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kwietniu 1993 r. mineto 40 lat od czasu kiedy dr James Watson (25

lat) i Francis Crick (35 lat), pracujacy wowczas w laboratorium Caven-
dish Uniwersytetu w Cambridge, zaproponowali model budowy trzeciorzedo-
wej (przestrzennej) struktury kwasu dezoksyrybonukleinowego (DNA). Oka-
zato sie pdzniej, ze byto to jedno z najwiekszych osiggnie¢ w nauce. Zrodzito
nowe Kierunki w biologii, genetyce i biochemii oraz rozpoczeto dynamiczny
roswdj biologii molekularnej.

Odkrycia naukowe nie odbywaja sie w prézni. W ciggu tych lat, poczgwszy
od roku 1869, kiedy Friedrich Miescher wyodrebnit kwas nukleinowy ze sper-
my tososia, pritypuszczano, ze DNA moze by¢ materiatem genetycznym. Je-
szcze na poczatku obecnego stulecia znaczna grupa uczonych upatrywata
w kwasach nukleinowych jedynie funkcje strukturalng, a w biatkach widzia-
no nosnik informacji genetycznej. Poglady te okazaly sie catkowicie myilne.
W 1944 r. Oswald Avery, Colin McLeod i McL3m McCartty z Anglii zauwazyli.

Nodule
DNA

Rys. 1. struktura typowej podwdjnej spirali DNA (B-DNA) oraz alternatywna konformacja
DNA i Z-DNA z potaczeniami B-Z, krzyzowa (cruciform), potréjna wewnatrzczasteczkowa spirala
(intramolecular triplex) oraz wezetkowata (module).
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ze DNA patogennego szczepu bakterii Pseudomonas przeniesiony do normal-
nego szczepu powoduje jego patogennos¢. Ta transformacja okazata sie ge-
netycznie stabilna i nastepne pokolenia bakterii charakteryzowaty sie nowo
nab3Ttymi cechami. Obserwacje te potwierdzili Alfred Hershey i Martha Chase
na przetomie lat 1951/52 w laboratorium Cold Spring Harbor w USA. Starali
sie oni pozna¢ mechanizm infekcji bakterii Escherichia coli wirusem bakte-
ryjnym T2 (bakteriofagiem T2). Wykorzystali fakt, ze biatka bakteriofaga T2
zawierajg siarke oraz niewielka ilos¢ fosforu, natomiast DNA zawiera fosfor,
ale nie siarke. W zwigzku z tym znakowali bakteriofag T2 radioizotopami:
siarkg 35 i fosforem 32. Wykazali oni jednoznacznie, ze biatko zawiera siarke
i stanowi ptaszcz ochronny odpowiedziatny za adsorbcje” faga do bakterii,
a takze, iz jest niezbednym instrumentem” dfa iniekcji fagowego DNA do
komorki. Fagowe biatko prawdopodobnie nie odgrywa zadnej roti w datszym
roTwoju faga w komorce w przeciwienstwie do DNA, ktéry spetnia okre$long
i wazng funkcje. Praca ta, jak wspomina J. Watson, stanowita dowdd po-
twierdzajacy, ze DNA jest podstawowym materiatem genetycznym. Ten argu-
ment okazat sie nielTwykte wazny dia pozniejSlych badan strukturalnych kwa-
sow nukleinowych, w ktorych starano sie odpowiedzie¢ na pytanie w jaki
sposéb olbrzymia informacja genetyczna niezbedna dla funkcjonowania ko-
morki jest zakodowana w DNA oraz w jaki sposéb nastepuje jej odzyskanie,
precyzyjna replikacja w komorce?

J. Watson and F. Crick sadzili, ze odpowiedZ na to i podobne pytania
musi by¢ zawarta w strukturze DNA. Na poczatku 1953 r. znalezli oni sposéb
interpretacji zdjeC obrazujacych rozpraszanie promieni X na wioknach DNA
[X-ray diffraction pattern® wykonanych przez dr Rosatin Franklin (Kings Col-
lege, London). Obrazy dyfrakcyjne charakteryzowaty sie pewng regularnoscig
w przestrzeni. Watson i Crick szybko rozpoznali, ze uginanie promieni wy-
kazuje obraz charakterystyczny dia stmktury hetikatnej. Zauwazyli, ze wiel-
kos$¢ warstwy oddzielajacej linie wynosi 1/10 powtdrzenia obrazu i w zwigzku
z tym stato sie oczywiste, ze 10 nukieotydéw przypada na jeden peten obrét
spirali. Dane o gestosci wiokien sugerowaty, ze w jednej helikainej czasteczce
powinny by¢ dwie nici DNA. Watson i Crick wykazali, ze spiralna struktura
DNA powstaje na skutek komplementarnych oddziatywan (wigzan wodoro-
wych) miedzy zasadami znajdujacymi sie w przeciwnie biegnacych tancuchach
czagsteczki. Taki system parowania okazat sie mozliwy, jesli zasady wystepuja
w odpowiedniej (gtéwnej) formie tautomerycznej.

Stmktura zaproponowana przez Watsona i Cricka bardzo dobrze ttuma-
czyta wczesniejsze obserwacje Erwina Chargaffa, ktory analizujagc zawarto$¢
AT,G i C w DNA wielu organizméw stwierdzit, ze A i T wystepuja w réwnych
tub prawie réwnych iloSciach. To samo dotyczy rowniez G i C. Jesli komor-
kowy DNA wystepuje w postaci dwuniciowej z systemem parowania zapro-
ponowanym przez Cricka i Watsona to regulty Chargaffa sg tego oczywistg
konsekwencja.

W modelu Cricka i Watsona pary zasad utozone sag jedna nad dmga w pta-
szczyznach prawie prostopadtych do osi helisy. Takie utozenie zasad pozwala
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1869 - .
Historia DNA
(34 A =10 lat)
1940
—  Woykazanie roli DNA w przekazywaniu informacji genetycznej.
1950
Okreslenie struktury DNA.
~  Odkrycie tRNA i syntetaz aminoacylo-tRNA.
1960
Okreslenie pierwszych kodonéw kodu genetycznego.
—  Okreslenie pierwszej sekwencji tRNA.
~ Rozszyfrowanie kodu genetycznego.
1970
Opatentowanie techniki rekombinacji genow.
Pierwsza struktura krystaliczna tRNA™".
— Opracowanie regut dotyczacych badan z rekombinowanym DNA.
Utworzenie Genentech Inc. Identa/fil_(agja E\i{srws_zego onkogenu.
—  Pierwszy rekombinowany gen ludzki. S"ekwencjonowanie DNA.
Odkrycie sktadania RNA. Klonowanie genu insuliny.
1980

Odkrycie wiasciwosci kataliiwcznych RNA.
— Opracowanie metody PCR, RFL

~ Odkrycie redagowania RNA. .
Mapowanie genetyczne. Pierwszy marker genetyczny (cysticfibrosis).

—  Modutowa struktura czynnikéw trz_inskryﬂcyjny_ch. i
—  Pierwsze potowe uprawy transgenicznych pomidorow.
Opatentowanie myszy zmienionej genetycznie.
1990 —  Utworzenie narodowego Centrum Badan Genomu Cztowieka.
~  Pierwsza terapia genowa.

~  Odkrycie genu choroby Lx)u Gehringa.

Rys. 2. Historia DNA.
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na silne oddziatywanie typu van der Waalsa miedzy nimi. Grupy fosforanowe
znajduja sie na zewnatrz i moga oddziatywaé z rozpuszczalnikiem. Kazda para
zasad jest skrecona o 36 stopni w stosunku do nastepnej i dlatego 10 par zasad
miesci sie w jednimi petnym obrocie helisy. Poniewaz obraz dyfrakcyjny wyka-
zywat powtarzajacy sie odstep o okoto 3,4 nm oznaczato to, ze odle”o$¢ miedzy
parami zasad wzdtuz osi symetrii musiata wynosi¢ okoto 0,34 nm.

Koncepcja Watsona i Cricka nie tylko wyjasniata strukture DNA. Istota
tego rozwigzania byta daleko gtebsza. Po rozdzieleniu nici DNA nastepuje
synteza réwniez dwuniciowego DNA, ktéry jest doktadna kopig oryginatu.

Model struktury DNA odegrat wazng role w biologii, mimo ze struktura
DNA zaproponowana przez Watsona i Cricka nie byta wowczas tak doktadnie
zrozumiana jak dzisiaj. Analizowane wiokna, otrzirmane przy udziale duzej
ilosci wody (wilgotnos¢), charakteryzowaty sie wystepowaniem tzw. formy B-
DNA. Wibkna otrzymywane przy ograniczonym dostepie wody majg inng stru-
kture tzw. A-DNA. Kilka lat temu okre$lono strukture krysztatbw DNA. Oka-
zalo sie, ze pary zasad nie sg doktadnie prostopadie do osi spirali. Ugiecie
to wynosi 6 stopni. W strukturze B-DNA zasady utozone sg bardzo blisko
osi helisy, ktora przechodzi miedzy wigzaniami wodorowymi. Natomiast
w strukturze A-DNA zasady lezag bardziej na zewnatrz spirali i sg wyreiznie
skrecone w stosunku do jej osi. Powierzchnie helis A i B sg rdzne. Spirala
B-DNA ma duzg i malg brézde, natomiast w formie A obie brozdy sg w przy-
blizeniu réwne i glebokie. Budowa krystaliczna DNA rozwigzana przez
R.E. Dickersona wskazuje wyraznie, ze stmktura widkien DNA jest nadmier-
nie uproszczona. Rzeclywista struktura DNA rozni sie katem skretu miedzy
parami zasad oraz konformacjg dezoksyrybozy. Zmienia sie ona w zaleznosci
od lokalnej sekwencji, a takze w wyniku oddziaBrwania z innymi czasteczkami
np. jonami metali. Nie jest ona homogeniczna. Najnowsze badania budowy
krysztatbw DNA dajg moztiwos¢ wytlumaczenia dlaczego struktura B-DNA
jest faworyzowana w roztworach wodnych. Dzieje sie tak dlatego, ze forma
B-DNA, ale nie A-DNA, umozliwia utworzenie w matej brézdzie taricucha czg-
steczek wody stabilizujagcych strukture. Nalezy pamietaé, ze struktura DNA
jest niezwykle dynamiczna. Czas zycia pary zasad Watsona-Cricka w roztwo-
rze wynosi 10" sekundy (s), czas zycia pary zasad nie zwigzanej wigzaniami
wodorowymi 10“*s, a prawdopodobienstwo otwarcia pary zasad wynosi 10",

Obecnie wiadomo, ze istnieja alteruatywnie formy DNA. Struktury krzyzo-
we (cruci/brrrO, moga powstawa¢ w negatywnie skreconych regionach DNA
posiadajgcych odwrotnie powtarzajgce sie sekwencje nukleotydowe. Inna for-
ma — Z-DNA, powstaje w regionach DNA charakteryzujgcych sie wystepowa-
niem naprzemiennych sekwencji purynowych i pirymidynowych, jak np. (GT)n
lub (GC)n. Foruia Z-DNA uystepuje w postaci lewoskretnej podwajnej helisy,
w przeciwienstwie do prawoskretnego modelu Watsona-Cricka (rys. 1). Z-DNA
wykazuje takze inne cechy. Pirymidyny wystepuja zawsze w formie anti (uto-
zenie zasady wzgledem dezoksyrybozy), natomiast puryny maja konfiguracje
5501. W strukturze A- i B-DNA wslystkie nukleozydy majg forme anti.

Ponadto sekwencje polipuryri i polipirydyn zawierajacych odwrrotne powto-
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rzenia (odbicie lustrzane) moga tworzy¢ rézne izomery potréjnej spirali, w kto-
rej trzecia ni¢ jest umieszczona w duzej brézdzie i zwigzana z podwdjng spi-
ralg wigzaniami wodorowymi typu Hoogsteena.

Znane sa takze réwnolegte DNA, wezetkowate DNA {module DNA) oraz
guadupleksy (telomerowe) DNA. Konce telomeréw stanowia pojedynczo nicio-
we DNA, tworzace tetrady {quaduple:>" zawierajagce motyw (T/A)m Gn, gdzie
m wynosi 1 -4 a n réowna sie 1-8. Tetrady, tworzg sie z 4 reszt guaniny
zwigzanych wigzaniami typu Hoogsteena i zostaty potwierdzone badaniami
rentgenostrukturalnymi. Antyréwnolegte tancuchy polinukleotydowe majg
zmienng konformacje nukteozydow: syn-anti-s3m-anti.

Model struktury DNA rozwigzany przez Watsona i Cricka zostat opisany
w 4 pubtikacjach z ktorych pierwsza ukazata sie w Nature, 25 kwietnia
1953 r. (40 lat temu). Towarzyszyly jej 2 inne prace o strukturze DNA wy-
konane w King's Colege w Lx)ndynie autorstwa Wilkinsa, Stokesa i Wilsona
oraz Franklin i Gosling. Najwazniejsze zdanie z pierwszej pracy Watsona i Cri-
cka brzmiato: “It has not escaped our notice that the specific pairing we have
postulated immediately suggests a possible copying mechanismfor the genetic
material’. Bylo to wyrazne wr6cenie uwagi na funkcjonalne znaczenie tej
struktury. Jest to szczegOlnie dzisiaj oclywiste.

Tak jak wspomniatem czgsteczka DNA moze wystepowaé w wietu réznych
konformacjach. DNA moze podtega¢ r6znym mutacjom spontanicznym w cza-
sie procesow replikacji, naprawy i rekombinacji. Zmiany w formach tautome-
rycznych zasad, protonacja lub jonizacja zasad mogg powodowac btedne pa-
rowanie prowadzac do zamiany nukleotydéw. Prlypuszcza sie zatem, ze
w wietu mutacjach istotng role moga odgrywac¢ alternatywne struktury spi-
ralne DNA. Ponadto celowe wydaje sie poznanie zaleznosci miedzy strukturg
i konformacja DNA a mutacjami ze wzgledu na mozliwosci zastosowania te-
rapii genowej u ludzi.

Dlaczego odkrycie podwojnej helisy DNA byto i pozostaje w dalsz3m ciggu
jednym z najwiekszych osiggnie¢. Czy mogto sie zdarzy¢, ze struktura DNA
nie zostataby rozwigzana 40 lat temu i pozostataby tajemnicg? Zapewne nie.
Gdyby Watson nie pojechat na konferencje do Neapolu w 1951 r. i nie wy-
stuchat wyktadu Maurica Wilkinsa, z ktérego dowiedziat sie m.in., ze gen
mozna otrz)ma¢ w formie krystalicznej, to odkrycie helisy DNA nastgpitoby
niewatpliwie pézniej. Ewentualne opdZnienie rozwigzania strarktury DNA mog-
to nastgpi¢ réwniez gdyby nie doszto do wspotpracy Watsona i Cricka, dwéch
tudzi myslacych nieszablonowo, odwaznie stawiajgcych pytania i wyraznie
zorientowanych na rojrwlazanie jasno okre$lonego celu. Odkrycie to miato
wielkie znaczenie dla rozwoju nauk biologicznych (rys. 2). Spowodowato réw-
niez wyzwotenie nowych trendéw badawczych i sposobu mys$tenia poniewaz:

A. W psychotogicznej infrastrukturze tworcow biotogii molekularnej drze-
mata romantyczna idea, ze mozna pozna¢ nowe nie znane dotad prawa fizyki
badajac strukture gendw.

B. Biologia molekularna powstata poniewaz trzech wielkich fizykow: Niels
Bohr, Erwin Schrédinger i Max Delbruck poszukiwato paradokséw w biologii.
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Takich nie znalezli, ale w zamian stwierdzili, ze poznane wczesniej prawa
fizyki i chemii strukturalnej deeydujg o replikacji.

C. Wowczas najwazniejszym problemem byto rozwigzanie, a raezej odgad-
nieeie struktury, DNA i jej potwierdzenie dostepnymi danymi eksperymental-
nymi. Rozwigzanie struktury uwzgledniato dane krystalograficzne i doprowa-
dzito do opracowania modelu.

Dla osiggnieeia sukcesu naukowego korzystna jest praca zespotowa. Ma
ona réwniez swoje ograniczenia. Nieoptymatna jest wspoétpraca z osobami du-
zo0 mtodszymi lub duzo starszymi, poniewaz jak sadzi F. Crick moga pojawia¢
sie problemy miedzyludzkie (nieuprzejmosci), ktore sg czesto poczatkiem kon-
ea kazdej dobrej wspotpracy w nauce.

Jednym z najwazniejS*ych zagadnien w biotogii jest naturatna selekcja.
Jest to podstawowy mechanizm, ktéry wyrdznia biologie od innych gatezi
nauki. Naturalna selekcja opiera sie na zdarzeniaeh, ktére miaty miejsee,
a kazdy proces jest uwiktany w wiete innych zateznosci. Francois Jacob (fau-
reat Nagrody Nobta, 1965 r.) stwierdzat, ze ewolucja jest mysticielem. Jest
wynikiem wietkiej ztozonosci, ktéra czyni organizmy biologiczne trudnymi do
zrozumienia. W zwiazku z tym biologia jest wyraznie rézna od fizyki. Nato-
miast podstawowe prawa fizyki moga by¢ zwykle wyrazone w postaei mate-
matyeznej i dlatego majg znaczenie uniwersalne. Prawa zaehodzaee w biologii
w przeciwienstwie do praw istniejgcyeh w fizyee sg tylko szerokim uogdlnie-
niem, poniewaz opisujg bardzo skomplikowane mechanizmy wytworzone przez
naturalng selekcje. Dla petnego zrozumienia dowolnego procesu zyeiowego
niezbedne jest takze poznanie jego ehemii.

O atrakcyjnos$ei biologii molekularnej i jej wptywie na inne nauki o zyciu
decydujg dwa czynniki. Po pierwsze, materia zywa podlega tym samym fun-
damentalnym prawom i w zwigzku z tym cata sita wspotczesnych che-
micznych i fizycznych teorii moze by¢ zastosowana do probleméw biologicz-
nyeh. Po drugie, nowe i bardzo precyzyjne techniki badawcze pozwalajg nau-
koweom na stawianie pytan, dotyczacyeh podstawowyeh zagadnien zyeia, kto-
rych do niedawna nie mozna byto sobie nawet wyobrazié.

Dla osiggniecia wielkiego wyniku naukowego istotnym czynnikiem jest tak-
ze tradycja naukowa. Wiadomo, ze wiele grup badawezych starato sie roz-
wigza¢ strukture DNA. Stato sie to jednak moztiwe w laboratorium Cavendish
w Cambridge. W tym wiasnie osrodku miato miejsce szereg waznyeh odkry¢
naukowych:

— J.J. Thomson odkryt elektron poprzez pomiary masy i tadunku,

— J. Crockroft i D. Walton pod kierunkiem J. Rutheforda dokonali roz-

bicia atomu (ich oryginalny akcelerator jest wcigz w Cambridge),

— James Chadwich w 1930 r. odkryt neutrony,

— Lawrence Bragg sformutowat prawa rozpraszania promieni X. Byt on

najmtodszym laureatem Nagrody Nobla.

— M. Perutz i J. Kendrew pracowali nad strukturg biatek.

Znaczenie laboratorium w Cambridge i jego atmosfery naukowej trudno
nie docenia¢ w rozwigzaniu struktury DNA. Charakteryzuje to wypowiedZ
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M.F. Perutza na temat wysokiej efektywnosci pracy w laboratorium w Cam-
bridge. Zostat on kiedy$ zapytany co wiasciwie uczynit, ze laboratorium, kté-
rego byt kierownikiem odniosto tak znakomite sukcesy. Odpowiadajgc stwier-
dzit, ze zna miodego, zdoinego, pracowitego, utalentowanego i bardzo zrow-
nowazonego cztowieka. Jego matka zapytana jak udato sie jej uksztattowac
swego syna, odpowiedziata, ze urodzit sie obdarzony tymi talentami. Jej za-
daniem byto tylko pilnowanie, by nic, co natura data, nie ulegto zmarnowaniu.
Podobna atmosfera panowata w laboratorium. Wspoétpracujac ze zdolnymi
ludZmi, rola szefa naukowego ograniczata sie do pomocy i zabezpieczenia
wiasciwych warunkéw pracy.

Im wiecej czasu uptywa od momentu odkrycia DNA tym bardziej pos-
trzegamy i rozumiemy osiggniecie Watsona i Cricka, ale jednocze$nie pozo-
staje ono w dalszym ciggu bardzo tajemnicze. Bylo ono bowiem wynikiem
splotu wielu istotnych czynnikéw. Mnie sie wydaje, ze piekno i elegancja
podwdjnej helisy zwigzane byto i jest z niespodziewanym odkryciem struktury
DNA, w przeciwienstwie np. do innego, rowniez waznego odkrycia jakim jest
kod genetyczny.

Niezwykie zainteresowanie tym wielkim odkryciem naukowym stato sie
rowniez tematem wielu ksigzek oraz interesujacych filméw. Opublikowane
zostaty nastepujgce pozycje ksigzkowe opisujgce odkrycie struktury DNA:

— The Double Helix, James D.Watson, 1968, Atheneum, New York,

— The Path to the Double Helix, Robert Olby, 1974, Mac Milian Press

Ltd,

— The Eigth Day of Creation, Horace Freel and Judson,

— What Mad Pursuit, Francis Crick, Weidenfeld and Nicolson, 1988 Lon-

don.

Tematyka DNA stata sie motywem do nastepujacych filméw.

— The double helix by Ronnie Fouracre (Comentary by Issac Asimov BBC

Production; Horizon (England) Nova, USA,

— Whose Life Is It, Anyway? Larry Bachmann, 20" Century Fox,

— Life Story (in England) April 27, 1987, BBC, Double helix (USA) Arts

and Entertaime.

The double helix of DNA

Summary

Short history of the path to the double helrx of DNA was described. Special attention was
been paid to the early work of Rosalin Franclin, Maurice Wilkins and Erwin Chargaff.
Also some general consequences of the DNA structure for biological sciences were discussed.
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