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Czy zycie moze by¢ oparte na arsenie?
Bledy w badaniach nad bakteriami GFAJ-1

Wprowadzenie

Rozwdj szeroko rozumianej dziatalnosci informacyjnej umozliwit po-
wstanie zupetnie nowego wymiaru komunikacji naukowej. Publikacje
ukazujace si¢ na famach niezliczonych czasopism naukowych coraz cze-
sciej sg indeksowane w specjalistycznych bazach pozwalajacych na ich
wyszukiwanie przy uzyciu stow kluczowych, zapoznawanie si¢ ze stresz-
czeniami, a nawet pelnymi wersjami tekstowymi. Stymuluje to kolejne
badania w danym zakresie, jednoczes$nie pozwalajac na szybka konfirma-
cje wynikow uzyskanych przez innych autoréw. Dzigki temu rozwoj nauki
jest procesem niezwykle dynamicznym, a zastosowana metodyka i uzy-
skane wyniki sg szybko sprawdzane, co prowadzi do dyskredytacji prac
opisujacych zafatszowane, btednie przeprowadzone lub Zle zinterpretowa-
ne badania.

Nauka zna wiele sytuacji, w ktorych sensacyjne rezultaty badan okaza-
ly si¢ wynikiem bledéw metodologicznych. Przypadki te nie powinny by¢
jednak zapominane, moga bowiem by¢ zrodltem niezwykle cennej wiedzy.
Ich analiza powinna uczy¢ zdrowego krytycyzmu wobec wtasnych rezul-
tatow badan oraz dbalosci o rzetelno$¢ i doktadnos¢ stosowanej metodyki,
a takze ostrozno$ci w formutowaniu zbyt daleko idacych wnioskow.
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Spektakularnego przyktadu popetionych bledéw metodologicznych
dostarcza praca opublikowana w 2011 roku na tamach amerykanskiego
Science, czasopisma nalezacego do grona najbardziej prestizowych
w $wiecie nauki. Jej autorzy dowodzili istnienia nieznanego do tej pory
szczepu bakterii, wyizolowanego z osadow dennych jeziora Mono (USA,
Kalifornia), ktory nie tylko byt w stanie wzrasta¢ na pozywce bogatej
w zwiazki arsenu, ale réwniez inkorporowat 6w pierwiastek w sktad cza-
steczek biologicznie czynnych, w tym kwasu deoksyrybonukleinowego
(DNA).

Jezioro Mono jako obiekt badawczy

Jezioro Mono znajduje si¢ we wschodnio-centralnej czesci Kalifornii,
na wschod od pasma gorskiego Sierra Nevada, pomiedzy Parkiem Naro-
dowym Yosemite a granicg stanu Nevada. Uwazane jest za najprawdopo-
dobniej najstarszy naturalny zbiornik w Ameryce Potnocnej, powstaty
przynajmniej 760 tys. lat temu. Od lat przyciaga rzesze naukowcow ze
wzgledu na specyficzne i trudne dla rozwoju zycia biologicznego warunki
fizyko-chemiczne, ktére panujg w jego wodach. Charakteryzuja si¢ one
alkalicznym pH, wysokim zasoleniem, a takze wysokim st¢zeniem zwigz-
kow siarki 1 arsenu. W konsekwencji bior6znorodno$é gatunkowa jeziora
Mono jest bardzo ograniczona, a tancuchy pokarmowe tu wystgpujace sg
uproszczone — opierajg si¢ jedynie na planktonie roslinnym, endemicznym
gatunku solowca (Artemia monica) i larwy muchdwki (Ephydra hians).
Brak ryb powoduje masowy rozwdj tych dwdch ostatnich gatunkdéw, jed-
noczesnie stwarzajac optymalne warunki pokarmowe dla rozwoju i byto-
wania ptactwa, dla ktérego jezioro Mono stanowi istotng w skali $§wiata
ostoje [Rzymski i in., 2012].

Naturalnie wyst¢pujaca wysoka zawarto$¢ arsenu w wodach 1 osadach
dennych jeziora Mono byla gtowna inspiracja dla kierowanych przez
dr Felise Wolfe-Simon (NASA Astrobiology Institute, USA) badan na-
ukowych nad adaptacja mikroorganizméw do tak wymagajacych i nieko-
rzystnych do rozwoju warunkéw srodowiskowych oraz mechanizmami
ich tolerancji. Arsen jest pierwiastkiem nalezacym do pdtmetali i cho¢
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wystepuje naturalnie w skorupie ziemskiej, nie pelni w organizmach zy-
wych (dotychczas poznanych) zadnych funkcji metabolicznych, jednocze-
$nie bedac silnie dla nich toksyczny w stosunkowo niskich stezeniach
[Manahan, 2006].

Hipoteza Wolfe-Simon. Czy inkorporacja arsenu
w czasteczkach DNA jest mozliwa?

Wolfe-Simon swoje zainteresowania naukowe skoncentrowata na mi-
krobiologii i poszukiwaniu nowych szlakow metabolicznych. W 2009
roku na tamach International Journal of Astrobiology w przegladowej
publikacji zatytutowanej ,,Did Nature Also Choose Arsenic?” postulowa-
la, ze przynajmniej teoretycznie mozliwe jest, aby arsenian (AsOi') byt
w stanie zastapi¢ fosforan (PO}) w bioczasteczkach' [Wolfe-Simon i in.,
2009].

W 2010 roku internetowy serwis popularnonaukowy edytowany przez
NASA (www.astrobio.net) zamiescit artykut donoszacy o rozpoczgciu
projektu badawczego kierowanego przez zespdt Wolfe-Simon i opieraja-
cego si¢ na analizie mikrobiologicznej osadu dennego pobranego z jeziora
Mono. Wspomina on juz do$¢ odwaznie, ze badania te moga okazac si¢
przetomowe w dziejach nauki i doprowadza do przynajmniej czgsciowego
potwierdzenia hipotezy o istnieniu tzw. ,,biosfery cieni” (shadow biosphe-
re). Wedle tej hipotezy, postawionej w 2005 roku przez astrobiologdéw
Carol Cleland i Shelley Copley, niewykluczone jest istnienie alternatyw-
nego mikrobiologicznego srodowiska zycia (biosfery), wyksztatconego na
drodze réwnoleglych $ciezek ewolucji, w ktorym procesy i molekuty bio-
chemiczne radykalnie rdéznig si¢ od obecnie znanych [Cleland, Copley,
2005; Cleland, 2009]. Wolfe-Simon nalezata do grupy zwolennikéw hipo-
tezy ,.biosfery cieni” i data temu wyraz w swoich wczesniejszych publika-
cjach naukowych [Davies i in., 2009; Oremland i in., 2009].

! Terminem tym okresla si¢ czasteczki takie jak biatka, kwasy nukleinowe, lipidy, we-
glowodany produkowane przez komorki zywych organizmow.
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Artykul Wolfe-Simon i in. pod odwaznym tytulem ,,A Bacterium That
Can Grow by Using Arsenic Instead of Phosphorus™ ukazat si¢ na tamach
Science pod koniec grudnia 2010 roku w wersji elektronicznej, drukiem
natomiast dopiero w czerwcu 2011 roku. Autorzy informowali w nim, ze
udato im si¢ wyizolowaé nieznany dotychczas szczep bakterii na podsta-
wie sekwencji 16S rRNA?, zaliczony do rodziny Halomonadaceae, skrd-
towo nazwany GFAJ-1°. Wedlug nich szczep ten zdolny byt do wzrostu
na pozywce pozbawionej fosforu, a o wysokim stezeniu arsenu (40 mM).
Komorki bakterii mialy wbudowywa¢ arsen w czasteczki biologiczne
takie jak weglowodany, lipidy, bialka i, co najbardziej zaskakujace, row-
niez w DNA. Posrednio $wiadczy¢ o tym miato wysokie stezenie arsenu
w komorkach, bezposrednio za$ wyniki analizy sktadu chemicznego wy-
izolowanego DNA technikg nanospektrometrii mas jonéw wtérnych (Na-
noSIMS). Na tej podstawie autorzy pracy stwierdzili, ze arsen musiat
inkorporowac do czgsteczek DNA w miejsce fosforu, stajac si¢ jednocze-
$nie pierwiastkiem konstytuujacym procesy zyciowe bakterii GFAJ-1.
Odkrycie to, cho¢ dotyczyto szczepu bakteryjnego, mogto mie¢ daleko
idace konsekwencje dla naukowych podwalin calej biochemii, wedle kto-
rych zycie organizméw opiera si¢ na szesciu budulcowych i obligatoryjnie
niezbednych pierwiastkow: wodoru, tlenu, wegla, siarki, azotu 1 fosforu.

Arsen, ktory w uktadzie okresowym znajduje si¢ bezposrednio pod
fosforem, wykazuje do niego duze podobienstwo. Ma podobny promien
atomowy, niemal identyczng elektroujemnos¢ i tworzy wigzania z tlenem
o podobnej sile [Fratsto da Silva, Williams, 1997]. Wyjasnia to, dlaczego
w trakcie niektorych proceséw biochemicznych arsen moze zajmowac

> W przeszlosci badania filogenetyczne opieraly si¢ na analizie cech morfologicznych,
biochemicznych i fizjologicznych. Nowym podejsciem stalo si¢ zastosowanie w tym celu
sekwencji nukleotydowej matej jednostki rybosomalnego RNA — 16S rRNA. Analiza tych
sekwencji powszechnie wykorzystywana jest obecnie w badaniach taksonomicznych
wszystkich organizmow zywych.

3 Skrét ten nie pochodzi od nazwy gatunkowej, a jest rozwinieciem ,,Give Felisa a Job”
(,,Da¢ prace Felisie”). Nawigzuje on do sytuacji zawodowej Felisy Wolfe-Simon, ktéra
w momencie ukazania si¢ publikacji w Science byta czasowo zatrudniona w U.S. Geologi-
cal Survey (USGS) i otrzymala grant Astrobiology Institute NASA na przeprowadzenie
badan dotyczacych biologicznego wykorzystania arsenu. Jej dalsze zatrudnienie uzaleznio-
ne bylo od rezultatéw pracy naukowej. W maju 2011 roku zostata zwolniona z USGS.
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miejsce fosforu, doprowadzajac tym samym do szkodliwych dla organi-
zmow zywych efektéw metabolicznych. To wlasnie ta wlasciwosé decy-
duje m.in. o jego toksycznosci [Manahan, 2006]. Zast¢pujac fosfor
w czasteczce DNA, arsen musiatby jednak wystepowaé w formie diestro-
wej, a ta z kolei charakteryzuje si¢ wielokrotnie mniejszg stabilnoscig niz
jej fosforanowy odpowiednik. Jak sugeruja nieliczne prace oparte na zasa-
dach kinetyki chemicznej, ekspozycja takich molekut DNA na dziatanie
wody spowodowataby rozczepienie wigzan z udziatem arsenu w niespetna
0,1 sekundy [Fekry i in., 2011]. Czasteczki takie bylyby wiec skrajnie
niestabilne, co wyklucza petnienie przez nie prawidtowych funkcji biolo-
gicznych. Praca Wolfe-Simon nie podawata jednak potencjalnych mecha-
nizméw, ktére moglyby ustabilizowaé tak zbudowang czasteczke DNA.
Pojawity si¢ one dopiero w odpowiedzi autoréw na krytyczne uwagi do
pracy [Wolfe-Simon i in., 2011].

Istnienie organizmu, ktérego wzrost 1 funkcje zyciowe nie sa uzalez-
nione od fosforu, a biologiczna rola substytuowana jest przez arsen, mo-
globy rowniez swiadczy¢ o alternatywnej $ciezce ewolucyjnej biegnacej
rownolegte na kuli ziemskiej. Jednoczesnie wykluczaloby hipoteze, we-
dhug ktérej zycie biologiczne na innych planetach jest mozliwe tylko wte-
dy, gdy warunki chemiczne na nich panujace sg zblizone do ziemskich.

Mozna by wiec przypuszczac, ze autorzy pracy o potencjalnie tak du-
zym wplywie na obecny stan wiedzy poddadza krytycznej analizie wyniki
swojej pracy przed ich upublicznieniem. Postgpili jednak inaczej i, w po-
rozumieniu z Narodowa Agencja Aeronautyki i Przestrzeni Kosmicznej
Stanow Zjednoczonych (NASA), ogtosili je na konferencji transmitowanej
przez mass media (i zaanonsowanej cztery dni wczesniej jako ,,przetomo-
wej w dziejach nauki”), zanim jeszcze zostaly opublikowane w jakiejkol-
wiek formie na tamach Science (aczkolwiek juz po decyzji o zaakcepto-
waniu manuskryptu). Nalezy wyraznie podkresli¢, ze srodowisko nauko-
we niemal zawsze wykorzystuje recenzowane czasopisma naukowe jako
medium ,,pierwszego kontaktu” w przekazywaniu informacji o wynikach
przeprowadzonych badan. Zrozumiate wigc, ze wydarzenie odbywajace
si¢ W entuzjastycznej atmosferze 1 w blasku fleszy, podczas ktorego nie
poddano otrzymanych wynikéw badan jakiejkolwiek krytyce, a wrecz
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spekulowano, ze sg one posrednim dowodem na istnienie zycia pozaziem-
skiego, cho¢ przyniosto zamierzony skutek — miedzynarodowy rozglos —
wzbudzilo negatywny odzew w §rodowisku naukowym.

Bledy w metodyce i interpretacji wynikow

Ze wzgledu na niezwyktos¢ odkry¢ opisanych przez Wolfe-Simon
1 wspotpracownikéw redaktorzy Science celowo zdecydowali sie¢ opdznic
druk manuskryptu o pot roku od momentu jego publikacji w wersji elek-
tronicznej. Umozliwito to innym grupom badawczym, gldwnie mikrobiolo-
gom i1 biochemikom, zapoznanie si¢ z jego trescig i sformutowanie krytycz-
nych komentarzy, ktorych tacznie opublikowano osiem. W szczegodlnosci
podwazaty one hipoteze¢ o mozliwosci stabilizacji arsenu w czasteczce
DNA. Hipoteza ta byta niezgodna z podstawowymi prawami chemii. Kry-
tykujac ja, sugerowano mozliwos¢ zanieczyszczenia izolatu DNA i me-
dium hodowlanego zwigzkami fosforu. Podawano réwniez inne mozliwe
wyjasnienia wzrostu w warunkach wysokiego stezenia arsenu, ktorych
autorzy publikacji nie uwzglednili w dyskusji wynikéw [Cotner, Hall,
2011; Benner, 2011; Schoepp-Cothenet, 2011; Foster, 2011; Borhani,
2011].

Badania empiryczne nauk $cistych powinny opiera¢ si¢ na odpowied-
niej i powtarzalnej metodyce, w zwigzku z czym wymogiem publikacji
naukowej w recenzowanym czasopi§mie winno by¢ jak najdoktadniejsze
opisanie zastosowanych technik i procedur. Niestety, praca Wolfe-Simon
i in., pomimo publikacji w jednym z najbardziej prestizowych czasopism
naukowych na $wiecie, tego wymogu nie speiniata. W opisie metodyki
brak tak podstawowej informacji, jak nazwa producenta arsenianu doda-
nego do medium hodowlanego oraz stopnia jego czystosci. Jest to o tyle
zdumiewajace, ze nawet w przypadku mniej prestizowych czasopism
autorzy proszeni sa o obligatoryjne podanie przynajmniej producenta,
a czesto réwniez miejsca produkeji wszystkich odczynnikow chemicznych
zastosowanych na kazdym etapie badan. Umozliwia to innym badaczom
odtworzenie procedur doswiadczalnych, a jednoczesnie jest wazng infor-
macja o czystosci danego odczynnika chemicznego. Komercyjnie dostep-
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nie odczynniki chemiczne, réwniez cz.d.a. (czyste do analiz), wykazuja
si¢ konkretnym stopniem czystosci, ktéory maksymalnie si¢ga 99%. Pozo-
staty 1% stanowig natomiast zanieczyszczenia, ktérych sktad wymieniany
jest najczeseiej na etykiecie. Dr David Sanders i jego koledzy z Uniwersy-
tetu Purdue (Indiana, USA) przeprowadzili doktadna analiz¢ dostepnych
na amerykanskim rynku arsenianéw (metoda spektrometrii mas z joniza-
cja w plazmie sprze¢zonej indukcyjnie, ICP-MS) i stwierdzili w kazdym
z nich zanieczyszczenie fosforanami [Davies, 2012]. Wolfe-Simon 1 in.
wskazali, co prawda, iz $redni udziat fosforu w pozywce z dodatkiem
arsenu i bez dodatku fosforu (As+/P—) oraz pozywce kontrolnej bez do-
datku obu tych pierwiastkéw (As—/P—) wynosit 3,1 uM i wynikat z obec-
nosci fosforu w innych sktadnikach pozywki (np. agarze, glukozie itd.),
jednak dopiero po zapoznaniu si¢ z dotgczonym do publikacji materiatem
dodatkowym (supplementary data) okazuje si¢, ze autorzy wykonali jedy-
nie dwukrotny pomiar zawartosci fosforu w obu wymienionych po-
wyzej typach pozywek, ktora w As+/P— wynosita odpowiednio 3,7 uM
i<0,3 uM*, a w As—/P— (kontrolnej) odpowiednio 2,9 uM i 2,7 pM. Na-
suwa si¢ wigc pytanie: skad taki rozrzut pomi¢dzy zawartoscig fosforu
w pozywce Ast+/P— (rezultat niedoktadnego przygotowania?) i czy
w zwigzku z tym wykonanie tylko dwoch powtdrzen takiej analizy jest
wystarczajace dla publikacji opisujacej tak sensacyjne wyniki badan?
Ponadto dowodzi to, ze pozywka okreslona przez autoréw jako ,,pozba-
wiona fosforu” w istocie mogta zawiera¢ pewna jego ilos¢, skoro podczas
jednego pomiaru okreslono jg na 3,7 uM.

Warto réwniez zwroci¢ uwage, ze podana przez autordw Srednia za-
warto$¢ fosforu w pozywkach As+/P— i As—/P—, ktéra miata rzekomo
wynosi¢ 3,1 puM, zostala btednie obliczona. Z analizy zalaczonego do
pracy materiatu dodatkowego wynika bowiem, ze uzyskano jg z trzech
pomiaréw, nie uwzgledniajac tego, w ktorym stezenie fosforu wynosito
<0,3 uM. W rzeczywistosci wiec srednia arytmetyczna zawartosci pier-
wiastka w tych pozywkach byta o wiele nizsza, jednak nie sposob jej
podaé¢ za pomocg tego typu miary statystycznej. Ten btad nie ma, by¢
moze, kluczowego znaczenia dla interpretacji tresci pracy, moze jednak

4 Lo s . . .
Ponizej progu pomiarowego urzadzenia analitycznego.
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stanowi¢ punkt wyjscia dla podwazenia starannosci i poprawnosci opra-
cowania reszty wynikow i ich odpowiedniej interpretacji.

Powyzsze rozwazania wyraznie wskazuja wigc, ze medium hodowlane
zastosowane w badaniach Wolfe-Simon i in. nie byto absolutnie wolne od
fosforanéw. To z kolei wspiera hipotezg, ze badany szczep GFAJ-1 jest
w stanie wykorzystywac¢ do wzrostu sladowe ilosci fosforu, jednoczesnie
posiadajac niezwykle efektywne mechanizmy tolerancji arsenianu. Auto-
IZy pracy zauwazaja, ze w obrazie transmisyjnego mikroskopu elektrono-
wego komorki bakterii hodowane na pozywce arsenowej, w przeciwien-
stwie do komorek z pozywki fosforanowej, charakteryzowaty si¢ wigcksza
objetoscig spowodowang rozrostem wakuoli. Pozostawiajg jednak te ob-
serwacje bez jakiejkolwiek dalszej dyskusji. To kolejny zdumiewajacy
aspekt tej publikacji, zwazywszy na funkcje¢, jaka pelnig wakuole w ko-
morkach bakteryjnych (jezeli w ogole wystepuja). Jest nig bowiem maga-
zynowanie substancji o toksycznym dzialaniu na struktury cytoplazmy
[Schulz-Vogt, 2006]. Mozliwe wigc, ze jednym z mechanizméw tolerancji
tak wysokiego st¢zenia arsenu w otaczajacym srodowisku przez komorki
GFAIJ-1 jest kumulacja arsenu wtasnie w wakuolach. Badania przeprowa-
dzone przez Takeuchi i in. [2007] potwierdzaja, ze szczepy bakterii nale-
zace do rodziny Halomonadaceae (a wigc tej samej co GFAJ-1) zdolne sa
do wewnatrzkomdrkowej akumulacji istotnych ilosci arsenu. Ponadto
z tresci pracy wynika, ze materiat DNA izolowano z komodrek znajdujg-
cych sie w spoczynkowej fazie wzrostu’, a ta z kolei wymaga zdecydowa-
nie mniejszych naktadow fosforu niz faza wzrostu aktywnego [Madigan,
Martinko, Parker, 2000]. Warto roéwniez zwroci¢ uwage, ze Wolfe-Simon
i in. nie wykonali analizy drugiego z kwaséw nukleinowych — RNA® — co
uzasadnili prawdopodobnym jego brakiem w komoérkach hodowanych na
podtozu z arsenem. Nie dociekali jednak przyczyn tego zjawiska, choé
mogto by¢ ono spowodowane ,,0szczedzaniem” fosforu do podtrzymania

* U bakterii jest to faza, w ktorej nie zachodza podziaty komorkowe. Okres adaptacii
komorki do warunkow srodowiskowych, trwajacy w zaleznosci od gatunku od kilku do
kilkunastu godzin.

% Kwas rybonukleinowy. Od DNA rézni sic wystepowaniem cukru rybozy zamiast de-
oksyrybozy oraz (najcze¢sciej) brakiem zasady tyminowej zastgpowanej w nim uracylowa.
Przewaznie przyjmuje forme jednoniciowa.
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procesow zyciowych i tym samym inhibicjg syntezy RNA w komdrkach
GFAIJ-1.

Jak juz wczesniej wspomniano, najbardziej odwaznym z postawionych
w pracy wnioskow byta hipoteza o inkorporacji arsenu w czgsteczke DNA
w miejsce fosforu. Wnioski te oparto na wynikach analizy zawarto$ci
arsenu za pomoca techniki NanoSIMS w wyizolowanym z komoérek DNA.
Izolacja DNA z komorek wzrastajacych na podlozu bogatym w arsen
powinna by¢ wiec wykonana z zachowaniem najwickszej dbatosci o czy-
stos¢ pozyskiwanego materiatu. Procedura zastosowana przez Wolfe-
-Simon 1 in. opierata si¢ na standardowej metodzie wykorzystujgcej mie-
szanin¢ fenolu i chloroformu. Pierwszy umozliwia rozdzielenie DNA od
zwigzanych z nimi biatek, drugi natomiast utatwia rozdzielenie fazy wod-
nej i1 organicznej, prowadzac tym samym do inaktywacji i usunigcia
enzymow [Sambrook i wsp., 1989]. W kolejnym etapie autorzy przepro-
wadzali zaggszczenie DNA poprzez wytracanie czasteczek etanolem
i odwirowywali osad. Na tym etapie nie mozna jednak wykluczy¢ zanie-
czyszczenia precypitatu przez drobne czgsteczki pochodzace z cytoplazmy,
dlatego tez wytragcone czasteczki nalezy dwukrotnie przemy¢ etanolem,
nastepnie pozostawi¢ w temperaturze pokojowej w celu odparowania sktad-
nikow cieklych z probki. Ten standardowy etap w metodyce izolacji
i puryfikacji DNA zostat jednak przez autorow pomini¢ty bez podania
jakiejkolwiek przyczyny. Pozyskane w wyzej opisany sposob czasteczki
DNA przektadano natomiast na skrawki zelu agarozowego i po wysuszeniu
poddawano analizie. Ponownie pomini¢to standardowy etap w procedurze
polegajacy na usunieciu skrawkow zelu bezposrednio przed pomiarem. Przy
tak razacym braku odpowiedniej puryfikacji materiatu nie sposéb wyklu-
czy¢ zanieczyszczenia izolatu DNA arsenianami obecnymi w innych
strukturach komorkowych lub tez w skrawkach zelu. Jednoczesnie zasto-
sowana technika pomiarowa NanoSIMS, cho¢ jest precyzyjna metoda
analityczng, moze dostarcza¢ jedynie informacji o poziomie danego pier-
wiastka w badanej probce, a nie o jego miejscu w strukturach chemicz-
nych. Opierajac si¢ tylko i wytacznie na pomiarach tg technika, nie mozna
wiec wprost stwierdzi¢ inkorporacji arsenu w czasteczce DNA. Sformu-
lowanie takiego wniosku w przypadku Wolfe-Simon i in. bylo zatem po-
wazng nadinterpretacja. Mozna tylko domniemywaé, dlaczego autorzy
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pracy nie skorzystali z metod umozliwiajacych stwierdzenie konkretnych
pierwiastkow w bioczasteczkach, takich jak celowana spektrometria mas
[Katsnelson, 2010]. Wolfe-Simon 1 in. nie podajg réwniez, ile powtorzen
izolacji 1 analizy NanoSIMS wykonali, cho¢ taka informacja nalezy naj-
czgdciej do podstawowych wymogdéw w recenzowanych czasopismach
nauk $cistych.

Autorzy pracy, a przede wszystkim Felisa Wolfe-Simon, gtéwna au-
torka artykutu, zmuszeni byli odnies$¢ si¢ do krytycznych uwag. W swojej
odpowiedzi na tamach Science Wolfe-Simon zastrzegla jednak, ze odnosic¢
bedzie si¢ tylko 1 wytacznie do krytyki wyrazonej na famach recenzowa-
nych czasopism naukowych jako jedynego medium pozwalajacego na
moderacj¢ dyskusji na odpowiednim naukowym poziomie. Takie orzecze-
nie zostato przez wielu obserwatorow uznane za niedorzeczne, zwazywszy
na fakt, ze to wlasnie Wolfe-Simon zdecydowata si¢ w pierwszej kolejno-
$ci zaanonsowa¢ swoje wyniki badan na telewizyjnej konferencji [Kats-
nelson, 2010]. Autorka postanowita jednak udostepni¢ wszystkim zainte-
resowanym jednostkom naukowym kultury GFAJ-1 celem prowadzenia
dalszych badan badz weryfikacji wynikow uzyskanych przez jej zespot.
Szczepy zostaty pozyskane m.in. przez naukowcow z Politechniki Fede-
ralnej w Zurychu oraz z Uniwersytetu Princeton (USA).

Hipotezy konkurencyjne

Wyniki badan obu wspomnianych wyzej jednostek badawczych zosta-
ly opublikowane w czerwcu 2012 roku réwniez na tamach Science. Praca
zespotu Erb i wsp. [2012] skupila si¢ migdzy innymi na zachowaniu jak
najwickszego stopnia czysto$ci medium hodowlanego; osiggnigto osta-
tecznie w kazdej probie poziom fosforu < 0,3 pM. W warunkach tych przy
obecnosci 40 mM arsenianu nie obserwowano jakiegokolwiek wzrostu
komorek do momentu dostarczenia do medium niewielkich ilosci fosforu.
Jak okreslono w badaniach Erb i in. [2012], bakterie GFAJ-1 zdolne byly
do wzrostu przy dostepnosci 1,7 uM fosforu w pozywce, a wiec nawet
mniejszej niz jego Srednia zawartos¢ w pozywce As+/P— zastosowane]
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w pracy Wolfe-Simon i in. Na tej podstawie autorzy wyciagneli oczywisty
wniosek, ze pomimo wysokiej odpornosci na arsen wzrost bakterii GFAJ-1
jest obligatoryjnie zalezny od fosforu. Z kolei druga praca, Reaves i in.
[2012] wykazata, ze komorki GFAJ-1 wykazuja wzrost na pozywce po-
zbawionej arsenu, natomiast zawierajacej zaledwie 0,5 uM fosforu. Wy-
kluczato to wigc hipoteze, ze arsen jest potrzebny do wzrostu komdrkom
tego szczepu i bylo kolejnym potwierdzeniem o niewielkim zapotrzebo-
waniu GFAJ-1 na fosfor wzglednie o istnieniu mechanizméw radzenia
sobie z jego niedoborem.

Wolfe-Simon w swojej odpowiedzi na krytyczne komentarze postulo-
watla, ze funkcje ochronne przed hydrolizg tak niestabilnych czgsteczek,
jakimi bylyby czasteczki DNA, w ktorych arsen substytuuje fosfor, moga
peti¢ specyficzne biatka. Swoja teori¢ podpierata jedynie domniema-
niem, nie potwierdzonym zadnymi danymi empirycznymi. Tym niemniej,
jezeli takie biatka miatyby istnie¢ i petni¢ wskazang funkcje, to prawidto-
wa izolacja 1 puryfikacja DNA powinna je catkowicie usuwaé z materiatu
badawczego. W zwigzku z tym Reaves i in. eksponowali wyizolowane
przez siebie czasteczki DNA (pozyskane z komorek hodowanych na pod-
lozach As+/P—1i As—/P+) na dziatanie wody bezposrednio po ich puryfika-
¢ji 1 dwa miesigce po (przechowujac je w 4°C), w zadnym przypadku nie
zaobserwowali jednak zjawiska hydrolizy DNA. Stosujac metode chroma-
tografii cieczowej ze spektrometrig mas (LC/MS), Reaves i in. wykazali
natomiast, ze izolat DNA otrzymany w identyczny sposéb jak w bada-
niach Wolfe-Simon i in. zawieral anion wolnego arsenianu (H,AsOj,)
w stezeniu poréwnywalnym z poziomem arsenu w DNA podanym w pu-
blikacji bedacej tematem dyskusji. Oczyszczenie poprzez trzykrotne
przemycie woda destylowang powodowato jednak spadek zawartosci
arsenu ponizej wykrywalnego poziomu. Warto réwniez wspomnieé, ze
analiza LC/MS, w przeciwienstwie do NanoSIMS, nie wymagata umiesz-
czania izolowanego DNA na skrawkach zelu agarozowego. Dzieki temu
wykluczono mozliwos¢ zanieczyszczenia prob przez zwigzku w nim
obecne. Wyniki przeprowadzonych przez Reaves i in. analiz sugeruja, ze
materiat DNA poddany analizie przez Wolfe-Simon nie zostat starannie
oczyszczony i byt zanieczyszczony arsenem oddziatywujacym niekowa-
lencyjnie z DNA i pochodzacym najprawdopodobniej z medium hodow-
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lanego (dlatego mozna byto go tatwo usungé poprzez przemycie izolatu
wodg). Brak arsenu w czasteczkach DNA potwierdzili rowniez Erb 1 in.
metodg ICP-MS, wykazujgc zblizong zawartos¢ fosforu w czasteczkach,
niezaleznie czy GFAJ-1 hodowany byl na medium zawierajacym, czy nie
zawierajagcym arsenu.

Z kolei inni badacze, na tamach Journal of Biological Chemistry, wy-
korzystujac komorki bakterii Escherichia coli, wykazali ze wysokie stezenie
arsenu powoduje masowy rozpad rybosomow w cytoplazmie. W wyniku
tego dochodzi do spowolnienia wzrostu kultur bakterii, ale jednoczesnie do
wewnatrzkomorkowego uwolnienia zapaséw fosforu wchodzacego w sktad
tych struktur, ktory moze by¢é wowczas wykorzystany do utrzymania
funkcji zyciowych komérki. To zjawisko zostato zasugerowane jako moz-
liwy mechanizm tolerancji GFAJ-1 na wysokie stezenia arsenu przy jed-
noczesnej niewielkiej dostgpnosci fosforu w pozywce [Basturea i wsp.,
2012].

Prace Erb i wsp. [2012] oraz Reaves 1 wsp. [2012] w prosty, meto-
dyczny i staranny sposob opisuja zastosowane metody, podaja liczbe po-
wtorzen, wykorzystuja alternatywne techniki analityczne. Obie podkreslaja,
ze GFAJ-1 jest szczepem bakterii odpornym na wysokie stezenia arsenu,
ktérego rozwdj uzalezniony jest jednak m.in. od fosforu. Obie wydaja si¢
by¢ waznym podsumowaniem btedéw popetnionych w pracy Wolfe-Simon
1 in., ktoére doprowadzity jej autorow do sformutowania nieprawidtowych
wnioskow.

Problem kontroli wynikéw badan naukowych

W $wietle przedstawionych argumentéw nie ulega watpliwosci, ze pu-
blikacja Wolfe-Simon i in. nie byla wolna od btedéw niemal na Zadnym
etapie pracy badawczej: opracowania metodyki, jej zastosowania, obliczen
matematycznych i interpretacji otrzymanych wynikdw. Nietrudno tez
oprze¢ si¢ wrazeniu, ze pewne, niewygodne z punktu widzenia oczekiwan
naukowych, aspekty umyslnie pomini¢to, inne z kolei nie zostaty sumien-
nie przedyskutowane. Autorzy pracy nie wykazali si¢ nalezytym krytycy-
zmem 1 pokorg wzgledem rezultatow witasnych badan. Przeciwnie, prze-
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konani o swojej nieomylnosci, postanowili przenies¢ uzyskane wyniki na
plaszczyzne dyskusji popularnonaukowej, zanim zostaty opublikowane
w recenzowanym czasopismie naukowym. W efekcie o ich krytyce wyra-
zonej w publikacjach autorstwa dwodch niezaleznych zespotow badaw-
czych informowatly codzienne dzienniki, co nie nalezy do czgstej praktyki
w przypadku badan naukowych.

Oczywiste wydaje sie, ze najwicksza odpowiedzialnos¢ za taka sytu-
acje ponosi kazdy z dwunastu autoréw pracy. Nie powinno réwniez bu-
dzi¢ zdumienia, ze najwigksza krytyka dotyka pierwszego autora, czyli
Felis¢ Wolfe-Simon. Jednak czy autorzy sg jedynymi, ktorych obarczy¢
mozna wing za opublikowanie pracy z tak licznymi niedoskonato$ciami,
a wreez bledami metodologicznymi? Czy winy nie ponosza réwniez nie-
zalezni 1 anonimowi recenzenci pracy, ktérych w przypadku manuskryp-
tow zglaszanych do Science deleguje si¢ zazwyczaj trzech? Zastanawiaja-
cy jest tez niezwykle krotki okres migdzy wystaniem manuskryptu do
redakcji a jego ostateczng akceptacja do publikacji, ktory wynosit zaled-
wie dwa miesigce (1.09—8.11.2010). Dla poréwnania okres ten dla pracy
Reaves i in. [2012] wynosit pi¢c, a dla pracy Erb i in. [2012] — sze$¢ mie-
siecy. Wydaje si¢ sprawg oczywista, ze recenzenci pracy Wolfe-Simon
i1in. [2011] powinni przynajmniej zasugerowa¢ uzupetienie opisu zasto-
sowanej metodyki, zastosowanie doktadniejszych metod izolacji i oczysz-
czenia DNA oraz alternatywnych technik pomiarowych. Po analizie tresci
publikacji Wolfe-Simon 1 in. [2011] nie sposdb uwierzy¢, ze recenzenci
byli w stanie tak powazne niedopatrzenia poming¢ w swojej ocenie.
Science nie upublicznia jednak tresci recenzji nadsytanych manuskryptow
(jak majg w zwyczaju niektore inne czasopisma), w zwiazku z czym nie
jestesmy w stanie stwierdzi¢, o jaka decyzj¢ wnioskowali w sprawie rze-
czonej publikacji. Znane sa bowiem przypadki decyzji redakcji czasopi-
sma o opublikowaniu pracy naukowej pomimo otrzymania negatywnych
opinii od recenzentéw, i odwrotnie — odrzucenia manuskryptu, cho¢ praca
otrzymata pozytywne oceny. Wydaje si¢ wiec, ze w przypadku pracy,
ktora formutuje tak spektakularne z punktu widzenia dotychczasowe;j
wiedzy naukowej wnioski, powinna zosta¢ zachowana najwyzsza ostroz-
nos¢ ze strony redakcji Science. Warto w tym miejscu wspomnie¢ przypa-
dek publikacji francuskiego immunologa Jacques’a Benveniste’a na ta-
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mach Nature, ktory w 1988 roku opisat kontrowersyjne doswiadczenia
wplywu ekstremalnie wysokich rozcienczen immunoglobuliny IgE
w wodzie (do 10"?°) na aktywnos¢ komérek krwi — bazofili. Benveniste
i jego zespOl wykazal, ze aktywno$¢ substancji byta najwyzsza przy roz-
cieficzeniu 107, potem z kazdym kolejnym rozcieficzeniem malata az do
rozcienczenia 10”, poczawszy od ktérego obserwowano wzrost aktywno-
$ci immunoglobuliny. Aktywnos¢ IgE Benveniste i in. wykazali nawet dla
rozcieficzenia 107%°. Zasugerowali wicc, ze molekuty wody zdolne sa do
gromadzenia wczesniej dostarczonych im informacji, przechowywania,
a nastgpnie ich przenoszenia. Zjawisko to, nazwane pdzniej ,,pamigcig
wody”’, miato by¢ naukowym dowodem na istnienie homeopatii [Davenas
i wsp., 1988]. Publikacja Benveniste’a zostata opatrzona zastrzezeniem ze
strony redakcji czasopisma zatytulowanym ,,Kiedy wierzy¢ w niewiary-
godne” (,,When to believe the unbelievable”), w ktdrym przeczyta¢ mo-
zemy m.in. ,,Czytelnicy ponizszej publikacji moga dzieli¢ niedowierzanie
wyrazone przez wielu recenzentéw. [...] Nie ma fizycznych podstaw ta-
kiej aktywnosci. [...] Nature zdecydowala si¢ na zorganizowanie nieza-
leznego zespotu badawczego w celu powtdrzenia opisanych eksperymen-
tow” [Maddox, 1988]. Publikacja Wolfe-Simon i in. (2011) az prosi si¢
o podobne reakcje ze strony redakcji Science.

Swoj udziat w naukowym fiasko Wolfe-Simon ma réwniez instytucja
finansujgca przeprowadzone i opisane badania — NASA. To za jej posred-
nictwem zorganizowano bowiem konferencj¢ z udziatem pierwszego auto-
ra, ktora przy uzyciu jezyka popularnonaukowego (niemal kolokwialnego)
thumaczyta, jak powazne konsekwencje dla nauki i poznania zycia biolo-
gicznego (W tym réwniez pozaziemskiego) maja przeprowadzone badania
nad GFAJ-1. Nalezy wyraznie zaznaczy¢, ze nic nie powinno sta¢ na prze-
szkodzie upowszechniania wiedzy zdobywanej poprzez badania naukowe,
wysoce kontrowersyjne jednak wydaje si¢ ich upublicznianie poprzez
mass media, zanim zostang opublikowane w fachowym, recenzowanym
czasopiSmie naukowym i potwierdzone przez innych badaczy. Z pewno-
$cig taka sytuacja stuzy rozgtosowi, trudno jednak si¢ zgodzi¢, by forma
»medialnego szumu” przystawata badaczom. W rezultacie tych dzialan
autorzy pracy, a zwtaszcza Wolfe-Simon, zmuszeni byli udziela¢ licznych
wywiadow 1 bra¢ udziat w audycjach telewizyjnych majacych charakter
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z pogranicza programu rozrywkowego. Cena, ktora przyszio im zaptacié,
okazata si¢ bardzo wysoka. Stacje telewizyjne i prasa bowiem z podob-
nym entuzjazmem informowaty o przetomowym odkryciu, co o jego de-
tronizacji.

Wydaje si¢ wige, ze w tym przypadku zawiedli nie tylko autorzy pu-
blikacji, ktérych che¢ stawy okazala si¢ silniejsza niz krytycyzm wobec
otrzymanych wynikdéw. Zawiodla rowniez instytucja sprawujaca piecze
nad badaniami, chcgca naukowcom nada¢ status ,,medialnych gwiazd”
oraz ,,system obronny” sprawdzania informacji naukowej w postaci zespo-
hu recenzentdw i redaktoréw czasopisma Science.

Podsumowanie

Pomimo ze praca Wolfe-Simon i in. [2011] jest przyktadem wielu za-
niedban metodologicznych i w konsekwencji btgdnej interpretacji otrzy-
manych wynikéw, nie moze zosta¢ usuni¢ta z baz naukowych, a jej tres¢
powinna pozosta¢ dostepna dla zainteresowanych. Po pierwsze, w nie-
spetna dwa lata doczekata si¢ ponad 60 cytowan w innych publikacjach
naukowych. Po drugie, Wolfe-Simon utrzymuje, ze ma zamiar kontynu-
owa¢ badania nad komdrkami GFAJ-1 z uwagi na hipotetyczng mozli-
wos¢ wykorzystywania arsenu jako sktadnika czgsteczek biologicznych.
Niewykluczone wigc, ze sprawa ta bedzie przedmiotem kolejnych dysku-
sji naukowych. Ponadto nie nalezy zapominac¢, ze praca Wolfe-Simon i in.
[2011] opisuje nowy szczep bakterii o wysokiej tolerancji na obecno$é¢
arsenu w Srodowisku, co zostato potwierdzone do$wiadczalnie i ttumaczy,
dlaczego wystepuje on w osadach jeziora Mono. Publikacja ta jest row-
niez dobrym przyktadem, jakich bledéw powinni wystrzega¢ si¢ inni ba-
dacze, a cata sprawa wyraznie podkresla ogromne znaczenie zachowania
stosownej ostroznosci i krytyki wobec rezultatow swojej pracy naukowe;j.
Jest to szczegolnie wazne w przypadku badan, ktérych wyniki podwazaja
obecny stan wiedzy. Staranna kontrola metod i warunkéw doswiadczal-
nych, liczne powtorzenia eksperymentdw, konsultacje z innymi badaczami
1 ostrozno$¢ przy formutowaniu koncowych wnioskow, moga ustrzec
badaczy przed wytworzeniem naukowego artefaktu.
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Could Life Be Based on Arsenic?
Mistakes in GFAJ-1 Bacteria Investigations

ABSTRACT. Life constitutes of six essentials elements: carbon, hydrogen, carbon, nitro-
gen, sulphur, phosphorus. However, ,,shadow biosphere” theory assumes the existence
of alternative life pathway that uses radically different biochemical and molecular
processes than currently known life. Paper by Wolfe-Simon et al. (2011) published in
high-profiled journal Science described bacterial species GFAJ-1 with ability not only
to maintain life processes in high extracellular concentrations of arsenic but also to
substitute phosphorus with arsenic in DNA. This report caused a number controversies
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related to applied methodology and interpretation of obtained results. Case of Wolfe-
-Simon et al. publication demonstrates the important role which is played by criticism
against obtained results as well as concern for correction of applied methods.
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