Rozdziat 2

Kwasy nukleinowe. Kod genetyczny
Jan Barciszewski, Wojciech T. Markiewicz

Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk, ul. Noskowskiego 12/14, 61-704
Poznan, Jan.Barciszewski@ibch.poznan.pl, markwt@ibch.poznan.pl

Wprowadzenie + DNA jest nosnikiem informacji genetycznej + Struktura DNA +
Centralny dogmat biologii molekularnej + Synteza DNA + Kod genetyczny +
Sekwencjonowanie kwasow nukleinowych + Manipulacje genetyczne + Reakcja
tancuchowa polimerazy + Projekt poznania genomu czlowieka + Kataliza RNA +
Interferencia DNA + Epigenetyka i projekt poznania epigenomu czlowieka +
Panorama badan kwasow nukleinowych w Polsce + Warszawska szkola chemii i
biochemii kwasow nukleinowych + Poznanska szkola kwasow nukleinowych +
Lodzka szkota chemii i fosforu + Gdanska szkota biologii molekularnej kwasow
nukleinowych + Wazniejsze polskie osiggniecia badawcze stanowigce istotny
wktad w rozwoj dyscypliny

Wprowadzenie

Dzisiejsze spektakularne dokonania, sukcesy 1 osiggni¢cia biologii
molekularnej oraz biochemii, a takze perspektywy, nierozerwalnie wiazg si¢ z
kwasem deoksyrybonukleinowym (DNA). Dobitnie o tym $wiadcza kluczowe
eksperymenty wykonane na przestrzeni ostatnich 100 lat, rozpoczete
wyodrgbnieniem DNA (nukleiny) przez Friedricha Miescher’a w 1869 roku, a
zwienczone poznaniem struktury genomu cztowieka na poczatku XXI wieku.
DNA, jedng z najwazniejszych i najbardziej znanych czasteczek biologicznych,
poznano 140 lat temu (Tabela 1). Termin kwasy nukleinowe zaproponowat w 1889
roku uczen F. Mieschera, Richard Altman. Rewolucyjnym wydarzeniem, nie tylko
dla zrozumienia funkcji DNA, ale i catej biologii, bylo zaproponowanie modelu
struktury przestrzennej DNA przez Jamesa Watson’a i Francisa Crick’a w 1953

roku. Obok DNA w komédrce zywej wystepuje rowniez kwas rybonukleinowy
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(RNA), na istnienie ktorego wskazywalo odkrycie rybozy przez Phoebusa Levene

w 1909, a nast¢pnie deoksyrybozy w 1929 r. Juz na poczatku lat 30-tych ubiegtego

stulecia wiedziano, ze RNA i DNA wykazuja rozne wlasciwosci i1 faktycznie

stanowig odrebne klasy czasteczek (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Struktury kwasoéw nukleinowych (RNA i DNA), ich sktadnikow oraz mozliwe

struktury

Tabela 1

Wazniejsze odkrycia w obszarze kwasow nukleinowych.

Rok Nazwisko
odkrywcy

Nazwa wynalazku

1859 Ch. Darwin

Selekcja naturalna i ewolucja

1865 G. Mendel

Cechy dziedziczone sg wedtug okreslonych zasad
(“praw Mendla”)
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cd. tab. 1
1866 E. Haeckel Jadro komorkowe posiada czynniki
odpowiedzialne za przekazywanie cech
dziedzicznych
1869 F. Miescher Pierwsza izolacja nukleiny (DNA)
1871 F. Miescher, F. Pierwsza publikacja opisujaca DNA (,,nukleing*)
Hoppe-Seyler, P.
Plosz
1879 A. Kossel Identyfikacja puryn i pirymidyn
1881 E. Zachariasz Obecnos¢ nukleiny w wydtuzonych strukturach
(chromosomach) w jadrze komoérkowym ro$lin w
trakcie podzialu
1882 W. Flemming Chromosomy i ich zmiany zachowanie podczas
podzialu komoérkowego
1884-5 |O. Hertwig, A. von |Jadro komoérkowe zawiera podstawowy materiat
Kolliker, E. dziedzicznosci
Strasburger,
A. Weismann
1889 R. Altan Wprowadzenie terminu kwas nukleinowy
1900 C. Correns, H. de Ponowne odkrycie “praw Mendla”
Vries,
E. von Tschermak
1902 T. Boveri, W. Lokalizacja jednostek dziedzicznosci na
Sutton chromosomach
1902-9 | A. Garrod Defekty genetyczne powodujace utrate enzymu sa
przyczyna dziedzicznych chordb metabolicznych
1909 P. Levene Odkrycie rybozy
W. Johannsen “Gen” — jednostka dziedziczenia
1910 T.H. Morgan Drosophila modelem do badania dziedziczenia
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cd. tab. 1
1913 A. Sturtevant, T.H. |Pierwsza mapa sprz¢zenia genetycznego
Morgan (Drosophila)
1928 F. Griffith “Czynnik transformujacy” umozliwia
przeniesienie wlasciwosci jednej bakterii do
drugiej
1929 P. Levene Identyfikacja deoksyrybozy i nukleotydow;
rozroznienie RNA i DNA
1939 C. Waddington Epigenetyka
1941 G. Beadle, E. Tatum | Koncepcja “Jeden gen — jeden enzym”
1944 O.T. Avery, C. DNA jest materiatem genetycznym i ,,czynnik
MacLeod, M. transformujagcym” Griffith’a
McCarty

1949 C. Vendrely, R. Jadro komorkowe zawiera potowe ilosci DNA w
Vendrely, A. Boivin | poréwnaniu do komorek somatycznych

1949-50 |E. Chargaff Zawarto$¢ zasad azotowych w DNA 1 “reguly
Chargaff’a”

1952 A. Hershey, M. Podczas infekcji wirusowej, DNA zostaje

Chase wprowadzony do bakterii, a biatka wirusa zostaja
na zewnatrz. DNA znajdowany jest w potomnych
czastkach wirusowych.

1953 R. Franklin, M. Analiza rentgenowska krysztaléw DNA. DNA ma

Wilkins regularng powtarzajaca si¢ strukture. Molekularna
J. Watson, F. Trick struktura DNA

1956 A. Kornberg DNA polimeraza

1957 F. Trick Centralny dogmat biologii molekularne;j

1958 M. Meselson, F. Semikonserwatywna replikacja DNA

Stahl
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cd. tab. 1
1961-6 |R.W. Holley, H.G. | Opracowanie kodu genetycznego
Khorana, H.
Matthaei, M.W.
Nirenberg
1968-70 | W. Arber, H. Smith, | Pierwsze wykorzystanie enzymow restrykcyjnych
D. Nathans do hydrolizy DNA w specyficznych miejscach
1972 G. Khorana, P. Berg | Synteza chemiczna pierwszego genu in vitro
Pierwszy rekombinowany fragment DNA
1973 S. Cohen, H. Boyer | Konstrukcja funkcjonalnego plazmidu in vitro
(inzynieria genetyczna)
1977 F. Sanger, A. Sekwencjonowanie DNA. Strategia antysensu
Maxam, W. Gilbert,
E.L. Kuff
1979 A. Wang Struktura Z-DNA
1983 K. Mullis Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)
1990 The International Poczatek projektu poznania genomu cztowieka
Human Genome
Sequencing
Consortium
1995 C. Venter Sekwencja nukleotydowa bakterii (H. influenzae)
1996 A. Goffeau Sekwencja nukleotydowa genomu drozdzy(S.
cerevisiae)
1998 The C. elegans Sekwencja nukleotydowa robaka (C. elegans)
Sequencing
Consortium
1999 K.P. O’Brien Sekwencja nukleotydowa chromosomu ludzkiego
22
2000 Arabidopsis Sekwencja nukleotydowa genomoéw D.

Genome Initiative

melanogaster 1 A. thaliana
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cd. tab. 1
2001 Celera, NIH (C. Oznaczanie sekwencji nukleotydowej genomu
Venter, F. Collins) | cztowieka
2002 Mouse Genome Sekwencja nukleotydowa genomu myszy
Sequencing
Consortium
2005 American Poczatek epigenomu cztowieka

Association for
Cancer Research

2007-10 | Roche 454,Ilumina, |Metody glebokiego sekwencjonowania
Solid, Helicos,
Pacific Biosci.,
Complete genomics

DNA jest nosnikiem informacji genetycznej

Jedna z najwickszych tajemnic zycia, ktora nurtowata ludzko$¢ od zarania jest
wzrost 1 rozwoj organizmoéw oraz przekazywanie cech z pokolenia na pokolenia.
Impulsem do poszukiwania odpowiedzi na pytania dotyczace mechanizmow
zmienno$ci organizmoéw 1 dziedziczenia byta praca opublikowana w 1859 roku
przez Charlesa Darwina ,,O powstawaniu gatunkéw”, bedaca fundamentem teorii
ewolucji i genetyki. 10 lat p6zniej F. Miescher wyodrebnit z jader komorkowych
substancje, ktora ulegata wytracaniu w srodowisku kwasnym, nie rozpuszczata si¢
w chlorku sodu, ale byta rozpuszczona w wodorotlenku sodu i kwasnym fosforanie
sodu. Czysta nukleina tososia uzyskana przez Mieschera zawierata 22,5% P205.
Dzisiaj wiadomo, ze nukleina to jest wtasciwie DNA.

W tym samym czasie, a nawet wczesniej, w 1869, Gregor Mendel w Brnie na
podstawie wlasnych doswiadczen nad dziedziczeniem cech u grochu zwyczajnego
(Pisum sativum) sformutowat prawidtowosci nazywane Prawami Mendla. Ich
konsekwencja bylo wprowadzenie pojecia jednostek dziedziczenia, dla ktorych w

1909 roku zaproponowano termin ,,gen”.
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Jednym z przetomowych odkry¢ w historii DNA bylo stwierdzenie przez
Waltera Suttona, Theodora Boveriego i Thomasa Hunta Morgana, ze geny sa
fizycznie istniejacymi jednostkami utozonymi liniowo w $cisle okreslonych
miejscach na chromosomach oraz, Ze gen jest niepodzielng jednostka dziedziczenia
W procesie rekombinacji.

Nieco poézniej w 1929, Frederick Griffith pracujac z dwoma szczepami
Streptococcus pneumoniae: niewirulentnym R (ang. rough) i nie posiadajacym
otoczki polisacharydowej oraz chorobotwoérczym szczepem S (ang. smooth) z
otoczka, stwierdzit, ze wprowadzenie do organizmu myszy szczepu S powodowato
zapalenie ptuc i $mier¢ zwierzecia w ciggu kilku dni, podczas gdy myszy
infekowane szczepem R pozostawaly zdrowe. Oswald Avery w 1944 pokazal, ze
czynnikiem transformujacym Griffitha jest wlasnie DNA. W 1952 wykazano, ze
DNA stanowi rowniez material genetyczny fagéw. Po przylaczeniu si¢ czastki faga
do komorki bakteryjnej, wigkszo§¢ fagowego DNA zostaje wprowadzona do
komorki, potwierdzajac w ten sposob, ze wirusowy DNA moze by¢ czynnikiem
transformujgcym zaré6wno komorki bakteryjne jak i eukariotyczne. Dzisiaj
zjawisko transformacji przy pomocy wprowadzonego z zewngtrz materiatu
genetycznego stanowi podstawe wspotczesnej biologii molekularnej, inzynierii
genetycznej i biotechnologii.

W 1978 Walter Gilbert przedstawil interesujgce rozwazania, dlaczego geny
wystepuja w kawaltkach oraz dlaczego sa one faktycznie mozaika sekwencji
kodujacych (eksony) oraz niekodujacych (introny).

Odkrycie proceséw skladania genow (ang. splicing) przez Philipa Sharpa i
Richarda Robertsa, a takze alternatywnego sktadania oraz innych elementow
struktury 1 funkcji genu w latach 80. poprzedniego stulecia, pokazato
nieprzystawalno$¢ definicji genu. Obecnie genem nazywamy sekwencje
genomow3a kodujaca spdjny zestaw potencjalnie naktadajacych si¢ funkcjonalnych

produktow.
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Struktura DNA

Bardzo waznego odkrycia, istotnego rowniez dla budowy pierwszego modelu
struktury DNA, dokonatl w roku 1950 Erwin Chargaff. Zauwazyt on nastepujace
regularnosci sktadu DNA: a) suma zawarto$ci molowej puryn (adeniny i guaniny)
réowna si¢ analogicznej sumie dla pirymidyn (cytozyny i tyminy), b) stosunek
molowy adeniny do tyminy réwna si¢ 1, ¢) stosunek molarny guaniny do cytozyny
rowna si¢ 1, d) liczba grup 6 aminowych (adenina i cytozyna) jest rowna liczbie
grup ketonowych (guanina i tymina). Sa to zasady Chargaftf’a. Arthur Mirsky w
1943 roku zauwazyt, ze ilo$¢ puryn wydaje si¢ by¢ zawsze rowna ilosci pirymidyn
(czyli A+G=C+T lub (A+G)/(C+T)=1).

Pierwsze zastosowania dyfrakcji promieni X do badan DNA wykazato, ze ma
on uporzadkowang i powtarzalng strukture. Maurice Wilkins pracujacy w King’s
College w Londynie, badajac DNA w swietle spolaryzowanym zauwazyl, ze jego
wiokna zbudowane sg z dtugich, rownolegle utozonych czasteczek. W 1950 roku
uzyskatl pierwszy obraz rozpraszania promieni X na DNA. W styczniu 1951 do
tego zespohlu dotaczyta Rosalind Franklin, a w listopadzie tego roku wskazala na
mozliwos¢ struktury helikalnej DNA zbudowanej z dwoch Iub trzech nici z
resztami fosforanowymi na zewnatrz. W styczniu 1953 roku Franklin pokazata, ze
forma A-DNA moze zawiera¢ dwa, biegnace w przeciwnych kierunkach tancuchy.
W lutym tego samego roku, Watson i Crick zbudowali i zaproponowali znany do
dzisiaj model DNA (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Model helikalny struktury DNA zaproponowany przez Watsona i Cricka w 1953.

W Nature, z dnia 25 kwietnia 1953 roku, pojawily si¢ trzy publikacje
dotyczace struktury DNA: Watsona i Cricka, Wilkinsa, Stonesa i Wilsonsa oraz
Franklin i Goslinga. Wszystkie prace jak na obecne standardy byty krotkie i liczyty
okoto 1000 stow. Pozniejsza akceptacja modelu Watsona-Cricka byla
spowodowana trzema czynnikami: a) zgodno$cig z danymi biochemicznymi, b)
zgodnoscia z replikacja, czyli powieleniem materialu genetycznego podczas
podzialu komoérki oraz c) mozliwoscia powielania informacji genetycznej.
Niezaleznie od tego warto zapamigta¢ najwazniejsze przestanie z pracy Jamesa D.
Watsona i Francisa H.C. Cricka: ,,Nie uszto naszej uwadze, ze postulowane przez
nas specyficzne tworzenie par zasad niesie w sobie bezposrednie wskazowki, co do

mozliwego mechanizmu kopiowania si¢ materiatu genetycznego”. To stwierdzenie
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okazalo si¢ prorocze dla pdzniej odkrytych mechanizméw kodowania i odczytu
informacji genetycznej. Za odkrycie molekularnej struktury kwaséw nukleinowych
Francis Crick, James Watson i Maurice Wilkins otrzymali Nagrod¢ Nobla w 1962
roku. Rosalind Franklin zmarta cztery lata wczesnie;.

Struktura DNA zmienia si¢ w zaleznosci od warunkow zewnetrznych. W
roztworach soli o duzym stezeniu, DNA przyjmuje posta¢ lewoskregtnego
heliakalnego dupleksu (Z-DNA), ktora opisat Alexander Rich w 1979 roku (Ryc. 3).

20 parzasad DNA

A-DNA B-DNA Z-DNA

Ryc. 3. Struktury DNA: A, B, Z. R6znig si¢ one zawarto$cig wody (hydratacja).
Najbardziej uwodniona jest struktura B, najmniej struktura Z
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W latach 50-tych pokazano, ze RNA ma bardziej ztozong strukturg niz DNA.
W 1956 roku wuzyskano obraz dyfrakcyjny podwojnej helisy RNA dla
zhybrydyzowanych nici poli(A) i poli(U). Wykazano, ze RNA bierze udziat w
przenoszeniu informacji genetycznej z DNA do cytoplazmy i sterowaniu synteza
bialek. W 1960 roku eksperymentalnie potwierdzono mozliwo$¢ bezposrednich
oddzialywan RNA i DNA oraz reasocjacji rozdzielonych w wyniku termicznej
denaturacji komplementarnych nici DNA. Dwadziescia lat pdzniej okreslono
strukture hybrydy RNA-DNA. Obecnie hybrydyzacja kwasow nukleinowych jest
podstawa wielu nowoczesnych technik eksperymentalnych biologii molekularne;.
W 1967 Nina Grineva pokazata po raz pierwszy oddziatywania komplementarnych
sekwencji DNA i RNA, ktorych funkcjonalno$¢ in vitro wykazat Paul Zamecnik 10
lat poézniej, z wykorzystaniem syntetycznych oligonukleotydow (Ryc. 4).

Narzedzia terapeutyczne biologii molekularnej

DNA
Antysensowne oligonukleotydy s
Rybozym * Aptamery
SiIRNA Przeciwciata
mMIRNA mRNA ) Niskoczasteczkowe zwiazk

= =

A Inhibicja aktywnosci

@' J 3 biatek

Biatko

-

Ryc. 4. Mozliwosci wykorzystania narzedzi molekularnych (kwasy nukleinowe, mate
czasteczki inhibitorowe RNA) w medycynie molekularnej i biotechnologii

Wyciszanie genu

W roku 1960 roku Gerard Hurwitz, Samuel Weiss 1 Andrew Stevens
wykazali, ze RNA jest syntetyzowany na matrycy DNA (kopiowany) przez
polimeraze RNA wykorzystujaca trifosforany rybonukleozydéw i udowodnili w

ten sposob, ze DNA i RNA sg komplementarne. Rok pdzniej Francois Jacob i
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Jacques Monod scharakteryzowali informacyjny RNA (ang.: messenger RNA,

mRNA), ktéry zostat doswiadczalnie potwierdzony przez S. Brennera.

Centralny dogmat biologii molekularnej

W 1957 roku Francis Crick zaproponowat hipoteze czasteczki adaptorowej
posredniczacej w biosyntezie biatka na rybosomach i sformutowal tzw. centralny
dogmat biologii molekularnej. Wedlug tej hipotezy kwasy nukleinowe sg zrodtem
jednokierunkowego przeptywu informacji ostatecznie okreslajacej biatka, gdzie
DNA jest matrycag do syntezy RNA, a ten do biosyntezy biatka w procesie
translacji (Ryc. 5).

Transkrypcja
: > Translacja .
Polimeraza ® . Biatko

Odwrotna
transkrypcja (gRNA)
- Replikacja - Splicing - Strukturalne
- Transkrypcja - Edycja - Enzymatyczne

- Synteza biatka
- Kataliza (rybozymy)

NOSNIKI INFORMACJI GENETYCZNEJ

I 1
Podwéjna Odcinki jedno- i
helisa dwuniciowe

BIOKATALIZATORY

Struktura globularna,
réznorodnos¢ grup
funkcyjnych, centrum
aktywne

Ryc. 5. Centralny dogmat biologii molekularnej pokazujacy przepltyw informacji od
kwaséw nukleinowych do biatka. Pozniejsze odkrycie katalitycznych wiasciwosci
RNA pozwolito uzupehi¢ t¢ zasade i pokazaé, ze RNA jest rowniez no$nikiem
informacji genetyczne;j

Podstawowa zasada centralnego dogmatu pozostaje niezmienna do dzisiaj,

chociaz jest czesciowo zmodyfikowana (Ryc. 6).
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Ryc. 6. Centralny dogmat biologii molekularnej uzupetniony o informacje wyplywajace z
poznania genomu cztowieka, ze tylko 2% genow koduje bialka. Pozostala czesé¢
koduje tylko RNA

W 1956 roku okazato sig, ze materialem genetycznym wirusa mozaiki tytoniu

(ang. tomato mosaic virus, TMV) jest RNA. Nieco po6zniej odkryto odwrotng

transkrypcj¢, co nagrodzono Nagrodg Nobla dla Dawida Baltimore’a i Howarda

Temin’a w 1975 roku. Odkrycie procesu sktadania (ang. splicing) mRNA oraz

alternatywnego splicingu i innych szlakéw dojrzewania mRNA pokazato, ze

niemozliwe jest jednoznaczne przewidywanie sekwencji aminokwaséw w biatkach
na podstawie znajomos$ci tylko sekwencji DNA. Wielkim wydarzeniem bylo
odkrycie prionéw, a takze odkrycie molekularnych podstaw zjawisk
epigenetycznych (dziedziczenie epigenetyczne). Mozna powiedzie¢, ze 50 lat po

pierwszym sformutowaniu, centralny dogmat jest postrzegany jako jedna z

najwazniejszych i przelomowych idei biologii molekularne;j.

Sidney Brenner uzupehit zasad¢ biologii molekularnej o dalszy etap: biatko-

pieniadze, i w ten sposob powstata centralna zasada biotechnologii.
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Synteza DNA

Odkrycie w 1955 roku polimerazy DNA katalizujacej syntez¢ na matrycy
DNA byto przelomem w rozumienia replikacji, transkrypcji i naprawy DNA.
Przyczynito si¢ to miedzy innymi do opracowania techniki reakcji tancuchowej
polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) i metod sekwencjonowania
DNA, bez ktérych nie mozna sobie dzi§ wyobrazi¢ ani rozwoju biologii
molekularnej ani biotechnologii.

Za odkrycie i badania nad polimerazg DNA, Artur Kornberg wyrdzniony
zostal w 1959 roku Nagroda Nobla. (A. Kornberg jest jednym z siedmiu laureatow
Nagrody Nobla, ktorych dzieci takze otrzymaty to wyroznienie. W 2006 roku,
Roger Kornberg otrzymal Nagrode Nobla za badania molekularnych podstaw
transkrypcji u Eukaryota).

W nastepnych latach uzyskano czyste preparaty E. coli: DNA polimeraze II,
holoenzym DNA polimerazy III, DNA polimerazy IV i V. Enzym odkryty przez
Kornberga nazwano DNA polimerazg I. Poniewaz nie moze on inicjowac syntezy
fancucha de novo, zainteresowano si¢ inicjacja replikacji.

Mozliwo$¢ klonowania genéw i rewolucja w biologii byla mozliwa dzieki
wykorzystaniu enzymow odkrytych przez Kornberga. DNA polimeraza I oraz jej
analogi staly si¢ kluczowymi reagentami w technologii PCR oraz w
sekwencjonowaniu DNA.

Komplementarnos¢ zasad obu nici DNA zasugerowata mozliwy mechanizm
kopiowania materialu genetycznego. W 1958 roku potwierdzono, ze replikacja
zachodzi w sposob semikonserwatywny. W procesie tym kazda z nici DNA
stanowi matryce dla syntezy nici komplementarnej, w ktorej kolejnos¢
nukleotydow okre§lona jest przez sekwencje zasad nici macierzystej. Kazda
czasteczka potomna zawiera jedng ni¢ matrycy i jedng nowodobudowana.

Meselson i Stahl analizowali metoda wirowania w gradiencie gestosci fagowy
DNA znakowany 5 bromourydyng (5BU). Zauwazyli, ze znakowany ,,ci¢zki”
DNA sedymentowal w probowce szybciej, podczas gdy ,,lekki” DNA powinien

migrowaé¢ wolniej.
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Kod genetyczny

Sama struktura DNA, nie wyjasniala i nie wyjasnia sposobu kodowania
informacji i jej odczytywania. Rdzen fosfocukrowy ma charakter regularny i
niezmienny, niezaleznie od sekwencji zasad. Poniewaz w dlugiej czasteczce
mozliwe sa rézne kombinacje, wydawato si¢ prawdopodobne, ze to sekwencja
zasad stanowi kod niosgcy informacje genetyczng. W 1957 roku, F. Crick
zaproponowal hipoteze czasteczki adaptorowej, ktora tlumaczyla wlasciwosc
transferowych (rozpuszczalnych) RNA do tlumaczenia informacji genetycznej. W
1961, Nirenberg i Matthaei uzyli syntetycznego polinukleotydu sktadajacego si¢
wylacznie z nukleotydow urydynowych, do ktérego dodali mieszaniny wszystkich
aminokwasow i odpowiednich enzymow otrzymujac polipeptyd zlozony wytacznie
z fenyloalaniny. Podzniejsze do$wiadczenia z wykorzystaniem syntetycznych
trojnukleotydow otrzymanych przez G. Khorane pokazaly, ze fenyloalanina ma
swoj kod sktadajacy si¢ z 3 nukleotydow UUU. Severo Ochoa wykonat podobne
doswiadczenie otrzymujac polilizyng dla trojnukleotydowego AAA. Kod
genetyczny zawieral poczatkowo 64 trojnukleotydowe kodony okreslajace 20
podstawowych aminokwasow oraz 3 kodony "stop". Rozszyfrowywanie zasad
kodowania kolejnych trojek nukleotydéw doprowadzito w latach 1961-1965 do

petnego poznania kodu genetycznego przedstawionego w postaci tabeli (Tabela 2).
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W 1968 roku Marshall Nirenberg (synteza homopeptydow na matrycach),
Robert Holley (oznaczenie sekwencji nukleotydow tRNAAla z drozdzy) i Gobind
Khorana (synteza oligonukleotydéw) otrzymali Nagrode Nobla za rozpracowanie
kodu genetycznego i odkrycie jego roli w syntezie biatka na rybosomie (Ryc. 7).

.‘ie: }I"-I-I.p' r His

Phe
Asp . Ala
X Gly pp, Met

el e © Met Met -
¢ Cys ,\ ATP AMP + PPi GTP GDP + Pi
1 S, N )_‘ A A
e e
— Syntetaza Czynnik elongacyjny
/ metionylo-tRNA CAl
(MetRS) (NN

AUG

mRNA miejsce A

g . Met
Met - tRNA
g/- Rybosom

Ryc. 7. Aminoacylacja tRNA i jego rozpoznanie na rybosomie

Rybosomy, olbrzymie kompleksy biatkowo-nukleinowe syntezuja biatka we
wszystkich komorkach, wykorzystujac messenger (informacyjny) RNA jako
matryc¢ oraz aminoacylo-tRNA jako substraty.

Poznanie struktury przestrzennej rybosomu umozliwito potwierdzenie
wczesniejszych obserwacji H. Nollera, ze aktywno$¢ katalityczna rybosomu w
syntezie wigzania peptydowego zwiazana jest glownie z rybosomalng duza
podjednostka a w szczegdlnosci 23S rRNA. Wyniki badan strukturalnych oraz
kinetycznych pozwolily na poznanie mechanizmu funkcjonowania rybosomu,
ktory jest rybozymem. Badania te maja i dzi$ istotne znaczenie roéwniez dla
projektowania nowych antybiotykow. Ada Yonath, Tom Steitz i Venki
Ramakrishnan zostali nagrodzeni Nagroda Nobla w 2009 za rozwigzanie struktury

rybosomu.

Sekwencjonowanie kwasow nukleinowych

Pionierskie proby okreslanie sekwencji zasad w DNA natrafily na przeszkody

wynikajace z podobienstwa réznych czasteczek DNA 1 problemu z ich
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rozdzieleniem, jak réwniez braku enzyméw hydrolitycznych specyficznych dla
poszczegdlnych zasad. Mniej problemoéw przysporzylo sekwencjonowanie RNA.
Pierwszym kwasem nukleinowym, dla ktérego poznano sekwencj¢ nukleotydowa
w 1965 roku byl transferowy RNA specyficzny dla alaniny. Praca ta wykonana
przez Roberta Holley’a byta przykladem dobrego rozumienia kwasow
nukleinowych i enzymologii. Rybonukleaza T1 (swoista) dla reszt guanozyny
nowych oraz rybonukleaza A (swoista) dla pirymidyn, okazaly si¢ gldéwnymi
narzedziami dla sekwencjonowania RNA. Obecnie znanych jest ponad 500 struktur

pierwszorzedowych tRNA oznaczonych dla natywnej czasteczki (Ryc. 8).

Lupinus luteus tRNA ™

ADH
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C-G
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Ryc. 8. Struktura modelu liscia koniczyny (struktura drugorzedowa) tRNA swoistego dla
fenyloalaniny z tubinu Zzoéltego okreslona w zespole Macieja Wiewidrowskiego
(1978). W ramce struktura chemiczna zasady Y z tRNAPhe tubinu (1974). Byly to
pierwsze struktury kwaséw nukleinowych okreslone w Polsce
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W 1959 roku oczyszczono pierwsza czasteczke DNA z faga ®X174, a rok
p6zniej DNA faga lambda. Uzyskano cze$ciowa sekwencje kohezyjnych koncow
faga lambda. Jednak decydujacym etapem dla sekwencjonowania DNA byto
odkrycie enzymoéw. Metody oznaczenia sekwencji nie byly wystarczajaco
efektywne do czasu zaproponowania przetomowej metody ,,plus minus” przez
Fredericka Sangera, z ktorej] wywodza si¢ nowsze podejécia. Sanger wykorzystat
polimeraz¢ DNA, specyficzne startery i znakowane 32P nukleotydy w o$miu
reakcjach, gdzie synteze zatrzymano w sposob zalezny od sekwencji, poprzez
uzupehianie tylko jednego z czterech fosforanow deoksynukleozydow (reakcja
,»plus”) Iub trzech z czterech (reakcja ,,minus”). W pojedynczym eksperymencie
mozna byto okresli¢ sekwencje okoto 50 zasad. Metoda ta w 1977 roku okreslono
peina sekwencje DNA genomu faga ®X174. W tym samym roku Allan Maxam i
Walter Gilbert opisali chemiczng metod¢ sekwencjonowania. W pierwszej reakcji
modyfikowano puryny (reakcja A+G), w drugiej preferencyjnie adeniny (A>G), w
trzeciej pirymidyny (C+T) a w czwartej cytozyny (C). Modyfikowane DNA
poddawano chemicznej hydrolizie. Podobnie jak w metodzie "plus - minus"
sekwencja odczytywana byla z autoradiograméw zeli poliakryloamidowych, na
ktoérych rozdzielano produkty reakcji sekwencjonowania.

W tym samym roku, Sanger opracowal metod¢ ,dideoksy”, w ktorej
wykorzystat trifosforany 2°,3’-dideoksy nukleozydow (ddNTP) prowadzace do
zaleznej od sekwencji terminacji tancucha.

Kolejny przetom stanowito wprowadzenie automatyzacji sekwencjonowania z
wykorzystaniem znacznikow fluorescencyjnych. W latach 90-tych poznano
sekwencje genomow wielu wiruséw, organelli, mikroorganizméw i malych
organizmoéw wielokomoérkowych. Umozliwito to rozw6j nowych kierunkow badan
takich, jak transkryptomika, proteomika, interaktomika, metabolomika oraz
genomika nowotworéw. Powstata koncepcja komoérki jako zintegrowanego
systemu procesoréw informacyjnych (biologia syntetyczna).

Po trzech dekadach od momentu opracowania, metoda Sangera moze by¢
stosowana do odczytu sekwencji o dlugosci do okoto 1000 par zasad z
doktadnoscia 99,999% przy kosztach 0.5 dolara za 1 nukleotyd. Interesujacy jest

fakt, ze Frederick Sanger jest jedng z czterech osob nagrodzonych dwukrotnie



66 Jan Barciszewski, Wojciech T. Markiewicz

Nagroda Nobla. Po raz pierwszy otrzymat ja w 1958 roku za prace nad strukturg
biatek, a w szczegodlnosci insuliny. Drugi raz razem z Paulem Bergiem i Walterem
Gilbertem uzyskal ja w 1980 roku za wklad w okreslanie sekwencji kwasow
nukleinowych.

Pojawienie si¢ nowych technologii sekwencjonowania umozliwito obnizenie
kosztow i przyspieszenie procesu uzyskiwania danych. Tygodnik Nature nazwat je
»Metoda Roku 2007”. Istnieje wiele implementacji szybkiego cyklicznego
sekwencjonowania (ang. next generation sequencing), ktore zostaly w ostatnich
latach skomercjalizowane, takie jak sekwencjonowanie 454 (wykorzystane w
sekwenatorach genomowych 454, Roche Applied Science; Bazylea), technologia
Solexa (wykorzystana w analizatorze genomowym Illumina; San Diego), platforma
SOLiD (Applied Biosystems:Foster City, CA, USA), Polonator (Dover/Harvard),
technologia HeliScope Molecule Sequencer (Helicos; Cambridge, MA, USA) oraz
technologia sekwencjonowania trzeciej generacji oparta na sekwencjonowaniu
przez ligacje (Complete Genomics, Inc., Mountain View, CA USA).

Firma Complete Genomics wykorzystujaca technologi¢ nanomacierzy DNA,
ktore zawieraja 2,85 miliarda plam DNA (ang. DNA nanobols) ulozonych w

postaci gridow zamierza oznaczy¢ sekwencje 10000 ludzkich genoméow w 2010.

Manipulacje genetyczne

W latach 60-tych XX wieku Gobind Khorana opracowal pierwsza metode
chemicznej syntezy oligonukleotydow. Przelomowym momentem bylo
opracowanie metody chemicznej syntezy oligodeoksynukleotydéw na podtozu
statym z uzyciem amidofosforynow. Pierwszy gen uzyskany metodami
chemicznymi zostat zsyntetyzowany w laboratorium Khorany w 1972 roku.

Podstawy chemii kwasow nukleinowych stworzyt Lord (Alexander R.) Todd.
Opisal pierwsza synteza oligonukleotydu (TPT). Byt to pierwszy przyktad
zastosowania w syntezie oligonukleotydow metody fosforotrojestrowej. Podobnie
dokonano syntez wigzania internukleotydowego metodg fosforodiestrowa

i H-fosfonianowa.
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Wazne prace dotyczyly syntezy oligonukleotydow na statym podtozu. Byto to
tworcze rozwiniecie Letsingera analogicznych prac Merrifielda w obszarze chemii
peptydow. Istotnym uzupelieniem tej technologii, ktore utorowalo droge
opracowaniu pozniej automatycznych metod syntezy DNA i RNA byto
wykorzystanie pochodnych trojwigzalnego fosforu w reakcji syntezy wigzania
internukleotydowego rozpoczete w laboratorium Letsingera w latach 70-tych XX w.
(R.L. Letsinger, K.K. Ogilvie). Zastosowanie silikazelu jako stalego podloza do
syntezy oligonukleotydow oraz metody amidofosforynowe;j (S. L. Beaucage, M. H.
Caruthers) zawigzywania wigzania internukleotydowego pozwolito na rozwigzanie
problemoéw  stosowanych  wczesniej metod syntezy oligonukleotydow,
usprawnienie metod syntezy automatycznej i poprzez zwickszenie dostgpnosci
syntetycznych fragmentow DNA stworzylo podstawy burzliwego rozwoju
wspotczesnej biologii i medycyny molekularne;.

Dotychczas nie rozwigzano problemu zwigzanego 2z kontrolowang
fragmentacja dluzszych czasteczek. Specyficzne enzymy odkryto pod koniec lat
60-tych wraz z badaniami restrykcji 1 modyfikacji DNA zaleznej od gospodarza w
warunkach infekcji bakterii fagiem A. Okazato si¢, ze modyfikacja (metylacja)
bakteryjnego DNA w okreslonym szczepie moze chroni¢ przed infekcja fagiem, ze
wzgledu na szczegblny wzdér metylacji i swoiste enzymy restrykcyjne. Bylo to
kluczowe odkrycie dla rozwoju inzynierii genetycznej i de facto jej narodzin. W
1972 roku Paul Berg stworzyt pierwszy rekombinowany DNA, taczac dwa odcinki,
pochodzace z roéznych wirusow. Nieco pozniej Herbert Boyer i Stanley Cohen
stworzyli pierwszy plazmid in vitro, udowadniajac, Zze mozna otrzymaé
biologicznie funkcjonalne produkty poprzez reasocjacje fragmentéw uzyskanych
poprzez hydrolize¢ enzymami restrykcyjnymi wiekszych replikonow oraz, ze mozna

potaczy¢ dwa plazmidy réznego pochodzenia.

Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)

W 1970 roku opisano zmodyfikowang wersje DNA polimerazy [ z E. coli
pozbawiong aktywnosci 5°—3’ egzonukleazy, nazwanag poézniej ,fragmentem

Klenowa”. H. G. Khorana opisal sztuczng replikacje¢ DNA, z wykorzystaniem
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dwoch starterowych oligonukleotydow 1 matrycy, w ktorej synteza DNA
zachodzita w cyklicznej reakcji po dodaniu nowej porcji enzymu po kazdym cyklu.
W 1969 roku Thomas Brock wyizolowatl z gorgcych zrodel w Yellowstone nowy
gatunek bakterii - Thermus aquaticus, z ktorego sze$¢ lat pozniej wyizolowano
DNA polimerazg z T. aquaticus (Taq), enzym stabilny i aktywny w wysokich
temperaturach (ok. 80°C). Termostabilnos¢ Taq DNA polimerazy stata sig
podstawg do opracowania metody amplifikacji DNA w reakcji tancuchowej
polimerazy (PCR) podobnej do tej zaproponowanej przez Khorang. Tworca
metody PCR jest Kary Mullis, ktory wymyslit ja w 1983, a Nagrod¢ Nobla
otrzymal w 1993 roku.

Dostepnos¢ preparatow RNA jest czynnikiem limitujacym wszelkie badania
strukturalne 1 fizykochemiczne. Niezwykle wuzyteczna metode syntezy
enzymatycznej RNA in vitro opracowal O. Uhlenbeck. Metoda ta umozliwita
btyskawiczny postep w badaniach nad kwasami rybonukleinowymi, i jest obecnie

stosowana w kazdym laboratorium zajmujgcym si¢ badaniami RNA.

transkrypcja
m— __—-""
matryca DNA biblioteka RNA
(dsDNA) (ssRNA)
PCR ;
selekcja
katalitycznych

ss DNA RNA

\ pula czasteczek RNA

wzbogacona
synteza w okreslone rybozymy

cDNA \
klonowanie

i sekwencjonowanie
oraz analiza wlasciwosci
otrzymanych rybozymoéw

Ryc. 9. Schemat metody ewolucji (selekcji) in vitro
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Wprowadzenie metody selekcji kwaséw nukleinowych in vitro (SELEX)
opracowanej przez L. Golda, J. Szostaka i G.F. Joyce’a stala si¢ najlepszym
narzedziem do identyfikacji kwasow nukleinowych o pozadanych wlasciwosciach
(aptamery, katalityczne kwasy nukleinowe). Z wynikéw tych badan uzyskali§my
wskazowki o mozliwym scenariuszu ewolucji procesow zycia na Ziemi (Ryc. 9).

Obecnie metoda ta stwarza warunki do izolacji kwasow nukleinowych o

potencjalnym znaczeniu terapeutycznym.

Projekt poznania genomu czlowieka

Rozwdj technik klonowania i sekwencjonowania DNA, ktory dokonal si¢ w
poczatku lat 80. XX w. pozwalat zaktada¢, ze mozliwe bedzie okreslenie petnych
sekwencji genomoéw, w tym genomu cztowieka. Idea podjecia wysitkow w tym
kierunku narodzita si¢ w 1985 roku, podczas konferencji: ,,Czy mozna
zsekwencjonowa¢ genom czlowieka?” (na Uniwersytecie Kalifornijskim Santa
Cruz). Rozwazane byly m.in. problemy rozdzialu chromosomow, tworzenia
fizycznych map naktadajacych si¢ fragmentoéw, polimorfizmu oraz potrzeby
tworzenia zaawansowanych programoéw komputerowych i nowe technologie.
Koszty przedsigwzigcie oszacowano wowczas na okoto 3 miliardy dolarow dla
genomu cztowieka (1 dolara na zasadg). Uwazano, Ze jego realizacja potrwa 15 lat,
co w rezultacie okazato si¢ trafne. W roku 1990 Departament Energii USA (DOE) i
NIH zaprezentowaly Kongresowi 5-letni plan projektu poznania genomu
cztowieka. Rozpoczeta si¢ migdzynarodowa  wspolpraca w  zakresie
sekwencjonowania poszczegdlnych regionéw genomu (USA, Europa i Japonia).
Pod koniec lat 90-tych opublikowano pierwsza pelng sekwencj¢ ludzkiego
chromosomu 22. Prezydent Bill Clinton i premier Tony Blair, w obecnosci Craiga
Ventera i Francisa Collinsa, 25 czerwca 2000 roku w Waszyngtonie wspoélnie
oglosili uzyskanie wstepnej wersji sekwencji genomu cztowieka w ramach
projektu publiczno-prywatnego (NIH i Celera). Wyniki naukowe zostaty
opublikowane na poczatku roku 2001.



70 Jan Barciszewski, Wojciech T. Markiewicz

Kataliza RNA

RNA moze katalizowac reakcje biochemiczne, tworzy¢ ztozone struktury i
regulowaé procesy zachodzace w komorce. Liczba faktdow nowych obserwacji i
wynikow dotyczacych roli RNA w komorce ros$nie nieprzerwanie. W potowie lat
sze$cdziesigtych Alexander Rich, Carl Woese, Francis Crick i Leslie Orgel po raz
pierwszy zasugerowali, ze procz biatek, takze RNA moze przejawia¢ wlasciwosci
katalityczne. Aktywno$¢ katalityczng RNA odkryt Thomas Cech w roku 1980 przy
badaniu splicingu RNA oraz niezaleznie, Sidney Altman podczas badan nad
bakteryjng RNazg P. Katalityczne RNA  zostaly zaobserwowane w
samowycinajacych si¢ sekwencjach intronowych genow. W 1989 roku Thomas
Cech i Sidney Altman zostali uhonorowani Nagroda Nobla w dziedzinie chemii za

swoje odkrycie "katalizujacych wiasciwosci RNA" (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Katalityczne RNA
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Cech i Altman udowodnili, ze kwas rybonukleinowy (RNA) moze pehnié
funkcje katalityczne bez udzialu biatek. Tak, wiec czgsteczka RNA moze by¢
zaréwno nosnikiem informacji genetycznej, jak i pelni¢ rolg enzymu. W obecnym
$wiecie ozywionym niektore procesy w komorce sg oparte na katalizie RNA np.
translacja, dojrzewanie mRNA, synteza wigzania peptydowego na rybosomie i
inne, chociaz wigkszo$¢ reakcji biochemicznych prowadzona jest przez bialka.
Czasteczki RNA zdolne do katalizy (w odréznieniu od tych, ktore pelnig role
wytacznie jako no$nik informacji genetycznej) nazwano rybozymami. Termin
rybozym, potaczenie slow ryboza i enzym, po raz pierwszy zostal uzyty w
odniesieniu do tych czasteczek przez Thomasa Cecha w 1982. Odkrycia Cecha i
Altmana stanowily przetlom w wyjasnianiu wczesnej fazy ewolucji. Na ich
podstawie przyjeto hipotezeg, ze pierwsza faze ewolucji stanowil tzw. "§wiat RNA",
ztozony wylacznie z czasteczek RNA, bedacych zaré6wno materialem
genetycznym, jak i enzymami pozwalajacymi na replikacje i1 wykorzystanie
obecnych w mieszaninie (zupie) pierwotnych rybonukleotyddéw. Takie kopiowanie
czasteczek RNA, chociaz niedoskonale, stalo si¢ motorem ewolucji, poniewaz
prowadzito do selekcji czgsteczek o réznych wiasciwosciach replikujacych sig

coraz bardziej wydajnie.

Interferencja RNA

Interferencja RNA to stary ewolucyjnie i szeroko rozpowszechniony system
regulacji gendéw, pelnigcy role straznika genomu. Odkrycie zjawiska wyciszania
gendéw za pomocyg krotkich fragmentow dwuniciowego RNA datuje si¢ na rok
1990, kiedy to Richard Jorgensen podjat proby wyhodowanie takiej odmiany
petunii ogrodowej (Petunia hybryda), aby jej kwiaty mialy barwe ciemniejsza od
odmian pospolitej. Przeprowadzone doswiadczenie polegalo na wprowadzeniu do
komorek roslinnych dodatkowej kopii genu syntazy chalkonowej, odpowiedzialne;j
za syntez¢ barwnika. Otrzymano rosliny o kwiatach biatych lub posiadajacych
biale plamki. Okazato si¢, ze wprowadzenie dodatkowej kopii genu nie
spowodowalo podniesienia poziomu syntezy barwnika, a wrgcz przeciwnie,

zanotowano obnizenie si¢ poziomu mRNA, co spowodowalo wyciszenie genu
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(kosupresja). W 1998 roku, Andrew Z. Fire oraz Craig C. Mello opisali podstawy
molekularne mechanizmu, nazwanego interferencjag RNA. Wstrzykiwano robakowi
(Caenorhabditis elegans) czasteczki mRNA, kodujace jedno z biatek migsni,
jednak to nie spowodowato zmian w zachowaniu robakow. Jednakze wstrzykniecie
sekwencji zarowno sensownych jak i antysensownych spowodowato drgawki u
nicieni. Takie dwuniciowe fragmenty RNA moga wycisza¢ gen o sekwencji
identycznej z sekwencjg wprowadzonych czasteczek dwuniciowego RNA.

Odkrycie roli niekodujacych RNA w kontroli ekspresji genow oraz odkrycie
mechanizmu RNAi pozwolity na opracowanie nowych metod badawczych
przydatnych w analizie ekspresji genow. Funkcja niekodujacych RNA, w tym
szczegllnie (microRNA), jest tematem licznych badan dotyczacych podtoza
molekularnego chordb cztowieka. MicroRNA (miRNA) to krotkie odcinki RNA
zdolne do posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw, doktadniej ich wyciszania
poprzez oddziatywanie z matrycowym RNA (mRNA). Laczac si¢ z mRNA
powstrzymuja jego translacje oraz przyczyniajg si¢ do jego degradacji. Okazuje sie,
ze wlasnie ta forma regulacji moze by¢ kluczowa dla losu komorek, a zaburzenia
funkcjonowania pewnych miRNA w komoérce moga by¢é przyczyna jej
transformacji nowotworowe;.

Dojrzate miRNA s3 jednoniciowymi czasteczkami RNA o diugosci ok. 22
nukleotydow. Geny miRNA ulegaja transkrypcji katalizowanej przez polimerazy
RNA II lub III, tworzac w jadrze pri-miRNA o dlugosci kilka tysiecy nukleotydow,
zawierajace czapeczke (CAP) przy koncu 5° (mGpppG) oraz poliadenylacje przy
koncu 3’. pri-miRNA sa hydrolizowane przez enzym Drosha oraz biatka wiazace
dwuniciowe RNA Pasha (u cztowieka DGCRS) do pre-miRNA o dtugosci ok. 70
nukleotydow, ktére posiadaja wewnatrzczasteczkowe regiony komplementarnosci
o strukturze przypominajgcej spink¢ do wloséw. Sg one substratem dla enzymu
DICER hydrolizujacego dany RNA do krotkich odcinkow 18-24 nt (9).

Poprzez odkrycie zjawiska interferencji RNA (Nagroda Nobla dla A. Fire and
C. Mello w 2006) naukowcy uzyskali wygodne narzedzie dla badan w biologii
funkcjonalnej i komorkowej oraz co moze najwazniejsze, zablysneta nadzieja, ze

bedzie to uniwersalne narzedzie terapeutyczne (Ryc. 11).
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czasteczki docelowej
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Epigenetyka i projekt poznania epigenomu czlowieka

W XIX wieku dziedziczenie i rozwdj rozwazano tacznie, ale w pierwszej
polowie XX wieku, biologia rozwoju i genetyka stanowity juz odrebne dyscypliny.
Konrad Waddington zaproponowal ich ponowne potaczenie we wspdlnej
dyscyplinie, ktorag nazwat epigenetyka. Poczatkow epigenetyki mozemy upatrywac
w identyfikacji 5-metylocytozyny jako sktadnika DNA pratkow gruzlicy. W 1948
roku Hotchkiss zaobserwowatl odrgbna plamke na chromatogramach hydrolizatow
DNA grasicy cielecej, ktoéry nazwat ,,epicytozyna”. W 1987 roku Robin Holliday
zawezit rozumienie epigenetyki do sytuacji, w ktorych zmiany wzorca metylacji
DNA decyduja o aktywnosci ekspresji genow.

Postgp w badaniach epigenetycznych oraz nowe podejscia technologiczne
umozliwity analize wzoré6w metylacji DNA oraz modyfikacji histonow
zaangazowanych w  tworzenie struktury aktywnej chromatyny. Duze
zainteresowanie tg dziedzing doprowadzito do powstania w 2005 roku projektu
poznania epigenomu cztowieka (ang. human epigenome project, HEP). Jego celem
jest identyfikacja chemicznych zmian w chromatynie, ktore okreslaja
funkcjonalnos¢ DNA oraz pelniejsze zrozumienie rozwoju fizjologicznego,
starzenia, niekontrolowanej ekspresji gendw w nowotworach oraz innych
chorobach, a takze wplywu srodowiska na zdrowie cztowieka mimo braku zmian w
sekwencji DNA. Epigenetyke wykorzystuje si¢ do badania zmian dziedzicznych
funkcji genomu, ktére nie zaleza od zmian w sekwencji DNA. Rozwijane
technologie, takie jak okreslanie profilu metylacji w oparciu o wykorzystanie zeli,
macierzy, sekwencjonowania, a takze wodorosiarczynowy PCR, stwarzaja nadziej¢

na okreslenie wkrotce pierwszego metylomu.
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Panorama badan kwasow nukleinowych w Polsce

Warszawska szkola chemii i biochemii kwasow nukleinowych

W Warszawie badania zainicjowatl David Shugar w potowie ubiegltego wieku
pracami nad uszkodzeniami kwaséw nukleinowych przez promieniowanie
ultrafioletowe i promieniowanie gamma. Zespot badawczy D. Shugara w latach
50.-70. (K. L. Wierzchowski, D. Barszcz, 1. Pietrzykowska, E. Krajewska,
E. Stumpf-Kulikowska, Z. Tramer-Zarebska), byty jednym z wiodacych na swiecie
w tym obszarze. Tematyk¢ te poszerzono o charakterystyke mechanizmow
naprawy DNA u prokariota i eukariota (I. Pietrzykowska, C. Janion, J. Kusmierek,
E. Sledziewska—Géjska, E. Grzesiuk, B. Tudek, Z. Ciesla). Badania
termodynamicznej stabilno$ci dwuniciowych i syntetycznych polirybonukleotydow
(D. Shugar, W. Szer) potwierdzity model DNA Watsona-Cricka. Analizowano
przyczyny lokalnej niestabilnosci dwuniciowych struktur DNA: momenty
dipolowe (I. Kutakowska, K. L. Wierzchowski ), oddziatywania warstwowe zasad i
ich tautomeria (A. Psoda, D. Shugar), obliczenia kwantowo-mechaniczne
(B. Lesyng i M. Geller, J.S. Kwiatkowski, M. Nowak). Wykorzystano r6znicowa
mikrokalorymetri¢ do analizy zmian konformacyjnych RNA (W. Zielenkiewicz).

Zweryfikowano mechanizm powstawania promotorowego kompleksu
inicjacyjnego (K. L. Wierzchowski, T. Lozinski). Badano zwierzece i roslinne
enzymy nukleolityczne (H. Sierakowska, R. Kole, J. Szarkowski, A. Przykorska).
Analizowano proces biosyntezy biatka jedwabiu i biatek ptaszcza faga {2 i rola 16S
rRNA w tym procesie. Badano udziat konca 5 mRNA (cap) w rozpoznawaniu
rybosoméw (P. Szafranski, W. Zagorski, W. Filipowicz). Analizowano syntetyczne
analogi kwaséw nukleinowych jako inhibitory roéznych enzyméw (polimerazy
wiruséw, kinazy biatkowe) dla celow terapeutycznych (T. Kulikowski, M. Bretner,
W. Rode, Z. Kazmierczuk). Opracowano metody syntezy naturalnych i
hipermodyfikowanych komponentéw 1 analogow kwasow nukleinowych.
Analizowano ich wlasciwosci oraz wykorzystano w badaniach réznych etapow
biosyntezy biatka, dojrzewania mRNA, transportu wewnatrzkomérkowego RNA

oraz w biotechnologii i immunoterapii (E. Darzynkiewicz). Zaobserwowano
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zréznicowanie sekwencji nukleotydowych polskich izolatow wiroida PSTVd i
wirusa PVY oraz opisano genetyczng ekspresj¢ wirusa lisciozwoju ziemniaka
PLRV (W. Zagorski, D. Hulanicka). Okreslono (w ramach mig¢dzynarodowego
konsorcjum) fragmenty genomu drozdzy pantofelka i ziemniaka (W. Zagorski,
M. Zagulski, J.Rytka).

Poznanska szkola kwasow nukleinowych

Okoto roku 1962 Jerzy Pawetkiewicz podjat badania zwigzane z biosynteza
biatka. Pierwsze publikacje dotyczace enzymoéw aktywujacych aminokwasy
(syntetazy aminoacylo-tRNA) oraz na temat wyodrebniania 1 izolacji
poszczegdlnych rodzajow tRNA (wowczas okre§lanego jako sRNA) z tubinu,
pojawity sie w roku 1967 (A. B. Legocki). Tematyka ta byta uprawiana do lat 80.
poprzedniego wieku.

Od roku 1969 problematyke struktury kwaséw nukleinowych podjat
M. Wiewiorowski. Otrzymywano preparatywne ilosci natywnych tRNA w celu
okreslenia ich struktury (K. Szyfter, K. Jedrzejczak, J. Barciszewski, A. Rafalski,
H. Augustyniak). Te badania doprowadzily do okreslenia pierwszej w Polsce
struktury tRNA (Ryc. 7). W tym samym czasie J. Augustyniak okreslil sekwencje
nukleotydowa tRNAPhe z jgczmienia (Z. Janowicz, J. Wower, D. Labuda,
T. Haertle). Rownolegle prowadzono badania strukturalne natywnych oraz
syntetycznych modyfikowanych sktadnikow tRNA. W zespole
M. Wiewidrowskiego okreslono struktur¢ chemiczng zasady wybutozynz o
wlasciwosciach fluorescencyjnych (Ryc. 7).

Badania struktury 1 wlasciwosci syntetaz aminoacylo-tRNA  byly
kontynuowane w zespotach J. Pawetkiewicza (H. Jakubowski, S. Bartkowiak)
i M. Wiewidrowskiego (A. Joachimiak, J. Barciszewski).

Z biegiem lat problematyka kwasoéw nukleinowych obejmowata coraz to nowe
projekty badawcze zwigzane z poznawaniem nowych roslinnych sekwencji tRNA
(M. Barciszewska, U. Karwowska, H. Augustyniak), ich genéw, w tym
organelowych (Z. Szweykowska-Kulinska, A. Jarmotowski, H. Augustyniak,
P. Nuc,), chemiczng modyfikacja sktadnikéw kwasow nukleinowych

(K. Golankiewicz, W. J. Krzyzosiak, M. Jaskolski) oraz ich chemiczng synteza
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(R. W. Adamiak, W.Z. Antkowiak, B. Golankiewicz, J. Boryski, W. T.
Markiewicz, R. Kierzek). Duzym osiggnicciem w tamtym okresie byla synteza
chemiczna petli antykodonu tRNA zawierajacej modyfikowany nukleotyd.
Mechanizmy tworzenia modyfikowanych sktadnikow oraz uwarunkowania
strukturalne ich syntezy badali Z. Szweykowska-Kulinska, A. Jarmotowski, J.
Wrzesinski, H. Augustyniak.

W latach 80-tych dawni uczniowie i wspolpracownicy J. Pawetkiewicza,
M. Wiewidrowskiego, A. Legockiego i J. Augustyniaka utworzyli wlasne grupy
badawcze i pozostajac w tematyce kwaséw nukleinowych, przeniesli swoje
zainteresowania do nowych obszarow badawczych z perspektywami aplikacyjnymi
w Dbiotechnologii i medycynie molekularnej (Z. Szweykowska-Kulinska,
A. Jarmotowski, W. J. Krzyzosiak, P. Nuc, M. Figlerowicz, J. Barciszewski,
J. Ciesiotka).

Badania grupy chemikéw pracujacych wokot M. Wiewidrowskiego
doprowadzity do opracowania metod syntezy chemicznej kwasow nukleinowych
oraz ich pochodnych. W szczegélnosci powstat reagent znany na $wiecie jako
Odczynnik Markiewicza, ktory obecnie jest ztotym standardem w syntezie kwasow

nukleinowych.

Lodzka szkola chemii fosforu

Tworca szkoty chemii i stereochemii tiokwasow fosforu oraz ich zastosowan
badawczych i terapeutycznych jest Jan Michalski. Tworca t6dzkiej szkoly chemii
kwasoéw nukleinowych jest Wojciech J. Stec. Opracowano w niej stereoselektywne
metody syntezy tiofosforanowych pochodnych kwaséw nukleinowych, metody
syntezy modyfikowanych siarkg oligonukleotydow RNA i DNA oraz wykazano
ich wigkszej stabilno§¢ w warunkach komorkowych 1 zaproponowano ich
wykorzystanie do wyciszania genow (terapia antysensowa). Otrzymano na drodze
chemiczno-enzymatycznej szereg gendw biatek o znaczeniu terapeutycznym (TNF,
inhibitora aktywatora plazminogenu) tworzac zalazki biotechnologii w Polsce.
Opracowano metody stereospecyficznej syntezy oligonukleotydoéw, w
szczegblnosci ich tiofosforanowych analogéw - metode oksatiafosfolanowa

(W. J. Stec). Zaawansowane badania struktury i funkcji transferowych kwasow
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rybonukleinowych prowadzono na Politechnice L.odzkiej (synteza chemiczna wielu
modyfikowanych sktadnikow tRNA i fragmentow) (B. Bochwic, A. Malkiewicz,
E. Sochacka, B. Nawrot). Oryginalne badania w zakresie bio-nieorganicznych
koniugatéow kwaséw nukleinowych z klasterami boru prowadzone sg w Instytucie
Biologii Medycznej PAN (Z. J. Lesnikowski).

Gdanska szkola biologii molekularnej kwasow nukleinowych

Skupia si¢ glownie na genetyce i analizie bakteryjnego DNA. W. Szybalski i
K. Taylor pokazali po raz pierwszy, ze obie nici DNA moga zawiera¢ elementy
transkrypcyjne i obie nici DNA kodujg informacj¢ genetyczng. Opracowano
metody transformacji komorek ludzkich obcym DNA oraz system skutecznej
selekcji stabilnych transformantow.

Rozpoznano biologic molekularng faga lambda i1 regulacje jego cyklu
litycznego oraz lizogennego (W. Szybalski, A. Podhajska, K. Taylor, A. Taylor,
J. Kur, G. Wegrzyn). Opracowano nowe rzadko tnace enzymy (A. Podhajska,
W. Szybalski). Badano molekularny mechanizm inicjacji replikacji DNA
bakteriofaga lambda i dokonano jego rekonstrukcji in vitro z oczyszczonych
enzyméw reakcji replikacji DNA (M. Zylicz, K. Liberek). Odkryto mechanizm
inicjacji replikacji plazmidowego DNA w komoérkach bakterii (I. Konieczny) oraz
wykazano oddzialywania pomiedzy biatkami DnaA i DnaB (J. Marszatek).

W 1974 W. Szybalski zaproponowal interesujagca koncepcje biologii

syntetycznej, ktora dojrzata jako samodzielna dyscyplina na poczatku XXI wieku.

Wazniejsze polskie osiggniecia badawcze w obszarze kwasow
nukleinowych stanowigce istotny wktad w rozwdj dyscypliny

Polskie szkoly badawcze byly ptaszczyzna, na ktorej powstawaly nie tylko
koncepcje i nowe wyniki badawcze. Byly i sa miejscem ksztalcenia nowej rzeszy
biochemikéw oraz powstawanie nowych, picknych karier naukowych.

Ponizej wymieniamy najwazniejsze osiaggni¢cia badawcze poszczegodlnych

polskich badaczy wywodzacych si¢ z krajowych o$rodkéw naukowych.
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Nazwa dokonania

Autorzy

Warszawa

Wyznaczenie momentoéw dipolowych pirymidyn i ich
kwantowo-mechaniczna interpretacja. Charakterystyka roli
grup alkilowych w asocjacjach warstwowych.

K. L. Wierzchowski,
B. Lesyng,
M. Geller

Fotochemiczne podstawy mutagennego dzialania

K. Wierzchowski,

promieniowania UY na komérkowy DNA, .charakter.}./styka D. Shugar,

odwracalnych reakcji fotohydratacji i fotodimeryzacji

pirymidyn w elementach budowy kwaséw nukleinowych. | E- Sztumf-
Kulikowska

Synteza i wlasciwos$ci analogdéw polirybonukleotydow M. Fikus,

jako modelowych zwiazkéw do ustalania struktury i D. Shugar

funkcji naturalnych kwasow nukleinowych.

Mikrokalorymetria kwasow nukleinowych.

W. Zielenkiewicz

Synteza i wtasciwosci inhibitoréw kinaz biatkowych.

M. Bretner,

Z. Kazmierczuk

Synteza i wlasciwosci antywirusowych inhibitorow.

T. Kulikowski

Wykazanie kluczowej roli kréotkich sekwencji bogatych w
sekwencje AT, rozmieszczonych na koncach
nukleosomowego DNA dla wigzania si¢ do chromatyny
histonu H1 i jego zdolno$ci do hamowania transkrypcji
poprzez generowanie wyzszego rzedu struktur
chromatynowych.

A. Jerzmanowski

Stworzenie metod do przewidywania (modelowania)
trojwymiarowe;j (trzeciorzedowej) struktury RNA na
podstawie znajomosci sekwencji

J. M. Bujnicki

Odkrycie nowych typow struktury enzymow
restrykcyjnych oraz ich powigzan ewolucyjnych z
nukleazami zaangazowanymi w ,homing” intronéw oraz
petna klasyfikacja strukturalna i ewolucyjna wszystkich
endonukleaz restrykcyjnych typu II.

J. M. Bujnicki
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Stworzenie bazy danych szlakow modyfikacji RNA J. M. Bujnicki

Wykazanie stabilno$ci transkryptéw mitochondrialnych u | P. Stepien
cztowieka

Synteza matych niekodujacych jaderkowych RNA J. Kufel
(snoRNA) u drozdzy Saccaromyces cerevisiae.

Rola kompleksow biatkowych (egzosom, biatka J. Kufel
Nrd1/Nab3, polimerazy poliA Papl i Trf4, kompleks
TRAMP) w terminacji i dojrzewaniu snoRNA.

Mechanizm interferencji RNA. M. Nowotny

Metody izolacji RNA z zastosowaniem ekstrakcji P. Chomczynski
mieszaning fenol-chloroform z tiocyjankiem guanidyny.

Fluorometryczne mikrooznaczanie DNA. J. Kapuscinski,

B. Skoczylas

Odkrycie mechanizmu splicingu: tworzenia wigzania 2°-5” | M. Konarska,

podczas wycinania intronu tRNA. W. Filipowicz
Stworzenie podstaw genetyki mitochondriow. P. Stonimski
Opracowanie mezoskopowego modelu dynamiki DNA. B. Lesyng

Odkrycie zmiennej czgstosci mutacji w nici prowadzacej i | . Fijatkowska
W nici opdznione;.

Struktura i aktywno$¢ nukleolityczna egzosomu. A. Dziembowski
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Synteza naturalnych i modyfikowanych komponentow
kwasow nukleinowych (analogow konca 5° mRNA, ang.
/cap/) oraz ich zastosowanie w badaniach nad
molekularnymi mechanizmami biosyntezy biatka,
sktadania (splicingu) pre-mRNA, transportu
wewnatrzkomorkowego RNA, stabilnosci mRNA,
biosyntezy /cap/, jak rowniez w biotechnologii i
immunoterapii.

E. Darzynkiewicz,
J. Stepinski,
R. Stolarski,

M. Jankowska-
Anyszka,

A. Niedzwiecka,
J. Jemielity,

E. Bojarska,

J. Zuberek,

M. Lukaszewicz,
J. Kowalska

Stworzenie podstaw genomiki w Polsce i uczestnictwo w
poznaniu genomu drozdzy i pantofelka .

M. Zagulski,
S. Ulaszewski,
W. Zagorski

Sekwencjonowanie genomu ziemniaka.

W. Zagorski

Badanie struktury kwasow nukleinowych za pomoca
specyficznych nukleaz.

A. Przykorska,

J. Szarkowski

Badanie mechanizmu biosyntezy biatka.

W. Zagorski,
P. Szafranski

Rola modyfikowanych nukleozydow w kwasach C. Janion
nukleinowych.

Struktura RNA 1 ich genow. E. Bartnik
Metylacja DNA. J. Fronk
Sekwencjonowanie genomu ogorka. S. Malepszy

Whasciwosci nie kodujacych RNA indukowanych stresem
u A. thaliana.

S. Swiezewski
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Identyfikacja Mafl, generalnego i jedynego znanego u
drozdzy represora polimerazy III RNA. Mafl ma wplyw
na regulacj¢ transkrypcji towarzyszaca zmianom
metabolicznym, translacje i synteze ergosterolu. Ma
zdolno$¢ migracji migdzy jadrem a cytoplazma.

M. Boguta

Brak naprawy uszkodzen DNA powstajacych wskutek
dzialania reaktywnych form tlenu (8-oksyguanina), a takze
wskutek modyfikacji DNA produktami peroksydacji
lipidow (1,N°-etenoadenina), moze byé zwigzany z
rozwojem nowotworow.

B. Tudek

Gliwice

Wykazanie w DNA grasicy cielgcej i watroby szczura
trzech komponentéw (frakcji) o r6znej drugorzedowe;j
strukturze. Dwie z nich maja skrajne wlasciwosci: Wolno
renaturujaca frakcja odpowiadajaca fragmentom czasteczki
DNA o unikalnych (niepowtarzajacych) sekwencjach
nukleotydowych oraz frakcja renaturujgca szybko,
odpowiada sekwencjom powtarzajacym o réznym skltadzie
i rytmie powtorzen.

S. Szala,
M. Chorazy

Sekwencjonowanie genomu bakteriofaga P1.

M. B. Lobocka,
M. Rusin,
A. Samojedny

Stwierdzenie, Ze zanieczyszczenia powietrza na Gornym
Slasku w poréwnaniu do Podlasia wplywaja na
podwyzszenie adduktow DNA, gtownie policyklicznych
weglowodorow u mieszkancow tego regionu.
Zaobserwowano znaczgco wigksza ilos¢ strukturalnych
uszkodzen chromosomow metafazowych.

M. Chorazy,
G. Motykiewicz,
E. Grzybowska,
J. Michalska

Wroctaw

Sekwencjonowanie genow bakteryjnych rRNA.

J. Zakrzewska-
Czerwinska

Nosniki dla interferencyjnych RNA

A. Nasulewicz-
Goldeman
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Wiasciwosci kwasdéw nukleinowych.

W. Siemion

Oddziatywanie kwasow nukleinowych z jonami metali.

M. Jezowska-
Bojczuk,

H. Koztowski

Oddzialywanie RNA z enzymami metabolizmu
komoérkowego.

T. Baranowski

Opole

Badania wlasciwosci RNA. T. Janas,
T. Janas

Krakow

Modele budowy DNA. F. Gorski

Lod?

Identyfikacja RNA w chromatynie. H. Panusz

Opracowanie metod syntezy hipermodyfikowanych
fragmentow tRNA i ich wykorzystanie do oceny
molekularnego mechanizmu dekodowania informacji
genetycznej na rybosomie.

A. Malkiewicz,
E. Sochacka

Analiza strukturalnych uwarunkowan odwrotnej
transkrypcji HIV z udziatem tRNA™* jako inicjatora
reakcji.

A. Malkiewicz

Stereokonwergencyjna i stereospecyficzna metoda syntezy

metanofosfonianowych analogow DNA.

L. Wozniak,
W. J. Stec

Opracowano nowe niekonwencjonalne metody aktywacji

P(IIT) amidow jako odczynnikow fosfitylujacych i nowe

odczynniki fosfitylujace zawierajace grupe aryloksy oraz

ambidentne odczynniki zawierajace grupg amidowa i
aryloksy.

J. Michalski,
W. Dabkowski
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Synteza modyfikowanych nukleozydow, B. Nawrot
oligonukleotydow RNA oraz P-modyfikowanych

analogow DNA.

Modulacja wlasnosci inhibitorowych dupleksow siRNA B. Nawrot

poprzez ukierunkowane modyfikacje, zwickszajace ich
termodynamiczng asymetrycznos$c¢.

Synteza i wtasciwosci oligonukleotydow.

M. Koziotkiewicz

Stereospecyficzna metoda zawigzywania wigzan
internukleotydowych umozliwiajaca synteze P-chiralnych,
P-taktycznych analogow oligonukleotydow o
zdefiniowanej chiralno$ci centrow fosforowych wigzan
internukleotydowych.

W. J. Stec,
A. Grajkowski,
A. Okruszek

Opracowanie metod syntezy pochodnych
oligonukleotydow modyfikowanych klasterami boru oraz
badania ich wlasciwosci i zastosowania.

Z. Le$nikowski

Opracowanie koncepcji i sterosepecyficznej metody

Z. Lesniowski,

syntezy P-chiralnych, P-taktycznych analogéw W. J. Stec
oligonukleotydéw metoda transestryfikacji.

Stwierdzenie, ze Z-DNA in vitro tworzy sie w obrebie A. Jaworski
sekwencji naprzemiennie purynowo/pirymidynowe;j

powodujac mutagenno$¢ tych struktur.

Struktury przestrzenne odmienne od B-DNA, tworzone w | A. Jaworski

obszarach okreslonych, naturalnych sekwencji
organizmdéw zywych spehiaja funkcje
wewnatrzkomorkowych mutagenow, ale nie sg
mutagenami, per Se

Badania molekularnych mechanizméw niestabilnosci
ludzkich trojnukleotydowych sekwencji powtorzonych
(TRS), jako przyczyna niektérych patologii jak dystrofia
miotoniczna, plagsawica Huntingtona, ataksje mézdzkowo-
rdzeniowe, zespot tamliwego chromosomu X czy ataksja
Friedreich’a.

P. Parniewski

Identyfikacja zaleznosci pomigdzy drugorzgdowymi
strukturami DNA, systemem naprawy SOS, topologia

P. Parniewski,
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DNA a stabilnoscig traktéw ludzkich powtarzajacych si¢ P. Staczek
trojnukleotydowych sekwencji.
Wykazanie obecnosci niekodujacych RNA w chromatynie. | H. Panusz
Bydgoszcz
Badania oksydacyjnych uszkodzen DNA w patologii R. Olifiski
chorob cztowieka
Poziom 8-oksyguaniny w DNA w komorce reguluja B. Tudek,
specyficzne fosfohydrolazy, ktore usuwaja utlenione J. Kuémierek
trifosforany nukleotydow z puli nukleotydow R. Olifiski

. Olinski

komoérkowych

Torun

Struktura elektronowa sktadnikéw kwaséw nukleinowych.

J. S. Kwiatkowski

Gdansk

Wyjasnienie molekularnego mechanizmu inicjacji
replikacji DNA bakteriofaga lambda i rekonstrukcja in
vitro z oczyszczonych enzymédw reakcji replikacji DNA
bakteriofaga lambda.

M. Zylicz,
K. Liberek

Odkrycie mechanizmoéw inicjacji replikacji plazmidowego
DNA w komoérkach bakterii.

I. Konieczny

Transformacja komorek ludzkich obcym DNA oraz system
skutecznej selekcji stabilnych transformantow.

W Szybalski

Badania faga lambda i regulacja cyklu litycznego oraz
lizogennego.

W. Szybalski,
A. Podhajska,
K. Taylor,

J. Kur,

G. Wegrzyn

Oddziatywanie tRNA w regulacji replikacji plazmidow.

G. Wegrzyn
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Wprowadzenie enzymow restrykcyjnych rzadko tnacych
wraz ze strategig pigty Achillesa do klonowania bardzo
duzych fragmentow DNA.

W. Szybalski

Propozycja koncepcji biologii syntetycznej w 1974.

W. Szybalski

Pokazanie, ze obie nici DNA mogg zawieraé¢ elementy
transkrypcyjne (obie moga by¢ ni¢mi kodujacymi).

K. Taylor,
W. Szybalski

Wykazanie oddziatywan pomiedzy biatkami DnaA i DnaB
kluczowe dla tworzenia kompleksu helikazy podczas
inicjacji replikacji DNA E. coli.

J. Marszatek

Modyfikowane nukleotydy w RNA (oligorybonukleotydy,
tRNA™™ E. coli) w przeciwienstwie do
niemodyfikowanego tRNA sg rozpoznawane specyficznie i
z duzym powinowactwem (uM) przez kroétkie peptydy.

P. Mucha

Lublin

Mechanizm biosyntezy biatka u Eukaryota

E. Gasior,
N. Grankowski,
M. Tchorzewski,

T. Jakubowicz

Genetyka bakterii wigzacych azot.

Z. Lorkiewicz,

A. Skorupska

Zmiany metylacji DNA w patologii.

W. Baranowski

Poznan

Struktura, wlasciwosci i wewnatrzkomorkowy transport
matoczgsteczkowych jadrowych RNA (snRNA).

A. Jarmotowski

Regulacja alternatywnego sktadania (splicing) RNA u
ro$lin.

A. Jarmotowski

Biogeneza microRNA u roslin.

Z. Szweykowska-
Kulinska
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Biosynteza modyfikowanych nukleozydow
(pseudourydyna, 5-metylocytozyna) w tRNA.

Z. Szweykowska-
Kulinska

Klonowanie i struktura pierwszorzgdowa genow tRNA.

Z. Szweykowska-
Kulinska

Organizacja i struktura mitochondrialnych genéw
rybosomalnych RNA i tRNA.

H. Augustyniak

Izolacja, wlasnosci i struktura pierwszorzgdowa tRNA z
tubinu zo6ttego.

H. Augustyniak

Wykazanie r6znych miejsc promotorowych dla polimerazy
RNA transkrybujacej gen tRNAY* w chloroplastach
kukurydzy.

A. Gozdzicka-
Jozefiak

Struktura i ekspresja genu (/GF 1) w zaburzeniach
wzrastania u dzieci i w raku szyjki macicy.

A. Gozdzicka-
Jozefiak

Struktura RNA i ich genow z ro$lin.

P. Nuc,
J. Pawelkiewicz,

W. Kedzierski

Rola metylacji DNA w patogenezie.

P.P. Jagodzinski

Izolacja i charakterystyka pierwszych w Polsce czasteczek
syntetaz aminoacylo-tRNA i tRNA z roslin.

A. Legocki

Okreslenie sekwencje pierwszorzedowych roslinnych
tRNA i

5S rRNA.

M. Z. Barciszewska

Izolacja, struktura i supresorowe wlasciwosci tRNA.

M. Z. Barciszewska,
A. B. Legocki

Identyfikacja cytokinin (zeatyny) w specyficznym
tRNAS.

M. Z. Barciszewska

Identyfikacja kinetyny w DNA i mechanizm jej syntezy.

J. Barciszewski
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Zastosowanie analizy ilosciowej 5-metylocytozyny w M. Z. Barciszewska
DNA jako metody diagnozy guzoéw mozgu i innych
Nnowotworow.

Wykorzystanie wysokiego ci$nienia do badan struktury i M. Giel-Pietraszuk, J.
funkcji kwasoéw nukleinowych. Barciszewski

Wykorzystanie interferencji DNA (DNA). E. Wyszko,

J. Barciszewski

Zastosowanie rybozymdéw olowiowych (ang. leadzyme) M.Z. Barciszewska,
jako sond strukturalnych w badaniach RNA i czynnikow

. ; , E. Wyszko,
regulujacych ekspresje genow.
M. Szymanski,

J. Barciszewski

Opracowanie pierwszych specjalistycznych baz struktur M. Szymanski,

pierwszorzedowych dla biologii molekularnej (tRNA, 5S A J. Rafalski

rRNA, niekodujace RNA, syntetazy-aminoacylo-tRNA). o ’
A. Joachimiak,

J. Barciszewski

Poznanie mechanizmu rekombinacji RNA, z udziatem M. Figlerowicz
wirusowej polimerazy RNA.

Wyjasnienie roli sekwencji nukleotydowej w stabilizacjii | M. Olejniczak
selektywnos$ci oddzialywan transferowych RNA z
rybosomom.

Zastosowanie antysensowych oligomerow typu morfolino | K. Sobczak
do blokowania oddzialywania RNA z biatkami in vivo.

Opracowanie metody wykrywania i analizy polimorfizmu | P. Koztowski
liczby kopii i duzych mutacji w genomie.

Opracowanie metody wykrywania mutacji w genach W. J. Krzyzosiak
zwigzanych z chorobami cztowieka i wykrycie mutacji w
genach raka piersi w populacji polskie;.
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Odkrycie struktur RNA tworzacych krotkie sekwencje
powtarzajace si¢ i propozycja ich roli w patogenezie
niektorych dziedzicznych choréb neurologicznych.

W. J. Krzyzosiak

Opracowanie opartego o interferencje RNA
terapeutycznego RNA do terapii guzow mozgu.

J. Barciszewski

Pierwsza synteza genu insuliny

A. Kraszewski

Synteza genu polskiej insuliny.

M. Wiewidrowski, A.
Kraszewski,

J. Stawinski,
M. Nagig¢,
P. Weglenski

Krystalizacja kwaséw rybonukleinowych.

W. Sypniewski,
D. Adamiak

Opracowanie metody mapowania genetycznego i losowe;j
amplifikacji polimorficznych fragmentow DNA z
zastosowaniem markerow RAPD (ang. Random
Amplification of Polymorphic DNA).

A. J. Rafalski

Opracowanie nowego podejscia do badan funkcji mézgu A Jasinska
poprzez analize¢ mechanizméw genetycznych regulujacych

ekspresj¢ gendw wykorzystujaca markery ekspresyjne

krwi

Odkrycie korelacji miedzy specyficzna ekspresja czgsci A. Jasinska

transkryptomu moézgu i ekspresja gendw w krwi
obwodowej, jako waznego dla tworzenia markeréw
biochemicznych do diagnostyki i terapii chorob
neurologicznych i psychicznych

Poliaminooligonukleotydy: synteza, struktura, wtasciwosci
i biblioteki kombinatoryczne.

W. T. Markiewicz

Synteza i wtasciwosci oligonukleotydow (DNA, RNA)
zawierajgcych modyfikowane nukleozydy.

W. T. Markiewicz

Nowe grupy ochronne w syntezie oligorybonukleotyddw.

W. T. Markiewicz




90 Jan Barciszewski, Wojciech T. Markiewicz

Odczynnik Markiewicza: 1,3-dichloro-1,1,3,3-
tetraizopropylodisiloksan

W. T. Markiewicz

Wyjasnienie mechanizmu chemicznej transglikozylacji J. Boryski
nukleozydow i jej zastosowanie w syntezie biologicznie
aktywnych analogdéw nukleozydowych.
Identyfikacja i analiza aduktow DNA z aldehydami D. Pluskota-
dmetabolicznymi. Karwatka,
H. Koroniak
Termodynamika kwasow nukleinowych. R. Kierzek
Chemiczna synteza fragmentow kwasow R.W. Adamiak,
rybonukleinowych (tRNA) zawierajacych modyfikowane E. Biata
nukleotydy (t°A). ' ’
K. Grzeskowiak,
J. Boryski,
W. T. Markiewicz,
R. Kierzek

Chemiczna synteza nukleozydu Y.

B. Golankiewicz,
J. Boryski,
W. Folkman

Rozwigzanie struktury lewoskretnej helisy RNA.

R. W. Adamiak

Metoda H-fosfonianowa syntezy oligonukleotydow na
fazie stalej

J. Stawinski

Identyfikacja kinetyny w DNA i mechanizm jej syntezy.

J. Barciszewski

Okreslenie genu 5S rRNA.

A. Rafalski

Opracowanie nowej metody badan strukturalnych RNA
wykorzystujacej reakcje hydrolizy jonami otowiu.

J. Ciesiolka,
W.J. Krzyzosiak
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Poznanie czynnikéw petnigcych istotng rolg w
mechanizmie dziatania rybozymu HDV oraz w jego
praktycznych zastosowaniach.

J. Ciesiotka

Struktura domeny RNA sarcyny rybosomu podczas
biosyntezy biatka.

T. Twardowski

Badania wlasciwosci termodynamicznych i przewidywanie
struktury drugorzedowej kwaséw nukleinowych oraz
modulacje procesow biologicznych za pomoca
modyfikowanych oligonukleotydow.

R. Kierzek

Klonowanie i wtasciwosci substratowe syntaz
pseudourydynowych.

J. Wrzesinski

Synteza oligonukleotydow zawierajacych modyfikowane
sktadniki.

K. Golankiewicz,

A. Jankowski

Fotochemia pirymidyn.

H. Koroniak,

B. Skalski,

L. Celewicz,

L. Strekowski,
K. Golankiewicz,
S. Paszyc,

B. Marciniak

Analiza modyfikacji DNA w nowotworach.

K. Szyfter




92

Jan Barciszewski, Wojciech T. Markiewicz




