W 1869 roku Friedrich Miescher odkryt DNA, ktéry nazwat ,nukleing”. W 1918 roku
Phoebus Levene zidentyfikowat cztery zasady: adenine (A), cytozyne (C),
guanine (G) i tymine (T), elementy budulcowe DNA (Levene, 1919). Trzy-
dziesci lat pozniej Erwin Chargaff odkryt, Ze udziat zasad w DNA rézni sie miedzy
gatunkami, ale ustalit, Ze w obrebie gatunku zasady w DNA s3 zawsze obecne
w statych proporcjach: w takiej samej liczbie A jak T oraz takiej samej Ci G
(Chargaff, 1950). Wielka kariera DNA rozpoczeta sie jednak w 1944 roku wraz
7 eksperymentem Avery'ego, MaclLeoda i McCarty'ego (Avery i in., 1944),
udowadniajacym, ze to nie biatka czy RNA, jak wczesniej podejrzewano, ale
DNA jest substancja odpowiedzialng za transformacje bakterii. Proces trans-
formacji bakterii zostat po raz pierwszy opisany w 1928 roku przez Griffitha,
ktory odkryt, Zze ekstrakt ze zjadliwego szczepu Pneumococcus pneumoniae
moze indukowac konwersje szczepu niezjadliwego w zjadliwy (Griffith,
1928). Kolejnym kamieniem milowym w badaniach DNA byt model struktury
i replikacji DNA zaproponowany przez Watsona i Cricka (1953). Kilka lat pdz-
niej Crick wygtosit wyktad podczas sympozjum ,Biological Replication of
Macromolecules” [Biologiczna replikacja makroczasteczek], ktére odbyto sie
w University College London. Wystapienie to, opublikowane w 1958 roku
pod tytutem ,On protein synthesis” [O syntezie biatek] (Crick, 1958), uwaza-
ne jest za niezwykle wazne, formutujgce tzw. centralny dogmat biologii
molekularnej: DNA tworzy RNA, a RNA tworzy biatko. Od tego czasu gendw
nie uwazano juz za tajemnicze ,jednostki dziedziczenia’, jak po odkryciach
Grzegorza Mendla, ale za fragmenty taricucha DNA, w ktérych zapisywane
sg informacje o strukturze RNA i biatek. Gtowny wysitek skierowano odtad
na odszyfrowanie sposobu dziatania gendw.
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W tym kontekscie nie sposéb nie wspomniec o pracy Francoisa Jacoba
i Jacquesa Monoda z Instytutu Pasteura w Paryzu. Badali oni geny zaanga-
zowane w metabolizm laktozy u bakterii Escherichia coli. Odkryli, ze geny te,
lacZ, lacY i lacA, kodujace odpowiednio (3-galaktozydaze, permeaze i trans-
acetylaze, znajduja sie blisko siebie na chromosomie E. colii podlegaja transkryp-
Cji na pojedynczej czasteczce matrycowego RNA (mMRNA). Transkrypcja roz-
poczyna sie od elementu zwanego promotorem, rozpoznawanego przez
polimeraze RNA. Proces ten zalezy od dwdch innych gendw, operatora i re-
gulatora. Operator znajduje sie blisko pierwszego genu strukturalnego (lac2),
a regulator jest genem kodujgcym represor — biatko, ktére wigze sie z opera-
torem i zapobiega rozpoczeciu transkrypcji przy braku laktozy. Promotor,
operator i geny strukturalne tworza tzw. operon. Transkrypcja operonu lak-
tozy zachodzi tylko przy braku glukozy, preferowanego zZrédta wegla, oraz
w obecnosci laktozy bedacej inhibitorem represora. Frangois Jacob i Jacques
Monod wraz z André Lwoffem zostali wspdlnie uhonorowani Nagroda
Nobla w dziedzinie fizjologii lub medycyny w 1965 roku ,za odkrycia doty-
czace genetycznej kontroli syntezy enzymow i wirusow”.

Kolejne lata przyniosty dalsze informacje na temat struktury i funkgji
genomow. Stwierdzono, ze u eukariontow wiekszos¢ gendw nie jest ciggta.
Skfadajg sie z eksonow i intronéw. Sg one przepisywane na pre-mRNA,
ktory podlega procesowi zwanemu splicingiem, przeprowadzanemu przez
mate jadrowe rybonukleoproteiny (snRNP), ktore wigzg sie z koricami 5’
i 3" intronu i powoduja, ze intron tworzy petle. Intron jest nastepnie usuwa-
ny z sekwencji, a dwa pozostate eksony sa ze soba taczone.

Na poczatku lat siedemdziesigtych XX wieku rozwinefa sie nowa gataz
genetyki nazwana inzynierig genetyczna. Mozliwe stato sie wprowadzanie
precyzyjnych zmian w materiale genetycznym i przenoszenie genéw z jed-
nego organizmu do drugiego. Klasycznym przyktadem uzytecznej manipu-
lacji genetycznej jest konstrukcja szczepu bakteryjnego zawierajgcego ludzki
gen kodujacy insuline. Insulina to lek niezastapiony w leczeniu cukrzycy.
Wczedniej pozyskiwany byt z trzustek swin i krow; teraz jest fatwo dostepny
dzieki mozliwosci jego ekstrakcji z bakterii rosngcych w ogromnych fermen-
torach. Rozwdj inzynierii genetycznej wzbudzit pewne obawy zwigzane
z bezpieczenstwem eksperymentéw. Teoretycznie mozliwe byto wykorzy-
stanie tych technik do stworzenia niebezpiecznych mikroorganizméw do
uzytku wojskowego. W 1975 roku Paul Berg, jeden z tworcdw inzynierii
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genetycznej, zorganizowat w Asilomar Conference Center (Kalifornia, USA)
konferencje poswiecong wszelkim mozliwym zastosowaniom nowych
technik. Okoto 150 genetykdw z catego $wiata dyskutowato o zagrozeniach
zwigzanych z inzynierig genetyczna. Uczestniczytem w tej konferencji na
zaproszenie Davida Baltimore’a, naukowca z Cancer Center of the Massa-
chusetts Institute of Technology, ktory wraz z Renato Dulbecco i Howardem
Martinem Teminem otrzymat Nagrode Nobla ,za odkrycia dotyczace inte-
rakcji miedzy wirusami nowotworowymi a materiatem genetycznym ko-
maorki” Drugim polskim uczestnikiem Konferencji Asilomar byt prof. Wactaw
Gajewski, kierownik Zaktadu Genetyki Uniwersytetu Warszawskiego.

Ostatecznym whnioskiem ptynacym z Konferencji Asilomar byto konty-
nuowanie rozwoju inzynierii genetycznej przy jednoczesnym dbaniu o pro-
wadzenie eksperymentéw w warunkach laboratoryjnych adekwatnych do
potencjalnie najbardziej niebezpiecznego elementu danego eksperymen-
tu. Na przyktad konstruowanie szczepu Escherichia coli wytwarzajacego
insuline mozna przeprowadza¢ praktycznie w kazdym laboratorium biolo-
gicznym, gdyz ani ten gatunek bakterii, ani insulina nie sg niebezpieczne
dla cztowieka. Natomiast eksperymenty na genetycznie zmodyfikowanych
szczepach wykorzystywanych do opracowywania lekdw na choroby zakazne
powinny by¢ prowadzone tylko w specjalnie wyposazonych laboratoriach,
dajacych pewnos¢, ze grozne dla cztowieka bakterie nie wydostang sie do
srodowiska. James Watson, laureat Nagrody Nobla za prace nad strukturg
DNA, byt zdecydowanym zwolennikiem intensywnego rozwoju inzynierii
genetycznej. W czasie, gdy trwata Konferencja Asilomar, byt doradcg rzadu
Standw Zjednoczonych do spraw broni biologicznej. Twierdzit, ze wie o natu-
ralnie wystepujacych, niemodyfikowanych inzynieryjnie szczepach bakterii
przechowywanych w magazynach wojskowych USA mogacych zabic¢ kaz-
dego mieszkarica naszej planety na osiem réznych sposobdw i ze w poréw-
naniu z tym wytwory manipulacji genetycznych to drobnostka.

Dzieki postepowi w technikach sekwencjonowania DNA uzyskano
ogromng liczbe nowych informacji na temat struktury genomu. W potowie
lat 80. XX wieku zsekwencjonowanie petnego ludzkiego genomu wyda-
wato sie niemozliwe, gtdwnie ze wzgledu na koszt takiego projektu — wyzszy
niz roczny budzet Instytutu Maxa Plancka. Pomimo wielu obiekcji Human
Genome Project [Projekt poznania genomu ludzkiego] zostat uruchomiony
w 1990 roku. Prowadzony byt przez International Human Genome Sequencing
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Consortium (IHGSC) ztozone z naukowcodw z 18 krajow. Zgodnie z jedna
z podstawowych zasad obowigzujacych cztonkdw konsorcjum wszystkie
informacje zbierane w ramach tego projektu dotyczace sekwencji genomu
ludzkiego byty publicznie dostepne w ciggu 24 godzin od ich uzyskania.
W 1998 roku do wyscigu w sekwencjonowaniu ludzkiego genomu przysta-
pifa prywatna firma biotechnologiczna Celera Genomics prowadzona przez
prof. Craiga Ventera. Celera zapowiedziata zsekwencjonowanie catego ludz-
kiego genomu w ciggu trzech lat. W lutym 2001 roku obie grupy w dwoch
oddzielnych artykutach (Lander i in., 2001; Venter i in., 2001) jednocze$nie
opublikowaty szkice sekwencji ludzkiego genomu. Dzieki statemu doskona-
leniu metod sekwencjonowania DNA i dobrej wspétpracy miedzy obiema
grupami dotarty one na mete jednoczesnie, a oba projekty zostaty ukon-
czone przed terminem. IHGSC realizowat drugg koncowa faze projektu
(IHGSC, 2004), majaca na celu uzupetnienie luk i ustalenie sekwencji DNA
w niejednoznacznych obszarach, ktére pozostaty nieoznaczone. W kon-
cowej fazie zsekwencjonowano 99% ludzkiego genomu. Jego ostateczna
forma zawierafa 2,85 miliarda nukleotydéw z przewidywanym wskaznikiem
btedu 1 zdarzenia na 100 000 zsekwencjonowanych zasad. Ponadto IHGSC
zmniejszyt liczbe luk 400-krotnie: z 147 821 luk pozostato jedynie 341.
Pozostate byty zwigzane z trudnymi technicznie regionami chromosomaéw.
Chociaz wczesniejsze wstepne publikacje przewidywaty az 40 000 gendw
kodujacych biatka, w fazie koricowej szacunki te zmniejszyty sie do prze-
dziatu miedzy 20 000 a 25 000.

Dzis bez trudu mozna dostrzec spektakularny sukces projektu. Jego
zakoniczenie zapoczatkowato nowa ere w medycynie. Teraz mozemy sie
dowiedzie¢, ktdre z naszych chordb maja podioze genetyczne i zidentyfi-
kowac¢ odpowiedzialne za nie geny. Human Genome Project przyniost row-
niez znaczny postep w technologiach wykorzystywanych do sekwencjono-
wania DNA.

Szczegodlnie uderzajagcym odkryciem Human Genome Project jest stwier-
dzenie, ze sekwencja nukleotyddw jest prawie identyczna (99,9%) u dwdch
dowolnych oséb. Jednak nawet pojedyncza zmiana nukleotydu w jednym
genie moze by¢ odpowiedzialna za chorobe. Dlatego poznanie sekwengji
genomu ludzkiego przyczynito sie réwniez w znacznym stopniu do wyjas-
nienia mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw wielu ludzkich
choroéb. Co wiecej, potaczenie podejscia cytogenetycznego ze znajomos-
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cig sekwencji genomu przenosi nasza wiedze na temat chordb cztowieka
na zupetnie nowy poziom. | chociaz na poczatku do Human Genome Project
0dnoszono sie sceptycznie, z pewnoscig zostanie uznany za jedno z najwaz-
niejszych przedsiewzie¢ naukowych naszych czaséw.

Catkiem niedawno opracowano nowa, potezng metode inzynierii ge-
netycznej, noszacg nazwe CRISPR-Cas9 (ryc. 1). Jest ona skutecznym i nieza-
wodnym sposobem dokonywania precyzyjnych, ukierunkowanych zmian

MODYFIKACJA GENU
Z WYKORZYSTANIEM TECHNIKI CRISPR-Cas9
1 2
Cas9
kierujacy RNA
T
kierujacy RNA
3 4
kierujacy RNA
zmodyfikowany DNA

docelowy DNA

Rycina 1. Pogladowy schemat metody CRISPR-Cas9 (metoda edycji gendw CRISPR):
1) zaprojektowany i zsyntetyzowany kierujacy RNA (ang. guide RNA) z fragmentem
pasujacym do docelowej sekwencji DNA (czerwony); 2) kierujacy RNA jest dodawany
do komorki docelowej wraz z biatkiem Cas9; 3) kierujacy RNA taczy sie z pasujgcym
docelowym fragmentem DNA gospodarza (zielony), po czym biatko Cas9 tworzy dwu-
niciowe pekniecie w precyzyjnie okreslonym miejscu docelowym; 4) pozadane modyfi-
kacje sekwencji DNA mozna wprowadzi¢ doktadnie w wybranym miejscu w genomie.
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w genomie zywych komorek. Geny CRISPR (sg to zgrupowane, regularnie
rozmieszczone, krotkie powtdrzenia palindromiczne; ang. clustered reqularly
interspaced short palindromic repeats) i gen Cas kodujacy nukleaze (ang.
CRISPR-associated protein) maja kluczowe znaczenie dla adaptacyjnej odpor-
nosci bakterii i archeondw, umozliwiajac tym organizmom reakcje na inwa-
zyjny materiat genetyczny i jego eliminacje.

Powtdrzenia palindromiczne odkryto w latach 80. u £ coli (Ishino i in., 1987),
ale ich funkcja nie zostata potwierdzona do roku 2007, kiedy to Barrangou
i wspotpracownicy wykazali, ze S. thermophilus moze naby¢ oporno$¢ na
bakteriofaga w wyniku integracji fragmentu genomu infekujgcego wirusa
do swojego locus CRISPR (Barrangou i in., 2007). Zidentyfikowano trzy typy
mechanizmdw CRISPR, z ktérych typ Il jest najlepiej zbadany. W tym przy-
padku DNA atakujgcych wirusow lub plazmiddw zostaje pociety na mate
fragmenty i wigczony do locus CRISPR w otoczenie serii krotkich powtd-
rzen — okoto 20 par zasad (pz). Loci sg transkrybowane, a transkrypty na-
stepnie przetwarzane w celu wygenerowania matych RNA (crRNA — CRISPR
RNA), wykorzystywanych do kierowania endonukleaz do komplementarnych
sekwencji w atakujacym DNA.

Stosujac technike CRISPR-Cas9, mozna precyzyjnie zniszczy¢ gen doce-
lowy lub zmieni¢ gen zmutowany w jego wariant prawidtowy. Oczekuje
sie, ze technika ta zostanie wykorzystana do ,naprawy” gendw odpowie-
dzialnych za choroby uwarunkowane genetycznie; zdaniem wielu naukow-
cow nie jest ona jednak jeszcze catkowicie bezpieczna i moze pociggac za
soba niepozadane skutki. Mimo to grupa chinskich badaczy podjeta pierw-
sze préby i wstrzykneta cztowiekowi komorki zawierajace edytowane geny.
Uwazali oni, ze edycja gendw moze poprawic¢ zdolnos¢ komaérek odporno-
sciowych do zwalczania nowotworu. Zespot kierowany przez onkologa
Lu You z Uniwersytetu Syczuariskiego w Chengdu dostarczyt zmodyfikowane
komorki pacjentowi z agresywnym nowotworem ptuc w Szpitalu Zachodnio-
chinskim (Liang i in., 2015). Naukowcy usuneli komorki odpornosciowe z krwi
biorcy, a nastepnie zaktocili kodowanie genu dla biatka PD-1, ktére normal-
nie hamuje odpowiedZ immunologiczng komarki: nowotwory wykorzystu-
ja te funkcje do proliferacji. Edytowane komorki hodowano w celu zwiek-
szenia ich liczby i wstrzykiwano z powrotem pacjentowi. Zywiono nadzie-
je, ze bez PD-1 edytowane komorki zaatakujg komorki nowotoworowe
i pokonajg chorobe. Planuje sie zastosowanie tej samej techniki zarowno
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w Chinach, jak i USA do leczenia pacjentdéw z innymi rodzajami nowotwo-
row (Cyranoski, 2016).

Nowe techniki analizy DNA — poza ich zastosowaniami w medycynie
— 53 bardzo waznym narzedziem do badania ewolucji zywych organizmow.
Odkrycie, ze DNA moze przetrwac w antycznych szczatkach roslinnych lub
zwierzecych i moze by¢ amplifikowany za pomoca reakcji tancuchowej
polimerazy, a nastepnie zsekwencjonowany, miato duzy wptyw na badania
nad ewoludja. Pierwsze opublikowane artykuty sugerowaty, ze dzieki bada-
niu kopalnego DNA mozna cofngc sie nawet o setki miliondw lat. Jednak
doniesienia (Cano i in, 1993) o sekwencjach DNA uzyskanych z owadéw
zatopionych w bursztynie okazaty sie nieprawdziwe. Takie owady sg dato-
wane na ponad sto milionéw lat, podczas gdy wiadomo, ze DNA prawdo-
podobnie nie moze przetrwac dtuzej niz okoto miliona lat. Nawet jednak
badajac okres tak krétki geologicznie, mozna uzyska¢ odpowiedzi na wazne
pytania dotyczace ewolugji, systematyki, paleoekologii, genezy chordb i pro-
cesdw ewolucyjnych na poziomie populagji.

Antyczny DNA

Kazda probka DNA uzyskana z pochodzacych z wykopalisk szczatkdw ludz-
kich, roslinnych lub zwierzecych nazywana jest antycznym DNA (@DNA).
Analizy aDNA przyciggnety uwage nie tylko biologdw molekularnych, ale
takze opinii publicznej. Byto to wynikiem kilku spektakularnych odkry¢,
zwiaszcza tych dotyczacych historii naszego gatunku. Badania antycznego
DNA ujawnity ztozonos¢ historii wspotczesnego cztowieka. Udowodnity
zarazem, ze nasi przodkowie krzyzowali sie w okresie srodkowego oraz
wczesnego goérnego paleolitu z neandertalczykami — kazdy wspotczesny
nie-Afrykanin ma w swoim genomie domieszke (od 1 do 4%) DNA nean-
dertalczyka. Doszto do licznych niezaleznych krzyzowan, ktére obejmowaty
nie tylko neandertalczykow, ale takze denisowian oraz innych, niezidentyfi-
kowanych, homininéw. Badania aDNA ujawnity m.in. skandynawskie pocho-
dzenie dynastii Rurykowiczéw oraz pewne przestanki o takim tez pochodze-
niu dynastii Piastéw. Dzieki analizom DNA mozliwe byto przesledzenie
sciezek migracji ludzi oraz relacji miedzy populacjami zamieszkujacymi
obecnie Ziemie.
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Niemal rownie interesujgce sq wyniki badan historii gatunkoéw zwierzat
i roslin, takze tych, ktére wyginety tysigce lat temu lub tez catkiem niedawno.
Istnieje wiele gatunkdw zwierzat, ktére znamy tylko z ich szczatkow zacho-
wanych w wiecznej zmarzlinie lub gteboko w jaskiniach; niektére stynne
przykfady to mamut, niedzwiedZ jaskiniowy, nosorozec wtochaty czy ptak
dodo z Mauritiusa. Badajac ich DNA, mozemy ustali¢ relacje miedzy nimi
a ich wcigz zyjacymi kuzynami. Istniejag nawet projekty bliskie powiesciom
science-fiction, ktérych celem jest ozywienie niektérych z tych gatunkow
w procesie zwanym de-ekstynkcja; na przyktad poprzez wprowadzenie
DNA wyizolowanego ze szczatkéw mamuta do komdrek jajowych stonia.

Postep w dziedzinie inzynierii genetycznej umozliwia transfer gendw
od jednego osobnika do drugiego przy wykorzystaniu DNA wyizolowanego
z zywych gatunkéw lub z pozostatosci wymartych. Obecnie powszechna
praktyka jest ulepszanie gatunkdw roslin poprzez wyposazanie ich w gen
bakteryjny, warunkujacy uodparnianie ich na owadzie szkodniki.

W kolejnych rozdziatach przedstawiono metody analizy aDNA oraz ich
zastosowanie w badaniach ewolucji cztowieka oraz wybranych gatunkéw
roslin i zwierzat.



