka labilna czasteczka RNA miataby pos$redniczyé w przenoszeniu informacji
miedzy genami (DNA) a mikrosomami jako o§rodkami syntezy biatka (mikrosomy okresé-
lono pézniej jako rybosomy). Do zblizonych wnioskéw prowadzily tez badania Heinrich
Matthaei i Marshalla Nirenberga w National Institutes of Health (NIH), jak tez wyniki
badari Frangois Grosa.

Tuz przed koricem roku 1961, w ,Nature” Crick i in. (zob. Taylor, 1965) podali
og6lne cechy uniwersalnego kodu:

a) grupa trzech zasad [nukleotydéw] koduje jeden aminokwas,

b) kod nie ma charakteru kodu ,,nakladajacego”,

¢) sekwencja zasad jest prawdopodobnie odczytywana od okre§lonego punktu starto-
wego. Nie ma specjalnych ,,przecinkéw”
let,

d) kod jest prawdopodobnie zdegenerowany; to znaczy, ze jeden szczegdlny amino-
kwas moze by¢ kodowany przez kilka tripletéw.

wskazujacych jak wybieraé prawidlowy trip-

W tym czasie uksztattowaly sie réwniez elementy centralnego dogmatu Cricka, opar-
te na nastepujacych stwierdzeniach: 1) cala genetyczna (dziedziczna) informacja jest
przechowywana w kwasach nukleinowych, 2) struktura podwdjnej helisy DNA wyjasnia,
jak informacja jest przechowywana i kopiowana, 3) informacja jest przechowywana jako
kod digitalny (literowy), 4) informacja przeplywa nieodwracalnie od kwaséw nukleino-
wych do biatek. Ostatnie stwierdzenie zostalo spopularyzowane jako powiedzenie, ktére
wyszlo z pracowni Cricka i Watsona: ,DNA robi RNA, RNA robi biatko, biatko robi nas”.

Mimo ze w omawianym okresie zebrano duzo dowodéw, ze ,kod genetyczny” byt
zapisany w DNA, a czasteczka posredniczacg w syntezie biatka byt ,messenger” RNA
(mRNA), molekularny mechanizm przeniesienia ,kodu” z DNA na biatko i natura kodu
nie byly do korica jasne. Wyniki dziesiatkéw prac wskazywaly na powiazanie DNA z syn-
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teza bialka i udzial w tym procesie RNA. Oprécz mRNA i tRNA zidentyfikowano takze
rybosomalny RNA (rRNA), stwierdzono, ze wszystkie klasy RNA powstaja w jadrze oraz
ze sa one komplementarne do sekwencji DNA. Dowodem, ze synteza RNA zalezy od
DNA, byly m.in. obserwacje nad hamowaniem syntezy RNA w réznych komdérkach po
zablokowaniu matrycy DNA aktynomycyna D. Opracowanie modeli syntezy biatka w sys-
temach bezkomoérkowych pozwolilo na rozwdj koncepcji dotyczacych funkcji w tym
procesie réznych klas RNA.

Stwierdzono, ze w bakteriach zainfekowanych fagiem ma miejsce szybka synteza
RNA i ze ten RNA bierze nastepnie udzial w syntezie fagowych bialek oraz tworzy hy-
brydowa czasteczke — fagowy DNA i ,nowy” RNA. Wykrycie czasteczek hybrydowych
DNA:RNA, a takze oddzielenie dwéch pasm DNA (denaturacja) i ponowne odtworzenie
struktury dwupasmowej (renaturacja) wskazywaly na Scisle powiazania strukturalne
miedzy tymi czasteczkami. Jak wspomniatem, przeglad tych prac znajdzie Czytelnik
w zbiorze pod red. J.H. Taylora (zob. Taylor,1965).

W 1961 roku, na 5. Swiatowym Kongresie Biochemicznym w Moskwie, pracujacy
w National Institutes of Health (NIH) niemiecki biolog Heinrich Matthaei i Marshall
Nirenberg przedstawili doniesienie o ,,zlamaniu kodu genetycznego” (Nirenberg i Matt-
haei, 1961). System syntezy biatka opracowany przez tych badaczy zawieral mieszanine
podstawowych aminokwaséw (wéréd nich, w kolejnych do§wiadczeniach, jeden amino-
kwas byl znakowany izotopem radioaktywnym), ATP, drobnoczasteczkowy RNA, eks-
trakt bakteryjny i syntetyczna matryce, ale typu RNA - polimer ztozony z samych ura-
cyli, U-U-U-U-U- ... czyli poliU. Inkubacja takiej mieszaniny, a nastepnie analiza zsynte-
tyzowanego biatka wykazala, ze matryca poliU kodowala monotonng czasteczke polipep-
tydu (,,bialka”), ztozona wylacznie z jednego rodzaju aminokwasu - fenyloalaniny (akro-
nim: Phe). Laricuch polipeptydowy mial zatem budowe: Phe-Phe-Phe-...

Wkrétce uzyskano syntetyczne polinukleotydy (syntetyczne RNA) o znanej i zapro-
gramowane] sekwencji nukleotydéw (G. Khorana, M. Grunberg-Manago i S. Ochoa),
ktére uzyte w systemie Mattaei i Nirenberga pozwolily w ciagu kilku lat poznaé wszyst-
kie kodujace triplety, czyli ,zlamac” kod genetyczny. Dla przyktadu: triplet UUU koduje
fenyloalanine, GCU - alanine, AGC - seryne, CUG - leucyne itd. Kod genetyczny opisu-
jacy triplety (kodony) RNA i odpowiadajace im aminokwasy oraz kodony sygnalne
»Stop” znajdzie Czytelnik w kazdym podreczniku biologii.

Gen klasyczny — elementarz

Owczesna, oparta na hipotezie Cricka, definicja genu glosila, ze gen jest ,,odcinkiem
DNA” kodujacym biatko (polipeptyd). Dwa gtéwne procesy sa niezbedne dla odczytania
informacji zakodowanej w genie (DNA) i wyrazenia jej w postaci syntezy swoistego
bialka: transkrypcja i translacja. Proces transkrypcji, czyli przepisanie kodujacych sek-
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wencji nukleotydowych DNA na liniowa, prekursorowg czasteczke informacyjnego RNA
(mRNA, messenger RNA), zaczyna sie w okreslonym punkcie sekwencji genu zwanej
promotorem. Promotor zwykle poprzedza poczatek genu (jest ,, na lewo” od poczatku
albo inaczej: miesci sie ,w gére” od poczatku genu). Na sekwencjach promotora usa-
dawia sie kompleks transkrypcyjny przesuwajacy sie od poczatku do korica genu i roz-
rywajacy chwilowo wiazania w helisie DNA. W wyniku transkrypcji powstaje pojedyncza
ni¢ mRNA, ktéra po ukoriczeniu transkrypcji na koricu genu oddziela sie od pasma
DNA. Oba pasma DNA ponownie tworza dwupasmowa helise. Kazdy gen moze dac po-
czatek tysiacom czasteczek komplementarnego mRNA. , Informacja genetyczna” w pos-
taci sekwencji tripletéw nukleotydéw (kodonow) zawarta jest na tzw. pa§mie sensowym
(sense) DNA. Informacyjny RNA (mRNA) kopiowany jest z pasma DNA komplementar-
nego do pasma sense, czyli pasma antysensowego (antisense). W wyniku transkrypcji
pasma antysensowego w czasteczce mRNA odtworzona zostaje sekwencja pasma kodu-
jacego, 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 sie U (uracyl).
Transkrypcja i pojawianie sie czasteczek mRNA w komoérce 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 ktérego zaczyna sie synteza biatka.
Czasteczka mRNA, oprécz sekwencji tripletéw (kodonéw) kodujacych poszczegdlne
aminowasy w polipeptydzie, niesie takze u obu koricéw czasteczki dodatkowe sekwencje
(nieulegajace translacji) oraz inne specyficzne sekwencje, jak zlokalizowany na poczatku
czasteczki (5’) sygnat (kodon) AUG dla startu odczytywania (translacji) i sygnaly ,,stop”
(kodony UAA, UAG i UGA) dla zakonczenia odczytu (u korica 3’) i inne. Sekwencje te
stuza jako swoiste miejsca dla lokalizacji bialek i ich komplekséw niezbednych dla pro-
cesu odczytu, a takze jako sekwencje biorace udzial w procesach kontrolnych zwiaza-
nych np. z trwaloécia czasteczki mRNA. Odczyt, tzn. translacja informacji zawartej
w mRNA na laricuch biatkowy, czyli synteza bialka, zachodzi na rybosomach w cyto-
plazmie komérki z dostepnych tam wolnych aminokwaséw i przy uzyciu czasteczek
tRNA - ,,adaptoréw” postulowanych przez Crickaibardzo zlozonych systeméw ,,pomoc-
niczych”. Kazda czasteczka mRNA moze sluzy¢ do syntezy tysiecy czasteczek biatka,
ktére koduje. Jednak zywotnosc¢ czasteczki mRNA jest regulowana. Powyzszy opis ilus-
truje ,ekspresje” genu i dotyczy w zasadzie genu bakteryjnego, ktéry wystepuje jako
ciagla sekwencja DNA. Sadzono, ze w komdrkach jadrzastych (eukariotycznych) struk-
tura genu jest podobna do struktury w komérkach bakteryjnych. Ale w koricu lat 70. za-
czely pojawiac sie zdumiewajace doniesienia, ze u niektérych wiruséw i w komdérkach
eukariotycznych organizméw wyzszych geny kodujace biatko z reguly maja sekwencje
kodujace nie w formie ciaglej, lecz sa poprzerywane sekwencjami niekodujacymi.
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57 > 3’
Pasmo DNA ..TCGTAAGGCGATTGTCGCCATAAGCACG...  Antisense
37 € mm 5

Transkrypcja \

5> .AGCATTCCGCTA,
Uwolnione chwilowo przez | (lj?(l}(l:(l}(l}r{llx}w}“(l:(l}}“(l}(l:

kompleks transkrypeyjny TGTCGCCATAAGCACG...
pasmo ,antisense” jest 3> ..TCGTAAGGCGAT

rzepisane na RNA FIETrrrrrrrl
przep .AGCAUUCCGCUA... < RNA

1 > 3’
R R e 5’
Pasmo DNA .. TCGTAAGGCGATTGTCGCCATAAGCACG... Antisense
Frrrrrrrrrerrrrerrrrrrrerrnd
..AGCAUUCCGCUAACAGCGGUAUUCGUGC... RNA

o ST Uy pEp U R > 3
Przepisana czgsteczka RNA oddziela sie od
pasma antysens DNA, ktére ponownie

odtwarza strukture dwupasmowego DNA

..AGCAUUCCGCUAACAGCGGUAUUCGUGC... RNA

Ryc. 3. Schemat transkrypcji. Przed rozpoczeciem transkrypcji pasma DNA zostaja chwilowo

odsuniete 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 polarno$é sa identyczne jak w pasmie sensowym DNA (czyli

»genie”), z tym ze tymine (T) zastapit uracyl (U). Zatem sekwencje genowe mozemy odczytywac
zaréwno na pasmie sensowym DNA, jak i na pasmie RNA poczawszy od 5’

Walter Gilbert zaproponowat, aby fragmenty kodujace (znajdujace sie nastepnie w ,,doj-
rzalym” mRNA) nazywac eksonami (E), za$ przedzielajace je sekwencje niekodujace
intronami (I). Geny o strukturze intron-ekson-intron-ekson... Gilbert nazwat genami mo-
zaikowymi. Nazywa sie je takze genami ,podzielonymi” - split genes (Pierre Chambon
iin.). Graficznie strukture takich genéw przedstawiamy jako podwdjna linie, a kodujace
sekwencje genowe (eksony, E) jako pionowe krétkie linie, o ré6znej grubo$ci, co ma ilus-
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trowac ich wzgledna dtugosc (ryc. 4a), a takze i wzgledne proporcje miedzy eksonami (E)
i intronami (I). Innym, wygodnym przedstawieniem graficznym jest pokazanie eksonéw
(E) jako odcinkéw wypelnionych na podwdjnej linii DNA (ryc. 4b).

a)

E1 E> E3 Eg Es Ee

11 I2 13 14 Ig
b)
TGA (,stop”) ATTAAA
Promotor ATG (,start”) (sygnat dla
\ / \ /poliadenylacji)
T I
Ekson 1 Intron 1 Ekson 2 Intron 2 Ekson 3

Ryc. 4. Powszechnie uzywane schematy ilustrujace budowe genu mozaikowego: a) gen o 6 ekso-
nach; pokazano wzgledne proporcje dlugoéci eksonéw (E) i intronéw (I); b) gen o trzech ekso-
nach; zaznaczone sa podstawowe sekwencje sygnalne. Opis w tekécie. Sygnaly ,start” i ,,stop”
pokazuja miejsca poczatku i korica przepisywania ,,informacji” na sekwencje aminokwas6w biatka

Zatem w komoérkach eukariotycznych (jadrzastych) procesy zwiazane z ekspresja
genu wygladajg inaczej. Skopiowana z genu wielka czasteczka zwana pre-mRNA zawie-
rajaca zaréwno kopie eksonéw, jak i intronéw podlega procesowi ,,sktadania” (splicing).
Z czasteczki pre-mRNA zostajg usuniete introny, a eksony zostaja polaczone ze soba
w ciagla sekwencje stanowiacg teraz ostateczna, dojrzala (znacznie mniejsza niz pre-
mRNA) czasteczke informacyjnego RNA (mRNA). Czasteczka mRNA jest teraz gotowa
podjaé funkcje kodowania biatka w cytoplazmie komérki.

Liczba eksonéw/intronéw jest rézna (od kilku do kilkudziesieciu) w ré6znych genach
iuréznych gatunkéw. Najwieksza znana mi z literatury liczba eksonéw wystepuje u musz-
ki owocowej D. melanogasterw genie o symbolu Dsam i wynosi 115. Eksony te sa roz-
rzucone na wielkim, siegajacym milionéw par zasad fragmencie DNA. Ludzki homolog
tego genu posiada ponad 100 eksonéw podobnie rozsianych na duzym obszarze w znacz-
nych odleglosciach od siebie.

Introny we wszystkich genach sa z reguly znacznie dtuzsze od eksonéw iich taczne
sekwencje zajmuja czesto ponad 95% sekwencji pierwotnego transkryptu (por. ryc. 4a
i ba). Jeszcze kilkana$cie lat temu introny byly uwazane za ,$mieciowego” DNA (unk
DNA, por. nizej). Tymczasem okazalo sie, ze w samych intronach moga sie znajdowaé
sekwencje kodujace nalezace do innego genu, a takze sekwencje regulatorowe, np. tzw.
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sekwencje wzmacniajace transkrypcje (enhancery), czesto lezace w znacznej odleglosci
»W dol” (czyli ,na prawo”) od poczatku genu. Sadzono, ze po wycieciu z pre-mRNA in-
trony jako transkrypt ,$mieciowy” ulegaja kompletnej degradacji jako sekwencje nie-
potrzebne. Obecnie wiemy, ze introny bedace gléwnym skladnikiem w pierwotnym tran-
skrypcie (pre-mRNA) wraz z transkryptami intergenowych sekwencji unikatowych
niekodujacych bialka stanowia wazny material uzyteczny w regulacji wielu procesow
biologicznych. Ta porcja sekwencji, ktéra znajduje sie w intronach, najlepiej koreluje
ze ztozonoscia rozwoju ewolucyjnego (Mattick i Gagen, 2001, takze por. nizej).

Nastepujaca definicja dobrze opisuje gen ,klasyczny”, taki jaki znaliémy w koricu
ubieglego stulecia: ,,Gen jest segmentem DNA wciagnietym w produkowanie aricucha
polipeptydowego; gen obejmuje regiony poprzedzajace i nastepujace po regionie kodu-
jacym, jak réwniez sekwencje wtracone (introny), lezace miedzy indywidualnymi seg-
mentami kodujacymi (eksonami)” (zob. Lewin, 1994). Gen ,klasyczny” miat swoja Scisle
zdefiniowana liniowa strukture, swéj poczatek i koniec. Geny mialy by¢ utozone jeden
za drugim jako oddzielne jednostki funkcjonalne, jak paciorki rézarica. Obecnie wiemy,
ze geny moga nakladac sie (overiapping) i wéwczas z pasma sense odczyt zachodzi z prze-
sunieciem ramki odczytu, w wyniku czego na jednym pas$mie sense moga by¢ zakodo-
wane dwa polipeptydy. Takze pasmo antisense, do niedawna uwazane za niekodujace,
moze stuzy¢ do kodowania i jest wykorzystane do transkrypcji.

Genom - ile DNA, ile genow?

DNA komorek prokariotycznych (bezjadrzastych, np. bakterie) jest zorganizowany
jako jeden chromosom skladajacy sie z jednej czasteczki DNA ,rozpuszczonej” w cyto-
plazmie. Cala taka czasteczka DNA obejmuje geny ulozone blisko jeden za drugim,
kazdy z nich ma sw6j wymiar przestrzenny, do§¢ wyrazne ,,granice” (poczatek i koniec)
i kazdy z nich ma nieprzerwany ciag sekwencji kodujacych.

Natomiast DNA organizméw eukariotycznych (posiadajacych jadro), zaré6wno u jed-
no- jak i wielokomérkowych, upakowany jest w chromosomach i zamkniety w jadrze
komérkowym. Jeden chromosom zawiera jedna czasteczke DNA. Czlowiek posiada 22
chromosomy autosomalne oznaczone wedtug malejacej dtugosci od 1 do 22 i dwa rézne
chromosomy plciowe X 1Y (u kobiet XX, u mezczyzn XY). Uporzadkowany wedlug wiel-
ko$ci zestaw chromosoméw nazywamy kariotypem. W jadrze komoérek cztowieka posz-
czegdblne chromosomy zajmujg $cisle okreslone terytoria. Nawet w okresie cyklu zycio-
wego komoérki zwanym interfaza, gdy ma miejsce duza aktywno$c genéw i gdy chromo-
somy wydaja sie rozproszone, a DNA chromosomalny jest pozornie rozpuszczony i wy-
mieszany, szkielet kazdego indywidualnego chromosomu jest utrzymany, a jego DNA
ynie miesza” sie z DNA innego chromosomu. DNA kazdego chromosomu zajmuje
okreslone terytorium jadra.
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W organizmach diploidalnych, takich jak czlowiek, kazdy chromosom wystepuje
w dwdéch kopiach - jedna pochodzi od matki i jedna od ojca. Genomem nazywamy catko-
wita ,,informacje genetyczna” czyli DNA, (choé nie s3 to terminy réwnowazne) zawarta
w komorce i charakterystyczna dla danego organizmu. Wielko$¢ genomu najczescie]
podajemy jako dlugos$c wyrazona liczba par zasad (nukleotydéw) i odnosimy zwykle do
haploidalnego zestawu chromosoméw. , Typowy” genom czlowieka, czyli sumaryczna
dlugosc czasteczek DNA wszystkich chromosoméw w komérce haploidalnej (zawiera-
jacej zestaw jednej kopii chromosoméw danego gatunku) ma wielkosc ok. 3 x 10° par
zasad/nukleotydéw (3 x 10°bp), czyli 3 mld par zasad. W przeliczeniu na miare metrycz-
na DNA kazdej komoérki cztowieka ma dlugosc ok. 1,5 metra! Ta wielko$¢ daje nam
przyblizone pojecie o tym, jak silnie skondensowany i gesto upakowany musi byé DNA
w indywidualnym chromosomie i w jadrze komdérkowym, ktére — jesli przyjmiemy jego
kulisty ksztalt — ma $rednice zaledwie od kilku do kilkunastu um.

Wielko$cé genoméw réznych gatunkéw miesci sie w szerokich granicach, od ok. 10°
bp u mykoplazmy i bakterii az do 10" bp dla kwitnacych roslin i zimnokrwistych kre-
gowcow klasy Amphibia. Czyli w haploidalnych genomach réznych gatunkéw ilo§¢ DNA
waha sie do 100 000 razy. Wielko$¢ genomu bakteriofagéw jest rzedu 10° bp. Jeszcze
ok. 20 lat temu spekulowano, ze zlozono$c organizmu bedzie $ciéle korelowac z ilo$cig
materiatu genetycznego (ilo$cia DNA), a zatem réwniez z liczba genéw i liczba chromo-
soméw. W miare gromadzenia danych doswiadczalnych i rozwijania metod badawczych
okazalo sie, ze sprawa jest bardziej zlozona. Nie ma prostej korelacji miedzy biologiczna
zlozono$cia gatunkéw a iloScia DNA ani liczba chromosoméw, ani ilo$cia kodujacego
lub niekodujacego DNA.

U bakterii sekwencje DNA kodujace biatko (czyli geny) zajmuja caty lub prawie caty
genom. Ale w organizmach wyzszych (ssaki) sekwencje kodujace biatko stanowia tylko
mala cze$é genomu, np. u czlowieka najwyzej ok. 1,5% genomu. Jesli przyjeliSmy, ze
liniowa dlugo$¢ DNA genomu cztowieka wynosi ok. 1,5 m, to taczna dtugos$c sekwencji
kodujacych (tj. genéw) zajmuje zaledwie ok. 2 cm. U niektérych kregowcéw klasy Am-
phibia, majacych genom wielkich rozmiaréw, ta proporcja jest jeszcze mniejsza. W ge-
nomie cztowieka i innych gatunkéw zwierzat oraz roslin jest znacznie wiecej DNA, niz
by$my mogli oczekiwac z oczywistych réznic w ztozono$ci tych organizméw. Przez wiele
lat uznawano niestusznie (por. nizej), ze ten ,nadmiarowy” DNA u czlowieka i innych
organizmo6w wyzszych nie ma znaczenia funkcjonalnego i jest wynikiem proces6w ewo-
lucyjnych, a nawet ukuto nazwe dla ,nadmiarowego” DNA - ewolucyjne ,,$miecie” (junk
DNA). Organizmy prokariotyczne takich ,nadmiarowych” sekwencji DNA nie posiadaja.

W latach 90. badaczy intrygowalo gléwnie zagadnienie, jak duzo jest genéw u kaz-
dego gatunku. Sadzono, ze im gatunek jest na wyzszym stopniu rozwoju ewolucyjnego,
tym wiecej bedzie posiadat DNA i genéw. Jeszcze kilkana$cie lat temu szacowano, ze
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czlowiek powinien posiadaé przynajmniej 100 000 genéw, pojmowanych nadal jako ko-
dujace biatko sekwencje DNA majace swéj materialny poczatek i koniec. Szacunki bar-
dzo réznily sie w zaleznosci od uzytej metody. Analiza sekwencji DNA organizmoéw
posiadajacych maly genom i poznanie sekwencji aminokwasowej réznych biatek pozwa-
lato ,usrednia¢” wielko$¢ genu i uscislac liczbe genéw. Geny kodujace rybosomalny
RNA (rRNA), transportujacy RNA (tRNA), a takze geny kodujace histony wystepuja
zwykle w wielu kopiach. Czesto nazywa sie je ,genami powtarzalnymi”. Nalezy je odréz-
ni¢ od ,sekwencji powtarzalnych” lub ,powtarzajacych sie”(sekwencje repetytywne).
Liczne kopie jednego genu wystepuja czasami w komérkach niektérych nowotworéw.

W latach 90. w Stanach Zjednoczonych opracowano i rozpoczeto projekt badawczy
zmierzajacy do ustalenia sekwencji (czyli kolejnos$ci wystepowania w DNA) 3 mld par
zasad/nukleotydéw DNA calego genomu cztowieka (Human Genome Project, HGP).
Ustanowienie projektu HGP przez USA (Narodowe Instytuty Zdrowia, NIH oraz Depatr-
tament Energii, DOE) i miedzynarodowej organizacji Human Genome Organization
(HUGO) bylo poprzedzone usilnymi zabiegami naukowcéw, takich jak Walter Gilbert,
James Watson, Charles Cantor, Leroy Hood (cyt. za Lewontin, 1991). Wierzono, ze HGP
pozwoli ustali¢ liczbe genéw i zrozumieé, na czym ostatecznie polega zjawisko zycia,
ustali¢ caly, liniowo zakodowany ,plan organizmu” z wszelkimi anatomicznymi i fizjo-
logicznymi cechami i zachowaniem. W. Gilbert obrazowo ujal swéj entuzjazm wobec
HGP. Sekwencje trzech miliardéw par zasad DNA czlowieka bedzie mozna zapisaé na
dysku CD, wyciagnac taki dysk CD z kieszeni i oznajmié: ,,Oto jest istota ludzka: to Ja!”.

Projekt wzbudzal wielkie nadzieje. Sadzono, ze poznanie sekwencji pozwoli na
ustalenie liczby genéw oraz genéw i sekwencji unikatowych dla czlowieka, czyli na usta-
lenie, czym czlowiek rézni sie ewolucyjnie od zwierzat wyzszych i najblizszych mu na-
czelnych (np. szympansa). Oczekiwano dalej, ze zostana poznane defekty i uszkodzenia
genow determinujace powstawanie choréb (facznie z rakiem), co z kolei pozwoli na roz-
winiecie metod diagnostycznych i opracowanie nowych skutecznych technik leczni-
czych, np. ,terapia genowa” (Zalewski, 2001). Kazdy czlowiek bedzie mégl miec swdj
»Daszport genetyczny” dla identyfikacji, prosty i niezbedny np. w sprawach ubezpiecze-
niowych. Powstaly tez ztudne iluzje, ze znajac zestaw genéw i sekwencji DNA czlowie-
ka, bedzie mozna ten gatunek uszlachetniac przez zabiegi inzynierii genetycznej, a na-
wet zwalczy¢ negatywne ludzkie zachowania.

W roku 2001 dwa os$rodki badawcze w USA, rzadowy (NIH) pod kierunkiem F. Col-
linsa i prywatny (Celera) J. C. Ventera, oglosily réwnoczeénie w tygodnikach ,Nature”
(Landeriin., 2001) oraz ,Science” (Venter i in., 2001) sekwencje ludzkiego DNA i po-
kazaly ,mape genetyczna” czlowieka. Byl to wielki sukces badawczy, ktéry jednoczesnie
okazat sie wielkim zaskoczeniem dla nauki. Wbrew wcze$niejszym oczekiwaniom, liczbe
~genéw” czlowieka oszacowano w przedziale od 25 000 do 30 000. Liczba ta obejmowa-
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ta sekwencje posiadajace atrybuty genu strukturalnego, kodujacego biatko, jak réwniez
geny kodujace te klasy RNA, ktére byly ostatecznymi produktami (rRNA, tRNA). Oka-
zalo sie, ze trudno jest zdefiniowad i rozpoznac indywidualne geny. Rozrzut w szacun-
kowej liczbie genéw zalezy od metod przyjetych do identyfikacji opartych na swoistych
sekwencjach (sekwencje sygnalne charakterystyczne dla genu, jak np. promotor, sek-
wencje stop, otwarte ramki odczytu).

Inne grupy badawcze zaczely wkrétce donosic o ustaleniu sekwencji i szacunkowych
liczbach genéw u kilku gatunkéw zwierzat i roslin. Poréwnanie liczby genéw (sekwencji
kodujacych biatko) miedzy gatunkami wyraznie wskazalo, ze nie ma takze oczekiwanej
korelacji miedzy liczba genéw a ztozonoscia organizméw. Obecnie liczbe genéw kodu-
jacych biatko w genomie czlowieka szacuje sie na ok. 22 700, a nawet zaledwie 20 000
(cyt. wg Pheasant i Mattick, 2007). Czlowiek, ktéry umie$cit siebie na szczycie drzewa
ewolucyjnego, ma poréwnywalna liczbe genéw do myszy (22 500), jezowca (ok. 23 000)
i nicienia Caenorhabditis elegans (od 19 000 do 20 000) i tylko o jedna trzecia wiecej
niz muszka owocowa Drosophila melanogaster(ok. 14 000), a znacznie nizsza niz jedno-
komérkowy protista, orzesek Tetrahymena thermophila— 27 000 genéw (cyt. wg Phea-
sant i Mattick, 2007). Te szacunkowe dane wskazuja, ze w procesie rozwoju osobni-
czego geny kodujace biatko per se nie sa odpowiedzialne za ,programy rozwojowe”.
Program (plan) rozwoju jest przypisywany genomowym mechanizmom regulacyjnym
lub innym nieznanym jeszcze procesom. Drozdze posiadajg ok. 6000 genéw, a bakterie
miedzy 5000 a 10 000 genéw. Sekwencje genomu czlowieka i szympansa réznia sie za-
ledwie niewiele ponad 1,0%. Czyzby - jak chca niektérzy badacze - cztowiek i czlowie-
czenstwo, cechy osobowosci cztowieka, jego wielki tadunek intelektualny tkwit w tej
drobinie DNA, stanowiacej réznice z najblizszym krewniakiem ewolucyjnym?

Pozagenowe sekwencje DNA wystepuja u wielu gatunkéw i ré6zne opisane nizej sek-
wencje posiadaja czesto zdumiewajace podobieristwo, a poprzez ich poréwnywanie
mozna przesledzié¢ ich koleje ewolucyjne (Jurka i in., 2007).

Co zawiera ludzki, nadmiarowy DNA uwazany do niedawna za ewolucyjne ,,$mie-
cie”? Jak wspomnieliémy, mniej niz 2% ludzkiego DNA zawiera sekwencje kodujace,
zatem nadmiarowa cze$¢ DNA zajmuje az ok. 98% genomu. Na te czes¢ skladaja sie
sekwencje powtarzajace sie (repetitive sequences, repetitive DNA), wystepujace w licz-
nych kopiach, oraz fragmenty sekwencji unikatowych o nieznanej funkcji, nieposiada-
jace swoich homologéw w genomie. Sekwencje powtarzajace sie o prostej budowie, tan-
demowe, zlozone z kilku (2-6) nukleotydéw powtarzajacych sie zwykle kilkadziesiat razy,
np. dinukleotydy - [AT] dajace trakty ATATATA..., trinukleotydy np. [AAT], lub [CGG],
tworzace odpowiednio ciagi: AATAATAAT...i CGGCGGCGGCGQG..., nazywane sa mikro-
satelitami. Bardziej zlozone sekwencje powtarzajace sie, majace motyw podstawowy od
kilkunastu do kilkudziesieciu nukleotydéw, definiowane sa jako minisatelity. Zajmuja
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one odcinki DNA o dtugo$ci nawet kilkunastu tysiecy pz. Niekiedy ,inwazja” krétkich
(kilka nukleotydéw) traktéw w rejony kodujace ma miejsce w chorobach degeneracyj-
nych, gléwnie typu neurodegeneracyjnego. Do grupy powtarzajacych sie sekwencji
rozproszonych zaliczamy takze sekwencje typu SINE (short interspersed nucleotide
€elements), z ktérych najlepiej poznana sekwencja A/u o dlugosci ok. 300 nukleotydéw
wystepuje w ok. 500 tys. kopii w genomie cztowieka. Grupa sekwencji LINE (Jong inter-
spersed nucleotide elements), o dtugo$ci kilku tysiecy nukleotydéw, wystepuje w set-
kach tysiecy kopii. Znanych jest wiele innych rzadziej wystepujacych elementéw.

Wiele z sekwencji powtarzajacych sie ma zdolno$¢ przemieszczania (transpozycji)
w genomie. Grupy rodzin takich sekwencji nazywamy ogélnie sekwencjami/elementami
transpozonalnymi (TE - transposable elements) lub wprost transpozonami. Istnienie
elementéw transpozonalnych, zwanych réwniez elementami mobilnymi, postulowata
w latach 30. Barbara McClintock na podstawie badari nad genetyka kukurydzy. Elemen-
ty transpozonalne sa to sekwencje o duzej zlozonosci co do struktury, pochodzenia
i roznorodnosci. Ich funkcja w procesach ewolucji, specjacji (powstawaniu gatunkéw),
W rozwoju osobniczym i rola w genomie wspélczesnym nie jest do korica poznana.
Transpozony odegraly prawdopodobnie gtéwna role w procesie ewolucji (Jurka i in.,
2007; Kapitonov i in., 2004). W warunkach stresowych transpozony moga sie uaktyw-
niaé, i dzieki zdolno$ciom autokatalitycznym (aktywnosc wlasnego enzymu, transpozazy,
umozliwiajacym wycinanie i insercje) moga zmienia¢ miejsce w genomie tego samego
osobnika lub gatunku badz ulegac transpozycji horyzontalnej do genomu innego gatunku.
Masowy, horyzontalny wspétczesny transfer transpozonéw opisano u wrotki (Gladyshev
iin., 2008). Znane s3 przyklady choréb powstalych wskutek transpozycji aktywnych TE.
Z kodujacych sekwencji transpozonéw (transpozaza, gen gag u retrotranspozonéw)
ewoluowaly niektére geny kodujace biatko u ssakéw. Transpozony ingerowaly takze w
powstanie i funkcje sekwencji kodujacych microRNA. W ,, pozagenowym” DNA znajduja
sie liczne powtarzajace sie kopie genéw nieczynnych (pseudogeny, por. nizej).

Miedzy genem a bialkiem

Obraz prostego przekazywania informacji z genu (DNA) przez mRNA do biatka
i prostej liniowej relacji gen (DNA), struktura biatka i jego funkcja bardzo komplikuja
poznanie mechanizméw zmieniajacych na poziomie mRNA tresc informacji pierwotne;j
zawartej w DNA (genie). W wyniku dziatania tych mechanizméw sekwencja aminokwa-
séw w czasteczce biatka (a zatem jej struktura i funkcja) beda rézni€ sie od tej ,,zapi-
sanej” w genie.

Jedna z hipotez wyjasniajacych ewolucje glosila, Ze wprowadzenie do procesu ewolu-
cyjnego ,nowosci” mialoby polegac na duplikacji genu. Jedna kopia genu stuzy¢ miata
do kodowania ,,starego” bialka, nowa kopia bylaby uwolniona dla ewolucyjnego ,,ekspe-
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rymentowania” i ostatecznie postuzytaby do wyksztalcenia nowych funkcji kodujacych.
Ta hipoteza nie wyjasnia jednak faktu, ze w miare powstawania organizmow o coraz
wiekszej zlozono$ci nie wzrasta proporcjonalnie liczba genéw kodujacych bialko.

Dogmat: jeden gen - jedno biatko - jedna funkcja, ulegt obaleniu, gdy okazalo sie,
ze liczba rodzajow czasteczek bialek jest przynajmniej o jeden rzad wieksza niz liczba
genow kodujacych biatko. W dodatku ulegl réwniez obaleniu poglad, Ze przestrzenna
tréjwymiarowa konformacja czasteczki biatkowej jest determinowana wylacznie sek-
wencja aminokwaséw w polipeptydzie, co pierwotnie miat zdeterminowac gen kodujacy.
Przestrzenna forma bialka zmienia sie w zalezno$ci od mikrosrodowiska, np. oddzia-
tywarni danej czasteczki biatkowej z innym biatkiem, réznymi drobnymi czasteczkami nie-
biatkowymi, jonami itd. Przestrzenna forma zalezy tez od chemicznych potranslacyjnych
modyfikacji biatek. Takie modyfikacje obejmuja fosforylacje, metylacje, acetylacje,
sumoylacje, ubikwitynacje, glutamylacje itp. Modyfikacje potranslacyjne zmieniaja funk-
cje biatka. Funkcjonalna ré6znorodno$é bialek okreslana terminem ,,pleiotropia” zwiek-
sza ztozonos¢ biologiczna bialek.

W ostatnich dziesiecioleciach poznano mechanizmy (zapewne nie wszystkie), ktére
wyjasniaja, jak mozna osiagnac réznorodno$¢ strukturalna i funkcjonalna biatek kodo-
wanych przez jeden gen. Najwazniejsze z nich zostana przytoczone nizej.

Alternatywne skladanie mRNA

Oprécz mozliwo$ci odtwarzania identycznych kopii genu (DNA) gtéwnym zadaniem
genu jest programowanie syntezy bialka. Istnieje wielka réznorodnos¢ bialek oraz ko-
nieczno$¢ ich wybidrczo kontrolowanej syntezy w czasie rozwoju embrionalnego, a po-
tem prowadzenia syntezy w réznych komérkach, tkankach i narzadach, a takze w odpo-
wiedzi na zmienne bodZce $rodowiskowe. Jednym z mechanizméw zapewniajacych ge-
nerowanie z jednego genu (DNA) réznych polipeptydéw o réznych funkcjach jest alter-
natywne skladanie pre-mRNA.

Wielka czasteczka pre-mRNA (zwana tez jednostka transkrypcyjna) podlega wspom-
nianemu wyzej procesowi skladania (sp/icing). W procesie tym zostajg usuniete dlugie
niekodujace sekwencje intronowe, a eksony zostaja zlaczone w jeden ciag nukleotydéw.
W wielu przypadkach sktadanie przebiega w sposéb alternatywny (ryc. 5 i 13), gene-
rujac z sekwencji jednego genu (jednego pre-mRNA) wiele réznych czasteczek mRNA
kodujacych rézne polipeptydy (bialka). Dla przyktadu (ryc. 5a), jesli w pre-mRNA mamy
trakt szesciu eksonéw (E) oznaczonych kolejno 1 2 3 4 5 6, to w przypadku alternatyw-
nego skladania moga powstac czasteczki mRNA o ciagu E jak w pre-mRNA, lecz takze,
oprocz intronéw, moga zostac usuniete niektére eksony i utworzone zostana czasteczki
mRNA o ciagach E (ryc. 5b): 1234 6albo13456,albo12356,albo1l345itd.
Takie czasteczki RNA beda kodowaly rézne izoformy polipeptydu o réznych funkcjach.



Gen strukturalny — ewolucja pojecia I dylematy 81

a)

Chrom. ,a”

E, E, Es E4 Es Eg Chrom. “b” Ex

e T— == e e e =

Transkrypcja
Ej Ez Ej Ey4 Es Eg Chrom. “b” Ex
-‘
Sktadanie, -
usuniecie o
intronow mMRNA ‘e
123456
b)
Alternatywne A
skfadanie; 12346, 13456, 12356, 1345, 12346Ex, itd.
powstajg rézne
mRNA
Translacja ,l,
Rézne
polipeptydy i a, b, c, d, e, itd.

rézne funkcje

Ryc. 5. Sktadanie mRNA. a) Zaréwno eksony (E), jak i introny genu (DNA) na chromosomie ,,a”
i niekiedy nawet cze$¢ genu na chromosomie ,b” sg przepisane (transkrypcja) na dlugi tran-
skrypt pierwotny (pre-mRNA). W procesie skladania z pre-mRNA zostaja wyciete sekwencje
intronowe, a sekwencje eksonowe zostaja spojone w jedna, ,dojrzaly” czasteczke mRNA.
b) Cyfry pokazuja kilka réznych alternatywnych sekwencji eksonéw w czasteczce mRNA po alter-
natywnym skladaniu, gdy oprécz intronéw zostaja wyciete réwniez niektére eksony. W pierwszej
czasteczce o ciggu 12346 zostal wyciety ekson E5, w drugim ciagu 13456 zostal wyciety ekson
E2 itd. W ostatnim przykladzie o ciaggu 12346x zostal wyciety ekson E5, ale dodatkowo zostat
»doklejony” ekson ,Ex” z transkryptu odleglego chromosomu ,b”. Rézne czasteczki mRNA
powstate w wyniku alternatywnego sktadania, zostaja przetlumaczone (translacja) na rézne poli-
peptydy, ktére moga miec rézne funkcje

Zupehie nieoczekiwanym bylo odkrycie, ze w procesie skladania transkryptu (pre-
mRNA) genu ,a” moze by¢ pobrany ekson z transkryptu genu ,,b”, lezacego w duzej od-
leglo$ci na tym samym chromosomie lub nawet na innym chromosomie. Wéwczas moze
powstaé mRNA o ciggu eksonéw 1 2 3 4 6, Ex (ryc. 5b). Po translacji aktywnie zlozo-
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nych mRNA powstaja r6zne izoformy biatek. To odkrycie burzy pojecie genu jako $cisle
okreslonej jednostki strukturalnej, majacej swoje zdefiniowane granice.

Skrajnym przyktadem zdumiewajacych mozliwosci alternatywnego skladania jest tran-
skrypt genu Dscam. U czlowieka gen DSCAM (Down syndrome cell adhesion molecule)
koduje duze polipeptydy biorace udziat w rozwoju uktadu nerwowego. Neurony w trakcie
rozwoju osobniczego dostaja etykiete w postaci swoistego spektrum polipeptydéw, co
pozwala im zajaé odpowiednie miejsce w mézgowiu i polaczyc sie z odpowiednimi komér-
kami nerwowymi. Polipeptydy DSCAM biora udziat w ztozonych kompleksach umozli-
wiajacych sterowany ruch eksonéw komérki nerwowej w rozwoju osobniczym.

Dobrze poznany u muszki owocowej homologiczny gen Dscam posiada 115 ekso-
néw. Potencjalnie alternarywne skladanie premRNA Dscam moze generowac 38 016
réznych czasteczek mRNA, a zatem tylez réznych izoform polipeptydéw (Schmuckler
iin., 2000). Dotychczas zdefiniowano kilka tysiecy takich izoform. Geny Dscam naleza
do rodziny genéw immunoglobulinowych, ktére takze wykazuja wielka zdolno$¢é rekom-
binowania. U muszki owocowe] polipeptydy Dscam stanowia takze sktadowa systemu
odpornosci. W komérkach systemu nerwowego i gdzie indziej repertuar alternatywnych
polipeptydéw Dscam zmienia sie w czasie i jest elementem pozwalajacym odréznié
sasiadujace komérki (np. w réznych typach fotoreceptora). Transkrypty genéw kodujace
inne rodziny bialek wciagnietych w proces neurogenezy podlegaja réwniez alterna-
tywnemu sktadaniu (Nevesiin., 2004). Skladanie alternatywne przejawia specyficzno$é
narzadowa (Xu, Modrek i Lee, 2002), zmienia sie w stadiach rozwojowych, a takze
posiada pewne cechy swoisto$ci gatunkowej. Szacuje sie, ze proces alternatywnego
sktadania obejmuje 35-59% genéw czlowieka. Proces regulowanego sktadania zachodzi
w trakcie tak podstawowego zjawiska, jak determinacja plci u muszki owocowej (zob.
Alberts i in., 1994). W wyniku skladania alternatywnego ,informacja pierwotna” genu
zostaje przetworzona na ,informacje wtérna”. Alternatywne skladanie pre-mRNA moze
obejmowac takze poczatek i koniec czasteczki zawierajacej sekwencje nieulegajace
translacji, ale wplywajace na wydajnos¢ translacji, stabilnos¢ czasteczki mRNA lub jej
komdérkowa lokalizacje.

Przypuszcza sie, ze w trakcie ewolucji zachodzil proces generowania lub utraty
eksonéw. Proces ewolucyjny ,eksperymentowal” i poddawat prébie nowe funkcje alter-
natywnie zlozonych sekwencji, utrzymujac podstawowy, stary zapis. Zjawisko alterna-
tywnego skladania jest w odniesieniu do genéw cztowieka czeste i komérka ludzka moze
generowac wiele alternatywnych form biatka o potencjalnie réznej strukturze i funkcji.
Jednak mamy mato dowodéw, ze alternatywne skladanie daje wiele nowych funkcji enzy-
matycznych i strukturalnych (Tress i in. 2007).

Niekiedy transkrypcja obejmuje dwa sasiadujace geny i wéwczas powstaje biatko
chimeryczne oraz jego liczne izoformy (Akiva i in., 2006).
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Redagowanie mRNA

Proces redagowania RNA (RNA editing) jest zlozony ze skomplikowanych mecha-
nizméw biochemicznych zmieniajacych na poziomie mRNA tresé pierwotnej informacji
odczytanej z sekwencji nukleotydowych w DNA (Smith, Gotti Hanson, 1997). Proces ten
poznano u bakterii, wiruséw, pierwotniakéw, grzybéw, drozdzy, roslin, insektéw i ssakéw.
Proces dotyczy tez samego DNA, ale jest tu raczej wyjatkiem (w limfocytach B). Reda-
gowanie RNA obejmuje zlozone mechanizmy insercji i/lub usuwania (delecji) czasteczek
urydyny (U) w sekwencje mRNA.

Prosty mechanizm redagowania polega na chemicznym przeksztalceniu w czastecz-
ce mRNA w okreslonych pozycjach kodonéw Cw Ui A w1 (I = inozyna, rzadki nukleo-
tyd, gdy znajdzie sie w kodonie, odczytywany jest jako G).

Redagowanie mRNA intensywnie zachodzi w mitochondriach 7rypanosoma i w chlo-
roplastach roslin. Zachodzi réwniez u zwierzat, co umozliwia generowanie narzagdowych
izoform bialek. Redagowanie wystepuje tez w syntezie niektérych biatek zwiazanych
z funkcja kanaléw wapniowych oraz neuroprzekaznikéw w mézgu cztowieka. W tych
ostatnich przypadkach czesto zachodzi podstawienie aminokwasu przez redagowanie
mRNA z udzialem deaminaz adenozyny zmieniajacych A w I. Utrata lub deregulacja
funkcji deaminaz adenozyny idzie czesto w parze z zaburzeniami neurologicznymi. Pro-
ces zmiany A w I spostrzegano takze na granicy intron/ekson, co w efekcie skutkowato
tworzeniem nowej formy mRNA.

Konsekwencje redagowania mRNA sg glebokie. Dla przyktadu, w komérkach watro-
by czlowieka gen APORB daje transkrypt mRNA kodujacy bialko apolipoproteine B
o dlugosci 4563 aminokwas6w. Taki sam mRNA (jako transkrypt genu APOB) powstaje
w komdrkach jelita, ale koduje malg czasteczke apolipoproteiny zawierajaca jedynie
2152 aminokwaséw. Jest to wynik redagowania mRNA w komérkach jelita, polegajacy
na podstawieniu U w miejsce C w srodkowe] czesci czasteczki mRNA. Podstawienie
zachodzi w kodonie CAA (kodujacym aminokwas glicyne), co przeksztalca CAA w kodon
UAA, ktéry jest sygnalem ,,stop” dla procesu translacji, w wyniku czego syntetyzuje sie
jedynie potowa czasteczki biatka. Proces ten zmienit pierwotna tre§¢ informacji w genie,
co w konsekwencji dato dwie izoformy czasteczki biatkowej, r6zniace sie wielkoScia
i funkcja - apolipoproteina B watrobowa jest niezbedna dla transportu cholesterolu,
podczas gdy apolipoproteina jelitowa bierze udzial w absorpcji lipidow.

W mitochondrialnych mRNA u pierwotniakéw 7rypanosoma podczas redagowania
zachodzi intensywna insercja i delecja U przy uzyciu czasteczek ,RNA-przewodnika”
(guide RNA, gRNA) (Stuard i Panigrahi, 2002). Jest to wysoce zlozony mechanizm,
ktérego zasade ilustruje ryc. 6. Nie jest jasne, dlaczego, jak sie wydaje, intensywne re-
dagowanie zachodzi gléwnie w mitochodriach.
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Lys-Val -Asp - Cys - Ile - Pro- Gly -Arg ... . A N
7 L : g sekwencji aminokwasoéw

Ryc. 6. Uproszczony schemat redagowania mRNA. W wyniku redagowania powstaje wtérna
informacja w mRNA dajaca po translacji polipeptyd odmienny od zakodowanego w genie.
Insercje nowych U w czasie redagowania zaznaczono czcionka wyttuszczong

Redagowanie zachodzi réwniez w rRNA i tRNA. W przypadkach redagowania mRNA
proces ten wywiera gleboki efekt na pierwotna strukture biatka, wprowadzajac sygnat
»Stop” koriczacy translacje wczes$niej, niz to zakladala informacja pierwotna w genie
(DNA), lub wprowadzajac zmiane ramki odczytu. Podobnie gleboki wplyw na pierwotna
strukture biatka maja zmiany w antykodonie tRNA.

Uniwersalno$¢ zjawiska redagowania pre-mRNA zapewnia mozliwo$¢ generowania
wielu nowych izoform biatka i przypuszczalnie ma jeszcze wiele innych funkcji biolo-
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gicznych. Dla przykladu, dzieki mechanizmom redagowania elementy powtarzajace sie
Alu (por. wyzej), wystepujace w wielkich liczbach w genomie czlowieka, podlegaja gte-
bokiej przebudowie. W wyniku takich proces6w moga powstawac nowe sekwencje typu
eksonéw, ktére po ,,wyjsciu” z sekwencji A/u (eksonizacja) zasilaja repertuar eksonéw
W genomie.

Redagowanie ma réwniez miejsce w pri-microRNA przez mechanizm zamiany A na
Iijest tkankowo swoiste. Takie redagowanie przenosi swoisto$c thumienia ekspresji na
inny zestaw genéw (Kawakara i in., 2007).

Nie wiemy, co kieruje wysoce swoistym procesem redagowania RNA ani jak ten
proces jest regulowany i koordynowany, jak zachodzi w procesie rozwoju i jaka jest jego
swoisto$c. Zjawisko redagowania RNA, podobnie jak skladanie mRNA, narusza nasze
postrzeganie genu jako autonomicznego odcinka DNA, dziedzicznego i niezmiennego,
jako jedynego Zrédia bezposredniej instrukcji dla syntezy struktury pierwszorzedowe;j
polipeptydu.

Gene sharing

Termin gene sharing (Piatigorsky, 2007) oznacza sytuacje, gdy jeden i ten sam gen
(DNA) jest uzywany wspdélnie dla syntezy jednego polipeptydu, ktéry w zaleznosci od
kontekstu (zapotrzebowania, stezenia polipeptydu w tkance) spelnia zupelnie rézne
funkcje molekularne. Termin gene sharingtrudno jest przettumaczyc na zwiezly termin
wjezyku polskim. Moze termin ,dzielenie sie genem” najbardziej doktadnie oddaje jego
sens. W teorii ewolucji panowato przekonanie, ze oprécz ,korzystnych” mutacji, ktére
wytrzymywaly presje selekcyjna, podstawowym mechanizmem wprowadzajacym ,no-
wosci” ewolucyjne (tj. nowe bialka o nowych funkcjach) byta duplikacja genéw. Zro-
bienie drugiej kopii genu umozliwitoby zatrzymanie funkcji ,starego” genu, podczas gdy
nowa kopia moze stuzy¢ dla wprowadzenia innowacji w strukturze i funkcji nowego
biatka. Odkrycie zjawiska ,dzielenia sie genem” wskazuje na inny mozliwy mechanizm
innowacyjny: gen moze nabywac druga funkcje bez konieczno$ci duplikacji genu i bez
utraty jego funkcji pierwotnej. Co wiecej, ,,dzielenie sie genem” i multifunkcjonalnos¢é
bialek istnialy prawdopodobnie wczes$niej niz zjawisko duplikacji genéw. Kilka przykta-
déw zjawiska gene sharing przytaczam za Piatigorsky’m (Piatigorsky, 2007).

Pod koniec lat 80. odkryto, ze u kaczki, kury i zélwia krystaliny — biatka soczewki
oka spelniajace funkcje optyczne (refrakcja), pelniag w innych narzadach funkcje enzy-
matyczne. Wkrétce okazalo sie, ze delta2 krystalina soczewki oka kury jest bialkiem
identycznym z liazg argininosukcynylowa, a eta-krystalina soczewki kaczki pelni takze
funkcje enzymu dehydrogenazy mleczanowej B. U ptakow i gadéw sa duze réznice
miedzygatunkowe w budowie krystalin. Krystaliny wywodza sie od drobnoczasteczko-
wych bialek szoku cieplnego i u wielu gatunkéw zatrzymuja te funkcje nawet w same;j
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soczewce (jako biatka chaperonowe). U kalamarnicy krystalina ma jednoczeénie funkcje
transferazy-S-glutationowej, u innych mieczakéw - funkcje dehydrogenazy aldehydowe;.

Biatko gelsolina w wysokich stezeniach dziala jako regulator szkieletu aktynowego
rogéwki u ryby danio, ale w niskich stezeniach dziata jako czynnik modulujacy formo-
wanie sie wzoru brzuszno-grzbietowego w czasie rozwoju embrionalnego. Rodopsyna
u muszki owocowej posiada funkcje fototransmittera i jednocze$nie organizatora cyto-
szkieletu aktynowego dla morfogenezy fotoreceptora. Biatko ksantyno oksydoreduktaza,
enzym katabolizmu purynowego, ma réwniez inna funkcje. Uzywane jest do budowy
otoczki wydzielanej kropelki mleka w gruczole mlecznym. Syntaza cytrynowa pehi funk-
cje metaboliczne, a takze funkcje strukturalne w cytoszkielecie.

Gen A

Funkcja A1 Funkcja A2
Wysoka, tkankowo Niska, powszechna
swoista ekspresja ekspresja

Ryc. 7. Dzielenie sie genem (gene sharing). Jeden i ten sam gen koduje jeden polipeptyd,
ktéry w zaleznosci od stezenia, miejsca i kontekstu pelni odmienne funkcje molekularne

Te przykladowe bialka enzymatyczne maja funkcje biatek o wlasciwo$ciach refrak-
cyjnych i innych strukturalnych, wéwczas gdy ich stezenie jest odpowiednio wysokie,
czyli dwie r6zne wlasciwos$ci biatka wynikaja z réznic w ekspresji genu i jego lokalizacji
tkankowej/narzadowej. Co wiecej, ten sam polipeptyd moze znajdowaé sie w réznych
przedziatach komérki, gdzie przejawia rézne funkcje w zalezno$ci od interakcji z innymi
czasteczkami biatkowymi i lokalnym mokrosrodowiskiem.

Zjawiska te sa przykladem zmian struktury i funkcji polipeptydu w zaleznosci od
jego stezenia, mikro§rodowiska w obrebie komérki i miejsca syntezy w tkance/narza-
dzie. Nalezy ostroznie podchodzic¢ do dogmatu, ze w kazdym miejscu i w kazdym czasie
biatko bedzie zawsze miato te sama funkcje, jaka wykazuje w danym momencie i danym
miejscu, gdyz ,funkcja genéw i biatek zalezy od kontekstu” (Piatigorsky, 2007), (ryc. 7).
Zjawisko ,,dzielenia sie genem” moze by¢ zjawiskiem trwalym, wiecznym lub tez moze
by¢ zdarzeniem przejSciowym w procesie ewolucji (,testowanie” nowych funkcji biatka).

Piatigorsky dyskutuje do$¢ subtelne réznice miedzy zjawiskiem gene sharing a ple-
iotropia. Pierwsze ma miejsce, gdy gen syntetyzuje biatko o dwéch oddzielnych fun-
kcjach, drugie zas oznacza raczej sytuacje, gdy gen ,kontroluje” rézne cechy fenotypo-
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we. Tak dla przykladu, liaza argininosukcynylowa jest enzymem bioracym udziat w syn-
tezie mocznika u ssakéw, argininy u ptakéw, ale jednoczesnie pelni funkcje biatka refrak-
cyjnego w soczewce oka. Natomiast enzym, syntaza tlenku azotu, choc jest réwniez synte-
tyzowany ,na podstawie” informacji jednego genu bierze udzial w wielu réznych zjawis-
kach fenotypowych, jak np. procesy zapalne, neurotransmisja, oddychanie, apoptoza itd.

W zywych systemach polipeptydy (biatka) zwykle wykonuja liczne funkcje. Enzym
GAPDH (dehydrogenaza glicerolaldehydo-3-fosforanowa) jest przyktadem biatka o wielu
funkcjach - jest enzymem glikolitycznym, biatkiem powierzchniowym wiazacym sie z in-
nymi biatkami, posiada role w transdukcji sygnatlu, w soczewce wystepuje jako krysta-
lina, jest koaktywatorem innych biatek itd. Podobnie wielofunkcyjna jest enolaza - inny
enzym dzialajacy jako bialko szoku cieplnego, pelnigce role w organizacji mikrotubul,
ktére wiaze aktyne i plasminogen, a w dodatku jest réwniez krystalina.

Zasadnicza nauka, jaka wyplywa ze zjawiska ,,dzielenia sie genem” to przypomnie-
nie, ze ani gen, ani bialko nie sa elementami autonomicznymi, dziatajacymi w sposob nie-
zalezny, izolowany, ale sa elementami dynamicznego systemu (sieci).

Promotory alternatywne

Promotory sa swoistymi sekwencjami DNA, ktére umiejscawiano zwykle przed po-
czatkiem genu strukturalnego. Stanowig one elementy niezbedne dla inicjacji transkryp-
cjiikontroli ekspresji genéw. Okazalo sie jednak, ze ich polozenie w stosunku do genu
w organizmach eukariotycznych jest bardzo rézne, a ponadto komérka uzywa ich
alternatywnie, przez co zwieksza sie plastyczno$c ekspresji genéw w organizmie wielo-
komoérkowym. Transkrypcja inicjowana z alternatywnych promotoréw rézni sie pozio-
mem, a transkrypty (a zatem i kodowane przez nie biatka) wykazuja rézne izoformy.
Alternatywne promotory wykazuja swoisto$¢ tkankowsa i réznig sie odpowiedzig na
system sygnaléw (Ayoubi i Van de Ven, 1996).

Uzycie w procesie transkrypcji alternatywnych promotoréw jest jeszcze innym
mechanizmem generujacym réznorodno$é mRNA i biatka. Transkrypcja DNA (genu)
zaczyna sie od sekwencji zwanej promotorem, mieszczacej sie zwykle u poczatku genu.
Okazuje sie, ze gen moze posiadac kilka miejsc promotorowych.

Przez uzycie alternatywnych promotoréw uzyskuje sie nowe, zréznicowane i elas-
tyczne narzedzie kontroli ekspresji genéw: mozliwo$¢ generowania bialek rézniacych
sie u poczatku czasteczki, kontrole poziomu transkrypcji, swoistos¢ tkankowa, swois-
to$é zwiazana ze stadium rozwojowym, mozliwo$¢ kontroli wydolno$ci translacjii czasu
trwania czasteczek mRNA. Regulacja genéw przez mechanizm alternatywnych promo-
toréw jest szeroko rozpowszechniona u organizmoéw zywych.

U kregowcéw wiele genéw posiada alternatywne promotory uzywane w zaleznosci
od narzadu, tkanki, stanu fizjologicznego komérki, stadium rozwoju, zdolnosci komaérki
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do odpowiedzi na szczegélne stany mikro§rodowiska i odpowiedzi na warunki metabo-
liczne. Rozmieszczenie czasteczek biatkowych w komoérce, poziom biatka i jego funkcja
jest takze uwarunkowana uzyciem odpowiedniego promotora. Wprowadzenie do zagad-
nienia uzycia alternatywnych promotoréw znajduje sie w przegladowej pracy (Ayoubi
i Van de Ven, 1996).

Uzycie alternatywnych promotoréw skutkuje glebokimi zmianami fenotypowymi.
»Alternatywne miejsca inicjacji transkrypcji moga spowodowac transformacje intronéw
w eksony kodujace biatko i wytwarzac biatka o réznej strukturze i funkcji” (Piatigorsky,
2007). Przytaczam ten cytat ze $wietnej monografii Piatigorsky’ego gdzie podany jest
przyklad genu kodujacego dwa odrebne biatka w zaleznosci od uzycia alternatywnych
promotoréw (ryc. 8). Uzycie pierwszego promotora genu CtBPZ/RIBEYE daje bialko
CtBP2 - posiadajace funkcje powszechnego represora transkrypcji. Uzycie alternatyw-
nego, drugiego promotora oraz alternatywnego skladania daje biatko RIBEYE wyste-
pujace w synapsach siatkéwki, w §limaku ucha i przysadce. W wyniku uzycia alternatyw-
nych promotoréw z ,informacji” zapisanej w jednym genie powstaja dwa rézne rodzaje
biatka o réznej lokalizacji i ré6znych funkcjach.

Pr1  Start Pr2 Start
CtBP2 RIBEYE
By L 7 O— {11
Eksony 1C 1R 2 3 4 5 6 7 8 9

!

Alternatywna transkrypcja i sktadanie

|

Skfad eksonéw w mRNA z Pr1 ——>» Biatko CtBP2
1C23456789

Sktad eksonéw w mRNA z Pr2 Biatko RIBEYE
1R 23456789

Ryc. 8. Alternatywne uzycie promotoréw Prl lub Pr2 oraz alternatywne skladanie daje dwa rézne
mRNA i dwa biatka CtBP2 i RIBEYE o réznej lokalizacji i réznej funkcji. Rycina jest uprosz-
czonym schematem wzorowanym na ryc. 3.1 w monografii Piatigorsky’ego (Piatigorsky, 2007)

Przez uzycie alternatywnych promotoréw uzyskuje sie nowe, zréznicowane i elas-
tyczne narzedzie kontroli ekspresji genéw, mozliwo$¢ generowania biatek rézniacych
sie na poczatku czasteczki, kontrole poziomu transkrypcji, swoisto$¢ tkankowa, swois-
to$c zwiazana ze stadium rozwojowym, mozliwo$¢ kontroli wydolnosci translacjii czasu
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trwania czasteczek mRNA. Regulacja genéw przez mechanizm alternatywnych promo-
toréw jest szeroko rozpowszechniona u organizmow zywych.

U kregowcéw wiele genéw posiada alternatywne promotory uzywane w zaleznosci
od narzadu, tkanki, stanu fizjologicznego komérki, stadium rozwoju, zdolnosci komaérki
do odpowiedzi na szczegélne stany mikrosrodowiska i odpowiedzi na warunki metabo-
liczne. Rozmieszczenie czasteczek biatkowych w komérce, poziom biatka i jego funkcja
sa takze uwarunkowane uzyciem odpowiedniego promotora.

Nonsense-mediated mRNA decay

W prawidtowych komérkach translacja mRNA w taricuch biatkowy biegnie od sygna-
tu inicjujacego ,start” (kodon AUG) do sygnatu koriczacego ,,stop” (kodony UAA, UAG,
UGA zwane takze kodonami nonsense). Wskutek mutacji punktowej lub mutacji z prze-
sunieciem ramki odczytu, w mRNA moga by¢ generowane kodony nonsense, bedace
przedwczesnymi sygnatami terminacji translacji (PTC, premature termination codons).
Ich obecno$é uniemozliwia dokoriczenie syntezy czasteczki biatka, w wyniku czego
powstajg krétsze (,przyciete”) czasteczki biatka. Szacuje sie, ze tak uszkodzone biatka
maja zwiazek z jedng trzecia chordéb genetycznych, w tym réwniez nowotworowych.

Komoérki eukariotyczne posiadaja zdolno$c rozpoznawania i degradowania takich
transkryptéw mRNA, w ktérych pojawia sie przedwczesne sygnaly terminacji translacji
(PTC). System degradujacy czasteczki mRNA posiadajace sygnaly PTC nazywa sie sys-
temem NMD (nonsense-mediated mRNA decay). System NMD radykalnie redukuje
poziom mRNA z przedwczesnymi sygnatami PTC, dzieki czemu synteza uszkodzonych
(skréconych) czasteczek biatka spada.

Prawdopodobnie system NMD ma funkcje bardziej rozlegle niz tylko rodzaj ,,kontro-
li jako$ci”, mozliwe, ze reguluje ,szum genomowy” i nadzoruje aktywnos$c¢ szerokiego
spektrum genéw (kinazy biatkowe, fosfatazy, czynniki transkrypcyjne, geny biorace
udzial w metabolizmie aminokwas6w), a takze bierze udzial w mechanizmach sktadania
mRNA. System NMD nadzoruje takze niefunkcjonalne transkrypty z retrowiruséw i trans-
pozonoéw, trzymajac je w u$pieniu, i jest aktywnym skladnikiem regulacyjnym aktywno$-
ci genowej (Mendeliin., 2004; Alonso, 2005). System NMD jest ewolucyjnie konserwo-
wany i wystepuje powszechnie u drozdzy, robakéw, roslin, owadéw i u ssakéw (Maquat,
2005). Jego rola w rozwoju osobniczym i ewolucji oraz znaczenie w klinice nie jest
w pelni poznane (Kuzmiak i Maquat, 2006; Madghalchi i in., 2001).

Inaktywacja genéw supresorowych jest zwigzana z dziedziczna forma nowotworéw.
Wiekszos¢ sporadycznych nowotworéw nie wykazuje inaktywacji tych genéw. Gleboka
mutacja lub utrata jednej kopii genu supresorowego, np. genu 2B w komérce germi-
nalnej, ma charakter recesywny, a zatem nie wywoluje wyraznego efektu fenotypowego,
czyli nie wiaze sie z powstawaniem groznego nowotworu oka - siatkéwczaka, poniewaz
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pozostaje druga czynna kopia (drugi allel). Utrata heterozygotycznosci, czyli zniesienie
funkcji drugiej kopii (drugiego allelu) genu supresorowego (tu genu £B) prowadzi do
powstania dziedziczne]j formy siatkéwczaka. To zjawisko znane jest w raku dziedzicz-
nym i odpowiada hipotezie ,,dwdch trafien” Knudsona. Najczestszym sposobem unie-
czynniania allelu w genie RBjest nabycie mutacji nonsensowych, ktére generuja kodony
przedwczesnej terminacji translacji — PTC (Holbtook iin., 2004). W genie BRCA 1 ger-
minalne mutacje typu PTC (w liczbie ok. 30) zidentyfikowano w 22 kodonach. System
NMD degraduje wiekszo$é¢ mRNA posiadajacych PTC, ale jednoczesnie obserwuje sie
obecnos$¢ bialek ,przycietych”. Przypuszczalnie pochodza one z PTC zlokalizowanych
blisko kodonu inicjujacego, gdyz ta lokalizacja PTC (podobnie jak lokalizacja blisko kodo-
nu terminujacego) wymyka sie spod nadzoru systemu NMD (Perrin-Vidoz i in., 2002).

NMD jest skomplikowanym systemem i funkcja kompleksu bialek kodowanych
przez geny z rodziny Rent1 (Upfl), ktére maja zdolno$é rozpoznawania mRNA posiada-
jacego sygnal PTC (kodon ,stop”), z wyjatkiem lokalizacji w eksonie koricowym lub w
poblizu poczatku genu. System NMD nie narusza jednak redagowanych czasteczek
mRNA, w ktérych celowo powstal nowy sygnat ,,stop”, skracajacy czasteczke bialka, jak
w podanym wyzej przykladzie jelitowe]j apolipoproteiny B.

Obecno$é systemu NMD nasuwa konieczno$¢ zachowania ostroznosci w interpre-
tacji ,ekspresji genéw” przy uzyciu mikromacierzy DNA.

Interferencja RNA

System wyciszania (interferencja RNA, RNAi) jest jednym z elementéw kontroli
aktywno$ci genéw na poziomie DNA lub mRNA przez swoiste czasteczki RNA zwane
ogdlnie RNAi (RNA interferencyjny). Zanim wyja$niono zjawisko interferencji, fenomen
ten byl znany pod réznymi nazwami historycznymi: potranskrypcyjne wyciszanie genéw
(PTGS, postranscriptional gene silencing), ttumienie genéw (gene quelling), wyciszanie
genow (gene silencing) lub kosupresja ekspresji genu.

Zjawisko interferencji zauwazono po raz pierwszy u petunii w trakcie préb uzyska-
nia transgenicznej ro§liny o ciemnoczerwonym zabarwieniu kwiatéw, wprowadzajac do
ro$liny dodatkowe kopie transgenu kodujacego enzym odpowiedzialny za powstawanie
pigmentu. Jednak zamiast, jak oczekiwano, uzyskania (przez nadekspresje genéw i do-
datkowe mRNA) kwiatéw o ciemniejszym zabarwieniu, zabieg spowodowal, ze kwiaty
byly bledsze lub wrecz biale. Fenomen ten okreslono jako kosupresje genu. U trans-
genicznej rosliny nastapilta intensywna degradacja mRNA kodujacego enzym odpowie-
dzialny za synteze pigmentu wskutek uruchomienia systemu PTGS. Podobne zjawiska
obserwowano u roslin w trakcie badari nad opornoscia na infekcje wirusowa. Okazato
sie, ze wprowadzenie do rosliny krétkich, niekodujacych sekwencji wirusowego RNA
powoduje wzrost opornosci na infekcje przez indukcje systemu PTGS.
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Podstawowy mechanizm zjawiska interferencji opisali p6zniejsi laureaci Nagrody
Nobla - A. Fire i C.C. Mello na modelu nicienia Caernorhabditis elegans. (Fire i in.,
1998). Aby uzyskaé wyciszenie okreslonego genu (biatko mie$ni), wstrzykiwano do
nicienia mRNA i antisense RNA oraz dwupasmowy RNA (dsRNA). Okazalo sie, ze jedy-
nie dsRNA dawat efekt interferencji. Co wiecej, dsSRNA podany droga pokarmowa do
jelita nicienia powodowat nie tylko efekt interferencji w réznych organach, lecz takze,
jak wykazano potem, efekt ten byl dziedziczny (najpewniej przez narzucony wzor mety-
lacji DNA).

Dos$wiadczenie to dowodzi, ze dsRNA jest pobierany przez komérki nabtonka jelita
w stanie nienaruszonym i transportowany miedzy komérkami. W tym zlozonym pro-
cesie bierze udzial zaréwno system poréw transbtonowych, jak i system TNT (funelling
nanotubules) tworzacy tunelowe polaczenia miedzy komdérkami przez nanotubule w ko-
morkach zwierzecych i kanaliki (plasmodesmata) tworzace polaczenie miedzykomor-
kowe u roélin, a takze eksocytotyczne pecherzyki sekrecyjne (exosoms). Jest wysoce
prawdopodobne, ze takie mikrostruktury stanowia wewnatrznarzadowy uklad komu-
nikacyjny dla czasteczek regulatorowych, takich jak np. generowane przez system
RNAI. By¢ moze wkrétce narodzi sie molekularna ,,genetyka narzadowa”.

Fenomen interferencji RNA ma znaczenie uniwersalne. System RNAi jest jednym
z podstawowych wewnatrzkomérkowych (i miedzykomdérkowych?) systemow regulacji
funkcji genéw dziatajacych w swiecie roslin, owadéw i ssakéw, a indukujace czasteczki
dsRNA sa endogennym produktem.

W duzym uproszczeniu, system interferencji dziata w nastepujacy sposob. Koricowe
aktywne czasteczki systemu (szlaku) RNAi naleza do klas drobnych czasteczek RNA
o dtugosci 21-23 nukleotydow, miRNA (micro RNA) oraz siRNA (small interfering RNA).
Macierzysta czasteczka RNA, z ktérej powstaje miRNA, jest dlugim transkryptem, ozna-
czanym jako pri-miRNA (primary miRNA), posiadajacym strukture typu stem-loop (petla
z todyga, szpilka do wloséw) o dtugosci ok. 70 nukleotydéw. Czasteczka pri-miRNA ma
zatem cze$ciowa strukture dwupasmowa. Ta struktura zostaje wycieta w jadrze komér-
kowym przez kompleks enzymatyczny i jako dwupasmowy pre-miRNA (precursor
miRNA) zostaje przeniesiona do cytoplazmy, gdzie jest poddana dalszej obrébce enzy-
matycznej, w wyniku czego powstaje aktywna jednopasmowa, dojrzata czasteczka kornco-
wa — miRNA (ryc. 9).

Czasteczki miRNA wchodza nastepnie w kompleks interferencyjny (wyciszajacy)
RISC (RNA - induced silencing complex) z odpowiednimi komplementarnymi mRNA
(zwykle na koncu 3"), degradujac je lub uniemozliwiajac ich translacje. Je$li w obrebie
21-23 sekwencji pre-miRNA znajdzie sie jednonukleotydowy polimorfizm (SNP, single
nucleotide polymorphism), to okazuje sie, ze taka zmiana ma wplyw na ostateczna aktyw-
no$¢ miRNA (Jazdzewski i in., 2009).
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Ryc. 9. Schemat powstawania czasteczki miRNA i proces wyciszania mRNA

Terminologia drobnych czasteczek regulatorowych RNA jest nieco zawita. Termin
miRNA odnosi sie gléwnie do czasteczek endogennych, dajacych niekompletne
parowanie zasad z mRNA w procesie interferencji, przeto miRNA jest mniej swoisty
i wywiera efekt wyciszajacy na rézne mRNA. Czasteczka siRNA ma sekwencje pre-
cyzyjnie komplementarne do okre§lonego mRNA i dzieki temu powoduje w koricowym
efekcie rozpad powstajacego mRNA, czyli wycisza tylko okreslony gen. Inna klasa
drobnych czasteczek, piRNA, chroni komérki linii germinalnych przez inwazyjnym
dzialaniem transpozonoéw.

Juz pare dziesiatkéw lat temu pojawily sie prace sugerujace, ze proces transkrypcji
nie obejmuje wylacznie genéw kodujacych biatko oraz rRNA i tRNA, lecz takze sekwen-
cje miedzygenowe i introny sa przepisywane na niekodujacy RNA (ncRNA, non-protein
coding RNA). W istocie, w samej populacji czasteczek pre-mRNA transkrypty z intro-
néw stanowia ok. 95%. Wykazano nastepnie, ze transkrypcji nie podlega jedynie pasmo
sense DNA, lecz transkrypcja biegnie réwniez z pasma nonsense DNA. Szacuje sie, ze
98% wszystkich transkryptéw genomu ludzkiego stanowia ncRNA. Przeglad wczesniej-
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szych prac dotyczacych ncRNA znajdzie Czytelnik w wielu publikacjach, np. (Mattick
i Gagen, 2001; Szymariski i Barciszewski, 2002; Szymariski i in., 2003).

Sekwencje niekodujgce biatko Sekwencje kodujgce biatko

DNA /-\ / | \
A/

Okoto 1-2% genomu
jest transkrybowana na
RNA kodujacy biatko

Okoto potowa
genomu jest
transkrybowana na
RNA niekodujacy
biatko

~ 97-98% catkowitych ~1,5% catkowitych
transkryptow RNA — transkryptow mRNA

l Translacja

Pula biatek

Srodowisko < ———> I
Inne czasteczki

Ryc. 10. Schemat ilustrujacy relatywne ilo$ci transkryptéw z obszaréw miedzygenowych i intro-

néw oraz z sekwencji kodujacych biatko. Pula czasteczek biatkowych w komdérce wraz z innymi

czasteczkami stanowi system dynamiczny, oddzialujacy na procesy transkrypcyjne oraz dziala-
jacy w kontekscie srodowiska

Rycina 10 ilustruje szacunkowe proporcje transkryptéw kodujacych (mRNA, tRNA,
rRNA) oraz niekodujacych (ncRNA) u czlowieka. [lo$¢ transkryptéw ncRNA absolutnie
dominuje w ogdlnej puli transkryptéw i fakt ten nie moze by¢ przypadkowy, wynikajacy
np. z ,rozrzutnosci” natury, a ncRNA nie moze stanowi¢ ,szumu” transkrypcyjnego.
Wynika z tego, ze znaczna cze$¢ genomu moze miec znaczenie funkcjonalne. Odkrycie
tak wielkiego udziatu sekwencji niekodujacych podlegajacych transkrypcji oraz identy-
fikacja ncRNA podwazylo centralny dogmat, nakazato zrewidowac tradycyjny poglad, ze
w organizmach zywych funkcja regulacyjna aktywnosci genéw jest przypisana wylacznie
bialkom oraz zmusilo, aby postrzegaé ,,Smieciowy” DNA jako wazny element wprzeg-
niety w procesy regulacji genowej (Mattick, 2001; Mattick, 2003; Erdmanniin., 2001).
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Ryc. 11. Schemat ilustrujacy przetwarzanie ,informacji pierwotnej” na ,informacje wtérna”.

Mechanizmy przetwarzania informacji sa stabo poznane. Owal ilustruje ,szarg strefe”, gdzie

zachodzi przetwarzanie informacji przez dynamiczny system biologiczny, aktywnie wykorzystu-
jacy ,zapis” w sekwencjach DNA stosownie do kontekstu i aktualnych potrzeb komérki

Transkrypty ncRNA stanowia istotna czes¢ systemu regulatorowego i kontrolujacego
réznorodne funkcje, takie jak architektura chromosomoéw, transkrypcja genéw kodu-
jacych, obr6t mRNA (,,zywotnos$¢”, rozpad, stabilizacja), alternatywne skladanie i reda-
gowanie mRNA, oraz biorg udzial w modulacji czasowej molekularnych proceséw
rozwoju osobniczego itp. W puli ncRNA powstaja takze czasteczki systemu interferencji
RNA. Miedzy genem a biatkiem operuje niezwykle ztozony i malo jeszcze poznany sys-
tem regulujacy istotne funkcje komdérki. Wydaje sie, ze jednym z gléwnych zadari tego sys-
temu jest przetwarzanie ,informacji pierwotnej” genu na ,informacje wtérna”. Mecha-
nizmy przetwarzania informacji nie sa ani inicjowane, ani sterowane przez gen, lecz dyk-
towane sa dynamicznym systemem biologicznym komorki (ryc. 11).

Co dal projekt ENCODE?

W 2003 roku National Human Genome Research Institute, nowa placéwka naukowa
Narodowych Instytutéw Zdrowia (NIH) w USA, uruchomit miedzynarodowy projekt ba-
dawczy pod nazwa ENCODE (£Encyclopedia of DNA Elements). Konsorcjum badawcze
zgromadzilo naukowcéw réznych specjalno$ci i miato do dyspozycji praktycznie wszyst-
kie wspélczesne metody i techniki badawcze oraz aparature. Projekt ten zmierza do pet
nego poznania struktury i funkcji sekwencji ludzkiego genomu, ktére dotychczas byty
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uznawane za pozostatosci ewolucji, niemajace znaczenia biologicznego. Poczatkowa faza
projektu zmierzata do poznania elementéw funkcjonalnych tylko w okre§lonej porcji geno-
mu. Pilotazowy projekt programu ENCODE objat 44 wybrane regiony genomu czlowieka.
W sumie stanowito to zaledwie okoto 1% genomu. Badania te daly olbrzymiga liczbe nowych
informacji 1 wiedze, ktéra zmusza nas do rewizji ,klasycznej” koncepcji genu struktural-
nego oraz rewizji pogladéw na funkcje DNA i relacje miedzy genotypem a fenotypem.

Najwazniejszym wynikiem projektu bylo odkrycie, zZe prawie caly genom jest prze-
pisywany na pierwotne transkrypty, czesto nachodzace na siebie (overlapping) oraz za-
wierajace zaréwno sekwencje kodujace biatko, jak i sekwencje niekodujace (czyli spisy-
wane z obu pasm DNA - sensei antisense). Juz wczeéniej wiedziano, ze transkrypty
niekodujacego stanowia w komoérce eukariotycznej przewazajaca cze$é catkowitych
transkryptéw (por. Mattick, 2003), jednak dopiero w ramach projektu ENCODE poz-
nano blizej strukture takich transkryptéw, ich relacje do DNA i niektére ich wiasci-
wosci. Rozwiniecie projektu ENCODE przyniesie zapewne nowe odkrycia. Dotychczas
znane transkrypty nie kodujace biatka obejmuja rybosomalny RNA (rRNA), transportu-
jacy RNA (tRNA), mate jadrowe RNA (snRNA, small nuclear RNA), microRNA, siRNA,
krétkie sekwencje RNA wchodzace w sktad komplekséw RNazy P i inne. Wstepne ba-
dania w ramach projektu ENCODE ujawnily wielka kolekcje nieznanych uprzednio
transkryptéw posiadajacych nikla lub zadna mozliwo$¢ kodowania biatka, a w zasadzie
transkryptéw o nieznanej funkcji (TUF, transcript of unknown function). W okolicy ,,ge-
nuklasycznego” i regionach miedzygenowych zidentyfikowano wiele nowych transkryp-
cyjnych miejsc startowych (TSS, franscriptiom start site).

Gingeras (Gingeras, 2007) wyrdznia trzy potencjalne kategorie transkryptéw TUF
(ryc. 12). Kategoria pierwsza TUF obejmuje transkrypty niekodujace RNA (ncRNA),
spisywane z pasma DNA sense, a zatem komplementarne do transkryptéw pre-mRNA
przez co moga one tworzyd, przynajmniej z niektérymi eksonami i intronami pre-mRNA
lub mRNA, komplementarne dwupasmowe struktury. Takie transkrypty moga pochodzi¢
z regionéw odleglych od danego genu i moga by¢ tylko czesciowo komplementarne do
transkryptéw sense (ryc. 12, TUF I). Transkrypty te wystepuja w duzej iloSci; szacuje sie,
ze nawet 70% genéw kodujacych biatko moze wytwarzad transkrypty niekodujace biatka -
ncRNA (zon-protein codingRNA), z ktérych wiekszosé nalezy do transkryptéw TUF. Kate-
goria druga odpowiada izoformom znanych transkryptéw kodujacym biatko, czyli pre-
mRNA (ryc. 12, TUF II). Okazuje sie, ze w przypadku 90% genéw objetych projektem
wystepuja nowe izoformy poprzednio nienotowanych transkryptéw kodujacych. Odkryto
nowe miejsca startu TSS zlokalizowane daleko ,,nalewo”(nawet w odleglo$ci ponad 100
kb) od korica 5’ genu. W takich transkryptach u korica 5’ odkryto catkiem nowe sekwencje
o cechach eksonéw (nieulegajace jednak translacji), co oznacza, ze pierwszy intron moze
by¢ znacznie dhuzszy, niz to poprzednio oznaczano na strukturze genu ,klasycznego”.
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Ryc. 12. Schemat ilustrujacy zlozono$¢ transkrypcyjng genu. Hipotetyczna grupa genowa (gérna
cze$é ryciny) jest powiekszona dla pokazania poszczegdlnych transkryptéw (czesc dolna ryciny).
Eksony oznaczone sg kolorem czerwonym. TSS - strzalki zielone. Transkrypty ujete jako trzy
klasy TUF oznaczone sa kolorem czarnym i niebieskim. Skala dtugo$ci eksonéw, intronéw
iregionéw miedzygenowych nie jest zachowana. W rzeczywisto$ci dtugo$c intronéw i regionéw
miedzygenowych jest wielokrotnie wieksza, niz to pokazuje rycina. (Na dolnej cze$ci ryciny nato-
zone s3 na siebie zaréwno pasmo DNA, jak i homologiczny transkrypt, co wraz z kierunkami
strzatek TSS wprowadza pewne utrudnienie co do orientacji w polarnosci. Nalezy zauwazyd, ze
np. transkrypt protein-coding RNA, ma sekwencje identyczne jak pasmo sens DNA biegnace
od 5’ do 3’, ale ten transkrypt (strzatka czarna pokazuje polarnosc od 5’ do 3’) zostal spisany
z dolnego pasma DNA o kieruku 3’ do 5’. Odwrotnie, transkrypty antisense ncRNA s3 identycz-
ne z sekwencja dolnego pasma DNA, ale zostaly spisane z gérnego pasma DNA sense).
Wedtug Gingeras (2007), Genome Res. 17, 628-690; copyright: Cold Spring Harbor Laboratory
Press. Reprodukowano za zgoda z dnia 25.03.2009

Do tej kategorii TUF naleza réwniez transkrypty z pseudogenéw, ktére mimo ze utraci-
ty zdolnosci kodujace, moga byc¢ nadal transkrybowane, a ktére w genomie cztowieka
wystepuja w liczbie nie mniejszej, niz geny kodujace biatko (ok. 20 000). W kilku przy-
padkach stwierdzono, ze transkrypty z pseudogenéw moga brac udziat w procesie skta-
dania i tworzy¢ formy chimeryczne z transkryptami genéw kodujacych (Zheng i Ger-
stein, 2007). Do trzeciej kategorii TUF (Ryc. 12, TUF III) naleza transkrypty pokrywa-
jace sie z sekwencjami intronéw, ncRNA, snoRNA, miRNA, albo pochodzace z regionéw
miedzygenowych. Niektére z nich sg poliadenylowane.
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Wiedza o funkcji niektérych klas niekodujacych transkryptéw stale sie poglebia.
Z transkryptéw TUF, gtéwnie z intronéw, pochodza drobnoczasteczkowe, mate jaderko-
we RNA (snoRNA, small nucleolar RNA), o dtugosci 60-300 nukleotydéw, ktére biora
udzial w modyfikacjach rRNA i jednoczeénie stanowig wraz z bialkami komponente
kreujaca kontekst (mikrosrodowisko) dla funkcji innych czynnikéw biatkowych. Do trans-
kryptéw TUF zaliczamy interfernecyjny RNA (miRNA i siRNA - regulatory ekspres;ji
gendéw o licznych funkcjach; por. rozdz. Interferencja RNA). Zidentyfikowano takze no-
we klasy krotkich czasteczek RNA o nieznanej funkcji, powstajacych na poczatku i kori-
ca genu. Interesujaca cecha transkryptéw TUF jest ich zdolno$¢ do tworzenia stabil-
nych przestrzennych struktur o nieznanej roli. W sumie TUF sa czasteczkami o czes$cio-
wo tylko poznanych funkcjach biologicznych i stanowiag nowy poziom w sieci regulacyj-
nej (Gingeras, 2007).

Odkryte TSS nie sa réwnomiernie rozproszone po genomie, lecz zwykle wystepuja
w duzych hierarchicznie zorganizowanych zgrupowaniach ( c/usters), w ktérych rozpoz-
nawane sg nastepne zgrupowania (c/usters in clusters). W takiej organizacji TSS trudno
jestrozpoznad, gdzie znajduje sie ,,rdzen’” promotorai gdzie sa jego granice (Frithliin.,
2008). Nie wiemy tez, jak komoérka wybiera T'SS na poziomie chromatyny i na poziomie
sekwencji DNA ijak generowane sa regiony transkrypcyjnie aktywne. W komérce DNA
upakowane jest wraz z histonami i innymi bialkami w chromatynie. Wiadomo, ze
modyfikacje histonéw koreluja z aktywnos$cia transkrypcyjna, a wzér zmodyfikowanych
histonéw tworzy swoisty ,, kod histonowy”, wspétdzialajacy ze zlozong siecia regulacyjna
genomu (Koch i in., 2007). Gerstein w §wietnej pracy przegladowej (Gerstein i in.,
2007) zwrdécit uwage na zlozono$¢ strukturalng samego genu kodujacego, mnogos$é
izoform transkryptéw kodujacych wynikajaca z alternatywnego skladania pre-mRNA
oraz zidentyfikowanie nowych miejsc aktywnych transkrypcyjnie (TAR, franscriptionally
active region) i nowych sekwencji regulatorowych. Ten rodzaj zlozono$ci biologicznej
ilustruje ryc. 12. Sekwencje genowe (kodujace) znajduja sie na obu pasmach DNA.
Nazwy pasmo sensei antisense staja sie pojeciem elastycznym, a nawet wprowadzaja-
cym pewne zamieszanie terminologiczne. Stad proponowane sa nowe nazwy: pasmo
forward (dawniej sense) i pasmo reverse (dawne antisense). Nowe obszary TAR poja-
wiajg sie w miejscach do niedawna uwazanych za miejsca niefunkcjonalne. Sekwencje
regulacyjne i TSS sg liczne, rozproszone.

Niekiedy alternatywny TSS uzywa promotora zupehie innego genu znajdujacego
sie przed genem aktualnie transkrybowanym. Takie dwa geny wykorzystuja ten sam
promotor, a transkrypt spina oba /ocigenowe. Jednak takie izoformy transkryptu koduja
jedno biatko (por. ryc. 13). Sekwencje u korica 5’ transkryptu nie ulegaja translacji i mo-
ga mied jedynie znaczenie regulatorowe w stosunku do transkryptu (np. wplywaja na
jego trwalo$¢).
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Ryc. 13. Biologiczna zlozono$é genu i jego transkryptow. A) - Typowy region DNA zajety przez
geny. Eksony - prostokaty zaczernione. Nowo odkryte regiony aktywne transkrypcyjne TAR -
prostokaty puste. Ponizej grupy transkryptéw z trzech genéw i alternatywne sktadanie. Introny
w informacyjnym pre-mRNA (linie przerywane) zostaja usuniete w czasie skladania. Najdtuzszy
transkrypt objat trzy loci genowe (gen 1, gen 2 i gen 4) uzywajac TSS daleko ,na lewo”
(,w gbre”) od genu 1. B) - Przyklad lokalizacji réznych sekwencji regulatorowych (siwe kétka)
zidentyfikowanych jako swoiste dla genu 1. Gen 1 uzywa sekwencji regulatorowych poprze-
dzajacych gen 2, co moze prowadzié do btednej indentyfikacji genu docelowego. Wg Gerstein
i in. (2007), Genome Res. 17, 669-681; copyright: Cold Spring Harbor Laboratory Press.
Reprodukowano za zgoda z dnia 25.03.2009)
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Miejsca regulatorowe (np. sekwencje promotorowe, sekwencje wzmacniajace, ,enhan-
cer”) danego genu niekoniecznie znajduja sie przed genem (co zwykle antycypujemy,
ze co$ co reguluje Lliniowy gen” musi by¢ ,na poczatku”). Czesto sa one ulokowane
w eksonach, intronach, a takze daleko ,,w gérze” i ,w dole” genu w poblizu innego genu.
Juz uprzednio poczyniono takie sporadyczne spostrzezenia.

Klasyczny model genu zakladal, ze elementy regulacyjne nie sa transkrybowane,
a zatem nie s3 one czes$cia genu. Tymczasem odkryto, ze niektére elementy regulatoro-
we ulegaja transkrypcji, nawet jesli lezg z dala od poczatku genu.

Wspélczesne definicje genu molekularnego

Termin ,gen” powstaljako termin teoretyczny. Takie teoretyczne terminy maja zas-
tosowanie w rozmaitych obszarach badar, a ich znaczenie zmienia sie w czasie i w za-
leznosci od kontekstu. Nie jest zatem niespodzianka, ze definicja genu zmieniala sie od
czas6w Mendla i Morgana do czaséw wspéiczesnych. Po odkryciu roli DNA w procesie
transformacji i poznaniu struktury DNA definicja genu zostala immanentnie zwiazana
DNA i transkryptami. Wspélczesne definicje genu opieraja sie na uznaniu genu jako real-
nej, autonomicznej, fizycznej jednostki genomicznej i formowane sg w oparciu o sek-
wencje nukleotydéw DNA, wykorzystywanych w syntezie polipeptydéw, lub RNA. ,Gen”
mialby posiadaé zatem swéj wymiar przestrzenny, swéj poczatek i koniec, swoja strukture
molekularna.

Definicje genu rozwijaly sie w oparciu o przekonanie, ze DNA ma zdolno$¢ do ,sa-
mopowielania sie” oraz na bazie dogmatu: ,,DNA robi RNA, RNA robi biatko, biatko robi
nas”. Obie te tezy sa niemozliwe do przyjecia w swej czystej postaci.

Pierwotna definicja genu ,klasycznego” glosila, ze gen jest ,,odcinkiem DNA koduja-
cym biatko (polipeptyd)”. Pojecie genu zostato whudowane w ,,genocentryczny paradyg-
mat biologii” (bukow i Zekanowski, 2005).

Klasyczna definicja molekularna byta rozbudowywana w miare jak poznawano struk-
ture i funkcje sekwencji DNA innych niz sekwencje kodujace biatko. Najpierw do defi-
nicji dodano sekwencje kodujace te klasy RNA, ktére sa ,,ostatecznymi produktami ge-
nu” (np. rybosomalny RNA, transportujacy RNA), potem uzupelniono definicje jeszcze
o sekwencje regulatorowe, wprowadzajac koncepcje ,,jednostki transkrypcji”. Nastepnie
okazalo sie, ze i ta definicja nie wyczerpuje wszystkich atrybutéw biologicznych przy-
pisywanych pojeciu ,,gen”.

B. Lewin w dziele z 1994 r. (Lewin, 1994) podaje nastepujaca definicje: ,Gen jest
segmentem DNA wciagnietym w produkowanie laricucha polipeptydowego; gen obej-
muje regiony poprzedzajace i nastepujace po regionie kodujacym, jak réwniez sekwen-
cje wtracone (introny), lezace miedzy indywidualnymi segmentami kodujacymi (ekso-
nami)”.
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Ryc. 14. Ilustracja definicji genu wg Gersteina. Region genomu produkuje trzy pierwotne trans-
krypty (por. Primary transcripts). Po alternatywnym skladaniu dwa z nich produkuja piec ro-
dzajéw czasteczek biatkowych (por. Functional products): izoformy A-A, A-C i B-C oraz biatka D
i C, a trzeci produkuje niekodujacy RNA (ncRNA). Produkty biatkowe sg zakodowane przez trzy
klastry sekwencji DNA (por. DNA): pierwszy jest tréj-segmentowy (A, B, C) i odpowiada genowi
nr.1 (por. Genes), drugi (D) odpowiada genowi nr 2, trzeci (E) odpowiada genowi nr 3. Na tym
przykladzie jeden transkrypt niekodujacy (ncRNA) kodowany jest przez sekwencje X, Y; zostat
on spisany z genu nr. 4. Zatem podany przykladowo region ma wg Gersteina byc zajety przez
4 geny rezydujace na obu pasmach DNA. Wg Gerstein i in. (2007), Genome Res. 17, 669-681);
copyright: Cold Spring Harbor Laboratory Press. Reprodukowano za zgoda z dnia 25.03.2009

W dziele Molecular Biology of the Cell z 1994 r. (Alberts i in., 1994) stowniczek
podaje nastepujaca definicje: ,,Gen - region DNA, ktéry kontroluje dyskretne cechy dzie-
dziczne, zwykle odpowiadajacy pojedynczemu biatku lub RNA. Definicja zawiera calg
funkcjonalna jednostke, obejmujaca kodujace sekwencje DNA, niekodujace sekwencje
DNA oraz introny”.

Przyktadem bardzo rozbudowanej definicji genu jest ogloszona w latach 90. propo-
zycja M. Singer i P. Berga: ,,Gen jest kombinacja segmentéw DNA, ktére tacznie tworza
jednostke mogaca ulec ekspresji, prowadzacej do utworzenia jednego lub wiecej
swoistych funkcjonalnych produktéw genu, ktérymi moga by¢ czasteczki RNA lub poli-
peptydéw. Segmenty genu zawieraja: 1) transkrybowany region (jednostka transkryp-
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cji), ktéry obejmuje sekwencje kodujace, sekwencje wtracone, kazde sekwencje wio-
dace 5’ i sekwencje typu ,trailer” na koricu 3’, ktére flankuja korice sekwencji koduja-
cych oraz kazde sekwencje regulatorowe zawarte w jednostce transkrypcji, 2) sekwen-
cjeregulatorowe, ktére flankuja jednostke transkrypcjiiktére sa niezbedne dla swoistej
ekspresji”.

H.M. Wein podaje nastepujaca definicje: ,Gen - segment DNA, kt6ry bierze udziat
w formowaniu fenotypu lub funkcji. W sytuacji braku obserwowalnej funkcji gen moze
by¢ opisany przez sekwencje, transkrypcje lub homologie” (Wainiin., 2002). Takie roz-
szerzanie pojecia genu stwarza dylemat klasyfikacji ,,genéw” na rézne, dobrze zdefinio-
wane Kklasy i problem ich liczebno$ci w genomie poszczegélnych gatunkéw.

Prawie kazda definicja ,genu” nadaje mu site sprawcza i pewien rodzaj autonomii,
co z miejsca plasuje gen (DNA) na szczycie wszelkich zjawisk biologicznych, a zwlasz-
cza zjawisk zwiazanych z dziedziczno$cia, rozwojem osobniczym i ewolucja.

»W tym momencie - pisze M. Gerstein - nie jest jasne, co nalezy zrobié. W skrajnym
przypadku moglibySmy zadeklarowaé, ze koncepcja genu jest martwa i zaproponowacd
co$ zupelnie nowego, co pasuje do wszystkich danych” (Gerstein i in., 2007). A Jean
Gayon dodaje: ,Prawdopodobnie nie ma nadziei, aby stworzy¢ ogdlna, zunifikowana
(ujednolicona) koncepcje genu. W najlepszym razie taka koncepcja bylaby nieokreslona,
alternatywna lista wielu mozliwych struktur i proceséw” (Gayon, 2007).

Gerstein (Gerstein i in., 2007) mimo krytycznego stanowiska pokusit sie jednak
podac nastepna, wlasng definicje genu. Podaje te definicje w oryginalnym brzmieniu:
»A gene is a union of genomic sequences encoding a coherent set of potentially over-
lapping functional products”. Definicja Gersteina jest nadzwyczaj ,pojemna”. Jak poka-
zuje ryc. 14, ta definicja objeto praktycznie oba pasma DNA i wszelkie sekwencje kodu-
jaceiniekodujace, a takze sekwencje nakladajace sie. Powstaje tu duzo pytarn wychodza-
cych poza ramy tego artykutu.

Czym jest gen?

Wstepne wyniki projektu ENCODE pokazaly nastepne poktady wielkiej ztozono$ci
struktury, funkcji genomu i jego regulacji. Ta ztozono$¢ byta postulowana intuicyjnie
na podstawie wielu obserwacji i odkryé. Uznaje sie ja powszechnie, chociaz jak pisze
Gerstein (Gerstein i in., 2007), niektére aspekty ztozonosci genowej byly marginalizo-
wane i ,zamiatano je pod dywan”, aby nie naruszy¢ konstrukcji genocentrycznego
obrazu obowiazujacego w biologii.

Prosta definicja genu staje sie problematyczna. Granice ,klasycznego” genu zacie-
raja sie, staja sie plynne. ,,Gen” rozciaga sie réwniez na regiony intergenowe, gdzie od-
kryto nowe miejsca regulatorowe, gdzie (jak réwniez w intronach genéw kodujacych)
znajdujg sie RNA niekodujace biatka (ncRNA).
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Nowe odkrycia i fakty poznane w ostatnich latach burza nasza wiedze o genach ko-
dujacych jako sekwencjach majacych swoja stala, fizyczna architekture i granice, a takze
naruszaja nasze dotychczas uporzadkowane pojecia o organizacji regionéw DNA, zawie-
rajacych geny kodujace biatko. Te odkrycia komplikuja koncepcje genu jako autonomicz-
nej struktury molekularnej. Zapewne beda one wywierac glteboki wplyw na nauki me-
dyczne, agrobiologie, zastosowania ,inzynierii genetycznej” i, ogélnie, na rozumienie
oraz ksztaltowanie filozofii przyrody.

W rozdziale ,Miedzy genem a bialkiem” opisalem niektére procesy molekularne,
zmieniajace pierwotna instrukcje dla syntezy biatka zawarta w ,genie” (DNA). Alterna-
tywne skladanie pre-mRNA, alternatywne promotory, zjawisko ,dzielenia sie genem”,
redagowanie RNA, system NMD, interferencja RNA wskazuja, ze nie ma kolinearno$ci
miedzy genem a bialkiem, a takze prostej zalezno$ci miedzy genotypem a fenotypem.
Przypisanie terminu ,,gen” do okreslonej sekwencji nukleotydéw w DNA okazuje sie by¢
problematyczne. Informacja genetyczna realizuje sie poprzez wielorakie interaktywne
warstwy, poprzez dynamiczny komérkowy system zlozony z samego DNA, biatek i in-
nych molekul. Czasteczka DNA jest waznym, ale raczej biernym, cho¢ stosunkowo
stabilnym, elementem tego systemu. Przy pomocy tego systemu komérka realizuje pro-
gramy zapewniajace jej integralnosc i przystosowanie sie do §rodowiska.

Zywa materia moze istnie¢ tylko w formie komoérki. To zywa komérka (narzad)
okresla, ktére geny maja by¢ aktywowane, a ktére wyciszone, okresla zapotrzebowanie
na rozmaite funkcje biatkowe w zalezno$ci od stanu fizjologicznego. Co wiecej, to zywa
komérka zmienia interpretacje kodu. ,Decyzja” uruchomienia mechanizméw przerébki
»bierwotnej informacji w DNA” na ,informacje wtérna” wychodzi z kontekstu i aktual-
nego stanu systemu operujacego w komorce, a nie jest inicjowana przez DNA. ,Ten
sam gen ma wielorakie znaczenie, co jest przedmiotem interpretacji maszynerii komér-
kowej w zaleznosci od jej stanu” (Wang, 2005).

Zjawiska epigenetyczne, jak modyfikacja (metylacja) nukleotydéw w DNA bez zmia-
ny ich sekwencji, i specyficzne modyfikacje chromatyny (np. acetylacja, metylacja), ge-
nerujace ,pamie¢” komérkowa, réwniez biora udzial w procesie dziedziczenia (Wierz-
bicki, 2004).

Miedzypokoleniowa cigglosc linii germinalnej bazuje na ciagto$ci materialu gene-
tycznego (DNA), ale réwniez ,,na ciaglosci fenotypu z calym jego tadunkiem historycz-
nym”, o czym czesto sie zapomina (West-Eberhard, 2003). Dziedziczna ciaglosé fenoty-
pu spinajaca rodzicéw z potomstwem (inherited bridging phenotype), ajednoczesnie pod-
dajaca sie wplywom Srodowiska jest zapewniona przez komorke jajowa matki (ryc. 15).

Cytoplazma komérki jajowej wnosi do rozwoju osobniczego system mitochondrialny
generujacy energie, wzorce wszystkich zlozonych organelli komérkowych, systemow
bloniastych, struktur szkieletowych, system syntezy bialek, zestaw swoistych, informa-



Gen strukturalny — ewolucja pojecia I dylematy 103

cyjnych RNA dla uruchomienia najwczesniejszych etapéw rozwoju zarodka, system
reprogramowania ,pamieci komérkowej” i wiele innych, a wreszcie podstawowe, samo-
kontrolne i samoorganizujace sie, bardzo stabo poznane systemy biologiczne. Komoérka
jajowa podlega jednocze$nie wplywom Srodowiska, ktére wywiera wplyw na jej stan.
»System biologiczny” jest plastyczna koncepcja wymagajaca jeszcze definicjii odpowied-
nich narzedzi do badari analitycznych (por. Keller, 2005). System biologiczny obejmuje
zlozone procesy komérkowe. System nie tkwi ani wylacznie w genach, ani w biatku, ale
odnosi sie do oddziatywan, regulacji i komunikacji miedzy r6znymi czasteczkami komor-
kowymi. System ma charakter dynamiczny, ale cechuje sie stabilnym atraktorem. By¢
moze gen bedzie pojmowany takze w kategoriach procesu (Naumann-Held, 2001).

a) ﬁ/Egg’ O/\Spe”“
Adult j
N4

b) Juvenile

Larva

Ryc. 15. Ciaglos¢ fenotypu. a) cykl zyciowy zwierzecia zwykle jest opisywany jako czasowy cykl

form fenotypowych. Ciaglto$é miedzygeneracyjna rozumiana jest jako funkcja dziedziczonych

gendéw. b) osobnicze (indywidualne) cykle zyciowe sa potaczone dla wykazania miedzpokolenio-

wej ciaglosci fenotypowej (duze strzatki). Komdrka jajowa wnosi przed zaptodnieniem dziedzi-

czenie struktur komérkowych i caly komérkowy system biologiczny. Wedtug West-Eberhard, Deve-

lopmental plasticity and evolution, Fig. 5.2, str. 92, Oxford University Press, Oxford-New York,
2003. Reprodukowano za zgoda Oxford University Press

Komérka jajowa matki wydaje sie miec jednoczes$nie funkcje ,straznika gatunku”.
Doswiadczenia nad klonowaniem pokazuja, ze jadro komérki somatycznej dawcy, pocho-
dzace od osobnika gatunkowo obcego i noszace przeciez ,pelna informacje” w swoim
genomie, wprowadzone do enukleowanej (pozbawionej jadra) komérki jajowej nie ma
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szans na zainicjowanie i rozwdj klonu dawcy jadra mimo zawartego tam calego ,planu
rozwoju”. Sklonowanie dinozaura, nawet w przypadku gdyby uzyskano jego caly geno-
miczny DNA, jest mrzonka, gdyz brak jest zywej komérki jajowej dinozaura.

Cecha fenotypowa nie jest zwykle zwigzana z jednym genem. Cecha fenotypowa
czesto realizuje sie przez zjawisko emergencji (,wylania sie”), w ktérym biorg udziat
zaréwno geny, bialka, jak i inne czasteczki. Zlozonos¢ (complexity) zjawiska zycia — od
biologicznej réznorodno$ci po §wiadomos¢ cztowieka — nie daje sie wyja$nic jako zwykla
suma dziatalno$ci genéw i innych czasteczek. Zjawisko zycia i porzadek zycia moga by¢
objasnione jako fenomen emergencji (,wylaniania sie”). Badanie komponentéw zycia:
gendéw, innych makromolekul, jonéw itp. w izolacji, ,samych w sobie” nie rozwiazuje
zjawiska zlozono$ci. Z takiej analizy nie mozna przewidzied, jaki samorzutnie organi-
zujacy sie uktad powstanie. Ale to jest materia do rozwazan w innym artykule.

Ewolucja, powstawanie ,nowosci” fenotypowych i pojawianie sie gatunkéw nie polega-
ja jedynie i wylacznie (jak czesto przyjmuje sie) na mutacji genéw, warunkujacych prze-
trwanie takich organizméw, ktére sa najlepiej przystosowane do rodowiska. Akomodacja
fenotypowa (efekt Baldwina) do zmiennego §rodowiska i ,asymilacja genetyczna” (West-
Eberhard, 2003) moga wplywaé na kierunki ewolucji genetycznej. Podobnie mutacje
nie sg jedynymi i wylacznymi czynnikami sprawczymi choréb dziedzicznie uwarunkowa-
nych.

Ztozonosc ,,genu strukturalnego”, generowanie wtérnej informacji przez skompli-
kowane procesy komérkowe, ztozonosé proceséw dziedziczenia i rozwoju osobniczego,
pozagenowe dziedziczenia fenotypu, interakcja komorki ze Srodowiskiem i hierarchicz-
na organizacja organizmu czlowieka narzucaja konieczno$¢ krytycznego spojrzenia na
genocentryczny paradygmat biologii (Keller, 2002; Lukow i Zekanowski, 2005). Pojmo-
wanie ,genu” na podstawie redukcjonistycznego podejscia i przekonanie o wylacznie
genetycznej determinacji zjawisk zyciowych wymagaja nowych przemy$len.

Proste, linijne przenoszenie informacjii ,twardy”, genocentryczny determinizm nie
objasniaja zjawisk zyciowych (por. Paszewski, 2005; Jura i in., 2006). Nie oznacza to,
ze pewne elementy zjawisk zyciowych (jak np. ogélny kierunek przeplywu ,,informacji”
od DNA do biatek) traca swoje znaczenie. Chociaz moga czekac nas nowe odkrycia, np.
odkrycie prionéw wskazuje, ze czasteczki biatka prionu moga miedzy sobg przekazywac
sinformacje” o strukturze przestrzenne;j.

W dyskusji nad dziedzicznym przekazem nierzadko pomija sie dziedziczenie kultu-
rowe, ktére nie daje sie precyzyjnie oddzieli¢ od dziedziczenia genetycznego. Czesto
réwniez zlozone funkcje przypisuje sie bezposrednio genom. Dotyczy to zwlaszcza wyz-
szych czynnos$ci intelektualnych, talentéw, cech charakteru, stanéw emocjonalnych, za-
chowari itd. bedacych wytworem centralnego uktadu nerwowego, proceséw wychowaw-
czych i doswiadczeni w trakcie rozwoju osobniczego. Czlowiek jest organizmem o zlo-
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zonej, hierarchicznej architekturze. Nie mozna calej jego zlozonosci biologicznej zre-
dukowac do genu. Tym bardziej ze ponownie powstaje pytanie: czym jest gen?

Podziekowania. Skladam serdeczne podziekowanie Pani dr n. biol. Dorocie Butkiewicz za
wykonanie korekty jezykowej, a Pani Beacie Beben za wykonanie niektérych ilustracji i pomoc
w przygotowaniu tekstu.
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A structural gene — evolving term and dilemmas

The term “gene” was originally used as a purely theoretical concept. After discovery of DNA
structure, and understanding the genetic code, the gene acquired a form of a distinct physical
entity with its borders and specific signal sequences, having rather simple (as it was thought at
that time) functions and relation to phenotype outcome. The term “structural gene” has been
coined. The unique gene structure, and several unusual and omnipotent traits have been
ascribed to the gene that resulted in the formulation of a “genocentric” theory as a basic expla-
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nation of all features of living organisms. However, recent discoveries reveal a complex
structure and functions of eukaryotic genes. It appears now that the coding sequences (exons)
are spread out over extended regions (hundreds of thousands of kilobases) of DNA. The role
of protein-non coding DNA sequences were recognized, and the new mechanisms controlling
gene functions have been discovered. In addition, we acquired the knowledge about a powerful
ability of the cell to interpret the information potential of genes, accordingly to the needs of
a cell/organ or actual “context” and status of the dynamic systems operating within the cell. All
these discoveries undermine the genocentric view of life. At this time any definition of “gene”
seems to be inadequate with present knowledge, and one may ask again: what is a gene?

Key words: DNA, structural gene, RNA transcripts, non-protein coding RNA, “secondary”
information
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