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Hybrydy zq,ciq kwosów nukleinowych - zostosowonie w inzynierii
genelycznei i diognosłyce

Zakład Bioct}emii, Inst_vlutu wetel],nal,ii, A1. PartyzantÓW 57,24-100 Puiau'y

Hybrydyzacja kvrasów nukleinowych, czyli zdolność
do 1ączenia się rł, odpowiednich rłlarltnkach po jedyn-
czych, odpowiadających so,bie (komplementarnych) nici,

kwasów- nukleincwych w strukturę dwuniciową, jcst
podstawą szeregu technik obecnic szcroko sto,so,vanych
lv biologii i nalrkach poklewnych Zastosowania tych
mctod sięgają od badań podstawcrvych z zakresu biolcgi,i
molekularnej aż do diagnostyki chcrób mających swc
żtóc]ło w anomaliach genetycznych

Dwie charakterystyczne ccchy tego procesu oplsanego
po raz pierwszy przez Marmura i Doty w 1961 r. (26),

tj, że dwie sekwencje formujące dupleks muszą się cc-
chować komplemcłrtarnością oraz że stabilność dr-rpleksu

zależy od stopnia kornplementarności zostały szybko
zauwa,zone i w_vkorzystane do analizy zależności po-
między seklzłencjami kwasów nukleinowych, proces hy-
brycJ.yzacji był następnie wykorzyrstany do badania
strukt,rry DNA i RNA. Jako przykład można podać ob-
serwacje poczynione ptzez Brittena i Kohne (6), którzy
zauważyli, żc reasocjacja zdenaturowanego wcześni,ej
DNA eukariontórv następujc znaczntc szybciej, niż by
to wynikalo z jcgo złcżonej struktury i co doprowadziło
.;spomnianych autorów do odkrycia występowania w
DI,JA tej grupy organizmól.rl znacznego odsetka sekwen-
cji por,vtarzających się. W badaniach cwclucyjnych b:,-

clanie stabilności termicznej duplekrsów okazało się cen-
ną metoolą w określaniu pokrcrvieństrva pomiędzy gcna-
rnt różn1ch gatun}<ów roślin i zwierząt. Dalszym zna-
czący-m rnomentem w rozwoju technik bazujących na

czc ci wprolvadzili pc Iaz piervrszy metodę lokalizowa-
nia pozycji specyficznych sckwcncji nukleotydowych
lv jądrze lub chromosoł:nach poprzez hybrydyzację son-

dy do materiału komórkowego utrwalonego na szkicłku
mikroskopovrym.

hybrydyzację do k
vies (3) do analizo
rniał3r o1brzyrnie z

zowania sckwencji
niki elektroforczy do rozdziałlr fragmentói,v kwasów nu-

sekwcncji wśrod innych prążków (metoda Southerna,

ang. Southern blotting) (39) i dało początek dalszym mo-

d.yiikaciom znan]zm (z ang ) jak Northern (1) i Dot blot_

ting (21)

Reasumując obecne zastosorx,ania mctody hybrydyzacji

nukleinowych należałoby je wymicnić rł, następującym
porządku:
-- an"lira hybrydyzacji w roztworze w badaniach nad

- 
budową i strukturą 

uufrt",lJ",orn (hybrydyzacj
ii bakteryjnych i, fago,,vych, met
rn i Dot-blotting oraz DNA r

printing),

- hybrydyzacja ,,in situ",

- elektronomikroskopollze badania hybrydólv kwasów
nuklcinowych.

Powyższa terminologia wym a wyjaśnicń; metoda

Southerna lub z ang. ,,Souther blotting" dotyczy ba-

dania tcchniką hybrydyzacji kwasu dezoksyrybonu-
kleinowego (DNA). Dla odróżnicnia badanie tą tech ą

RNA określa się mianem ,,Northern blotting", W u

tych technikach rzcclz,ona trawic-
niem cnzymami dzjałem clektrc-
forctycznym, a badanego kwasu
nukleinowego n \Ą/ odróżnieniu

- mctoclą ,,Dot
cję cio sondy m
znajdującego się
niego trawicnia
elektroforetycznego.

Ze rvzględu na ograniczone ramy niniejszegc artykulu
zostanie przed;tavriona jedynic krótka charaktei:3,styka
.;vybranych technik, mogących :mieć znaczanie rł, diagno-
styce chorób wirusowych zwierząt Jcdną z najczęściej
stosowa,nych jest metoda Southerna, Metoda 'ta ma na

celu identyfikację poszukiwanych pTzez badacza sc-
k..łlencji DNA z reguły pośród olbrzymiej masy innych
sekvrcncji rv danym momencic nieistotnych. W tym
celu badany DNA jelst cięty wybranym cnzymem
restrykcyjnym na fragmenty rozdzi.elane następnie clek-
troforctycznie w żelu agaIozowym. Uwidocznienie prc,
duktow tralvienia następujc po zanurzeniu żelu w roz-
twolze bromku etydyny w postaci efcktu fluorescencji,
Rozdział elektroforctyczny nie daje, zwłaszcza w prz}r-

których trudno jcst zidcntyfikować ten, który zawiera
poszukiwane sekwencje. Dopiero hybrydyzacja w rcz-
t-wotze sondy molekularnej pozwala na jego zlokalizo-
-łanie. W tym miejscu wyjaśnienic: sonda molekuląrna
jest to wyznakowany pierwiastkicm radioaktywnym lub
innym markercm i zdenaturowany do struktury jedno-

niciowe j f ragment gcnu o sckwencji odpowiada jącc j

sondy moJ,ekularne).
DNA po rozdziclcniu w elektroforezic jest denaturo-

\T/ane, czylt przekształcanc ze struktury dwunicicwe j

rv jednoniciową i przcnc|szone metodą sączcnia kapilar-
nego na f i].tr nitrocclulozowy. DNA przyczcpiony na
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ftltrze jest następnie zapiekany w temp. BO.C cclem
związania jcgo pojedynczych nici ze strukturą filtra.
Z kolei filtr jerst zaylurzany w roztworze sondy moleku-
larnej, w którym pozostaje od kilku do kilkunastu go-
dzin przy zachowaniu ściślc określonych warunków
temperaturo,wych i stężenia sołi (ma to pierwszorzędne
znaczcnic dla szybkości hybrydyzacji). W trakcie tej pro-
cc,dury ma miejscc łączcnic sondy motrckularnej z tyrni
fragmentami DNA, które są w rstosunku do niej homo-
1ogicznc. Po zakończeniu hybrydyzacji filtr płucze się
ce],em usunięcia niezwiązanej puli sondy i w przypadku,
gdy była ona wyznakowana materiałcm radioaktywnym
eks.oonuje filtr wobec kliszy rentgenowskiej. Na kliszy
rv miejscach odpowiadających wiązaniu się DNA z sondą
lvystąpią w związku z tym zaczernicnia. Powyższa mc-
toda informuje na,s, czy dana sekwencja występuje w
badanym matcrialc, a ponadto pozwala na określenie
r,vielkości poszukiwanego fragmentu i jego koncentracji
przez porórł,nanie ze wzorcowym DNA znajdującym się
na filtrze i poddawanyrn podobnej obróbce. Informecjc
tc uzyskuje się na podstawie 1okalizacji prążka i stop-
nia zaczernienia kliszy proporcjonalnego do czasu ekspo-
z},cji i il,ośct związanego materiału radioaktylvnego.

Z innych metod wykorzystujących technikę hybrydy-
zacji na filtrach, a mogących mieć zastosowanie w diag-
nostyce wilul;ologicznej nalcżałcby wymienić hybrydy-
zację ,,in situ" i ,,DNA fingcr printing"

Hybrydyzacja,,in situ"

Ta mctoda jcst szeroko stosolvana do wykrywania
spcc;rficznych sek-wencji w preparatach histologicznycŁl,
chromosomach, pojedynczych komórkach 1ub skrawkach
tkanclr (2,4,5, l'i,24). Od metody Southcrna różni się
tvn, żc raożna ją stcrsovrać bezpośrednio na szkiełku
rnikroskopowym bez uprzcdnicgo transferu na filtr ni-
troccluiozowy. Metoda ta umożIiwia nic tylko wykrycie
obecności poszukiwanych sekwencji, 1ecz także ich pre-
cyzyjną przcstrzenną lokalizację w komórce. Znajduje
to zastosor,vanie np. do wykrywania Ri\A, które jest
obccnc w nicwielkiej subpopulacji bada,nych komórek
i którc nic mogłoby być wykryte po jego ekstrakcji
z całcj tkanki ze ,względu na o1brzymie ,,zaniec:yszcze-
nie" pozostałymi rodzaja,mi trNA, \M iakich przypadkach
mctoda hybrydyzacji ,,in sitt-t" gwarantuje więkr;7ą 6211-

łość, niz stosovlana do wykrywania sekwencji RNA me-
toda Northei,n blotting. .ieśli chodzi o sondę, to znakuje
się ją zarówno pierwia.stkami radioaktywnymi, jak
i bioiyną. Ze rvzględu na konieczność precyzyjnej 1oka-
1izac ji poszr-rkiwanych sckwcnc ji stosu je się jedynie
niskocnc;:getyczne izoiopy np. tryt.

DNA finger printing

Hybrydyzacja na nośniku stałym w metodzie określa-
nej z ang. ;ako ,,DNA finger printing" wydaje się mieć
oglomne perspektywy diagnostyczne (1B). Wykcrzystuje
się tutaj obccncść w DNA eukaricniór,v znacznego oC-
s-.tka tzw. sckrł,encji powtarzających się oraz ccchują-
cych się dużą zmicnnością i w związktt z tyrn nadają-
cych DNA poszczególnych osobnikó,.rr niepowtarzalny
charakter i indywidualność, podobnie jak to jest z ukła-
dem linii papilarnych, będących indywidualną, rożniącą
cechą każdcgo człowieka. Ta zmienność ma sw,oje źródło
pra,wdo,oodobnic w mechanizmic rckombinacji genctycz-
nej w trakcie mejozy lub mitozy, polcgającej na nie-
rółvnym rozdziale sekwencji repetvtvwnvch, a co za tym

idzie powstawaniu polimorficznych alleli (12, 37). Po-
wyższe zjawiska są przyczyną rożnic w autoradiogra-
mach otrzymałiych po hybrydyzacjt rozdzielonych elek-
troforetycznie i trawionych próbek DNA rvyrażających
się obecnością lub brakiem poszczególnych prążków.

Metoda DNA finger printing może być z tyclt wzglę-
dów pomocna w badaniu pokrcwieństwa między osob-
nikami m.in. w medycynic sądowej (l2, 16, 1B, 32).
W odróżnieniu od tradycyjnych metod wykorzystują-
cych badanic grup krwi, przy pomocy których mozna
jedynie wykluczyć pokrewicństwo, DNA finger printing
ofcruje dodatkowo możliwość wskazania takowego po-
krcwicństwa w oparciu o próbki DNA pochodzącc od
konkretnych osobników. DNA fingcr printing jest wy-
godnym narzędziem w szybkim badaniu zmian gene-
tycznycŁl, będących następstwem rozwoju tkanki ncwo-
tworowej Porównanie autoradiogramów plóbek DNA
pochodzących od zdrowych i chorych osobników uwida-
cznia pojawienie się nowych lub wypadnięcie niektó-
rych prążków związane z utratą alleli. Metoda ta moze
również znależć zastosowanie w wcryfikacji rodowodu
w hodowli zarodowej.

Sondy molekularne

Sonda moIekularna jest io spccjalnic oznakowany
fragment kwasu nukleinowego (DNA 1ub RNA), przy
pomocy którego można wykrywać specyficznc sekwencje
nukleotydowe w materiale biologicznym. Zastosowanie
sond molekularnych w badaniach naukowych, w tym
również w diagnostyce chorób zwie:ząI, jest efcktem
d-ynamicznic rozwi ja jące j się w ostatnich dziesięciole-
ciach dyscypliny określanej mianem biologii molekular-
nej Za przełornowy momcnt w rozwoju tcj tcchniki
lcadawczej można uznać doświadczenia wykonane w
1965 r. przez Gillespie i Spiege]mana (10), a dotyczącc
hybrydyzacji krłlasów nukleinowych na filtrach nitroce-
lulozowych Od tego momcntu dokcnano szeregu mody-
fikacji tej metody, zwiększających jej czułość, specyficz-
ncść, a także zwiększył się zakres zastoso-ń/ań od badąń
pcdstaw-owych (analiza genów, okreś]anie poziomu ek-
s,oresji, badanie struktu.ry DNA i RNA) aż do diagno-

;lIU' 
n""nretnych czynnikórłl chorobotwórczych włącz-

Stosowanic sordy mclekularnej np. w diagncstyce wi-
rusclogiczne j musi być poprzedzonc uzyskanicm ma-
teriału gcnctyczncgo potrzebnego do jcj konstrukcji tzn,
fragmcntu krlu,asu nukleinowego o interesującej bada-
cza ,sckwencji nukleotydów, który będzie hybrydyzował
tzn łączvł się chenicznie z odpowiadającym mu homc-
lcgicznym DNA 1ub RNA cbecnym w bad.anym matcria-
le biologicznym. Aby uzyskać materiał na sondę mole-
kularną trzcba znać przynajmniej fragmcnt sekwencji
nukJcotydowej, z którą ma ona hybrydyzoo,rrać. Na tcj
podstrwie istnieje możlir,vość jej syntezy chcmicznej rv
progralnowanym automa'lycznym urządzcniu do syniezy
oligonukleotydow. Zwykle syntetyzuje się jc r,v formie
krctkich fragmentów o długości od dwudziestu d_o dwu-
dziestukilku pal nukleotydów, które lvystarcza ją już
jako matcriał na sondę po oznakowaniu rad_icizotopem.
sonda Llkonstruowana w oparciu o taki fragment synte-
t3lczny jcst jednak gorsza od sondy otrzymanej z na-
ty,ltnego matcriału w tym scn:ic, zc daje częściej od-
czyny nieswoiste, słabszy sygnał w autoradiografi.i i wy-
maga sic.o,,.; ania tzr,v. łagoCnych warunkór,v r,v trakcie
h.ybrydyzacji i płukania, co często jest powodern znacz-
ncgo tła i mało czytelnych wyników. Pewnym ograni-
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czeniem w konstrukcji takiej sondy jest równicż znacz-
ny koszt syntezy chemicznej oligonukleotydów. W związ-
ku z powyższym często stosuje się następujący schemat
postępowania. Przy pornocy syntetycznego ołigonukleo-
tydu oznakowanego radioizotopem identyfikuje się po-
szukiwaną sekwencję w materiale biologicznym, a na-
atępnie klonuje się taki gen przy pomocy odpowiednie-
go wektora do bakterii, które można następnie łatwo
i szybko narnnożyć i uzyskiwać po oczyszczeniu dowol-
ną ilość żądałrego materiału genetycznego (szerzcj o klo-
nowaniu w dalszej części artykułu). Jedną z nowszych
technik (2B, 34) umożliwiających otrzyrnanie sondy jest
zastosowanie metody PCR - 

polymerase chain reacticn
(dokładne omówienie w oddzielnym artykule). W tym
celu syntetyzuje się parę oJ.igonukleotydów komplemen-
tarnych do obydwu nici pol;zukiwanego fragmentu DNA
na jego przeciwlcgłych końcach. Sekwencjc zawarte po-
międz1- tymi oligonukleotydami (zrvanymi równiez z
ang. primerami) są następnie w reakcji polimeryzacji
wielokroinie powielane. W wyniku tej reakcji uzyskuje
się miliony kopii wybranego fragmentu DNA, który
następnie będąc już w znacznycŁt (mikrogramowych)
,ilościach do dyspozycji może słuzyć jako matcriał na
sondę. Technika PCR może być rółvnicż wykorzystana
do bardzo wydajnego znakowania kwasów nuklcinowych
(36), umożliwiającego uzyskanic lvysokiej aktywności
specyficzncj (szerzej o znakowaniu w dalszej części ar-
tvkułu).

Znane są dwa zasadnicze rodzaje sond: gcrące i zimne,
Pierwsze z niclt - są to fragmenty kwasów nukleino-
lvych wyznakovzane pierwiastkiem radioaktywnym np.
izotopem fosforu, siarki lub trytem Natomiast drugi
rod-zaj - to sondy wyznakowane sublstancjami nieradio-
aktywnymi np, biotyną. Taka biotynylowana sonda jest
r-rastępnic po związaniu z poszukiwaną sekwcncją wy-
krywana w reakcji kolorymetrycznej przy pomocy ko:n-
pleksu avidyna-enzym lub streptawidyna-enzym. Tymi
metodami można wykrywaó nawet do 1 pg. pcszuki-
v;a-n]lch sekwencji. Uwaza Się, że sondy gcrące cechują
się więkl;zą czułością w porówłraniu do zimnych, nie-
mnie j jednak te o,statnie posiada ją cały szereg zalet
takich, jak: brak niebczpieczeństw związanych z opcro-
waniem izotopami, ich stabilnosó i związany z tym brak
ograniczeń czasowych w stosowaniu, możliwość stoso-
wania wyższych koncentracji sondy zwiększających czu-
łość ,sondy bez jednoczesncgo wzlostu tła, zna,cznie krót-
szy czas testu, co jest związane z brakiem autoradiogra-
fii, ponadto stosol,łtanie so,ndy zimncj jcst tańszc zwłasz-
CZa pTZy niezbyt częstych badaniach.

Zr-rakowanie DNA celem otrzymania sondv moleku-
larncj wykonujc się podobnymi metodami niczalcżnie
od, tego, czy substratem jcst nukleotyd znakcwany np.
fosfolem radioaktywnyrn, czy też nukłeotyd bictyny1o-
\rany. Najkrócej rzecz ujmując pclega o]lc na r,vymia-
n.c lub uzrłpełnieniu części nukleotydów tworzących
D}dA przcz nukleotydy znakowane. Znakowanic mcże
byó plorvedzonc na DNA jednonicic,wym po uprzednim
zdenaturowaniir cieplnym DNA dwu.niciowego, (DNA
jecinoniciowy służy vzówczas jako matryca dla enzymlt
polimerazy) , bądż też możliwe jest znakcwanie DNA
dl"vlr:licicwego. pclcga ono na wymienieniu części nu-
kleotydó"v (metoda nick-translacji tub przy użyciu pc-
limcrazy T4) 1,_ib dod_anir,r ich ną końcach DNA mające-
go slużyć jako sonda (metoda z wykorzystaniem kinazy
pclinulrlcctyC.owc j)

Najczęściej stoscwanymi metodami są: Nick-transla-
cja i znakowanic przy użyciu wielu primclów, W pierw-

lszej metodzie wykorzystuje się aktyl,,rnoŚĆ enzy,matycz-
ną dezoksyrybonukleazy I, który to enzym wykonuje
nacięcia (po angielsku ,,nick") w dwuniciowym DNA
mające postać ubytków części nukleotydów w jedncj
nici. Te ubytki są następnic uzupcłniane onzymatycznie
znakowanyrni nukleotydał,ni. W drugiej rnetodzic wyko-
rzystuje się mieszaninę syntetycznych heksanuklcotydów
jako primerów, które po dodaniu do zdenaturowanego
(jcdnonicior,vego) DNA poddawanego znakowaniu wiążą
się z nirn i dają początek enzymatycznej reakcji polime-
ryzacj na matrycy tegoż DNA, Ponieważ w Środowisklr
tejże reakcji enzymatycznej znajdują się znakowane nu-
kleotydy, są one wbudowywane do nowo lsyntctyzowa-
nej nici.

Stosunkowo nową techniką otrzymywania sond mo-
lekularnych o dużej aktywności specyficznej jest
wspomniana już metoda PCR. Metoda ta, podobnie jak
poprzednia, wykorzystujc reakcję polimeryzacji do wbu-
dołvywania (najczęściej radioaktywnych) nuklectydów
do syntetyzowancj nici, ale ponieważ jest to połączcne
z lównoległą amplifikacją DNA matrycowego, otrzyma-
ny produkt ccchuje się wyjątkowo dużą aktywnrlścią
specyficzną. Metoda ta pcLsiada cały szereg innych jesz-
czc zalet szczegóły mozna znalcźć w pracy (36).

klonowanie mclekularne

Stosowanie sond molekularnych bezpośrednio w diag-
nostyce czynników ctiologicznych chorób zakaźnych
zwierząt ol,az anomalii w aparacie genetycznym tc tylkc
je,dno z możliwych zastosowań tego narzędzia badaw-
czego, Równie wazne, a Tnoże nawet bardziej funda-
rnentalne zastosowanie mają sondy w inżynierii genc-
tycznej, a także w badaniach nad strukturą i funkcjono-
\ł,aniem genów. Jednym z podstavrorvych problemólv
pTzy prowadzeniu tego rodzaju badań jest polsiadanie
dostateczne j ilości materiału genetycznego, który ma
być obiektem manipulacji. Techniką, która umożliwia
osiągnięcie tego celu, jest tzw klonowanie molekularne.

Pod pojęciem klonowanie moleku],arne należy rozu-
mieć szereg technik z zakresu inż5rnierii genetycznej, ma-
jących na cełu identyfikację określonych, interesujących
bad_acza sekwencji DNA, a następnie ich przeniesicnie
lł- zdolny do replikacji układ biologiczny np. bakterie
celem umozlir,vienia biologicznej syntezy wklonowanego
materiału. PosiaCanie takiego klonu umozliwia badania
nad strukturą i sckv/encją kwasów nukleinowych, mc-
clranizmami transltrypcji i translacji, a także uzyskanie
zreko,mbinowanych białek do pi:odukcji imrnunologicz-
nie czynnych prcparatów, szczepionek i zestawów diag-
no3tycznych typu ELISA.

Ostateczny cel, jaki przyświeca badaczowi rzutuje na
rł,ybór metody postępo,łania przy klonowaniu Uzyska-
nie mozlil,vcści replikacji materiału gcnetycznego mcżli-
rve już jest przy zastosowaniu wektora prokariotycz-
nego np. pow,;zechnic stosolvanej bakterii E. colż, Na-
tomi.ast jcśli celem jcst uzyskanie pełnowartościowych
preparatÓW białkowych możliwych do stosovlania np.
-n profilaktyce chorób zakaźnycłr, wówczas ws]<azane
jort użycie wektora eulllarioiycznego np. kcmórck ssa-
ków. Przcwa.ga tych cstatnich nad wektorami prokario-
tycznymi tkwi w bardziej *;yspecjalizo\,va,nym apara-
cie enzymatycznym, który urnożliwia uzyskanie pełno-
vrartościo.,łrych białek odpo,wiadających budową i skła-
dem białtrronr natywnym, v/yl3tępującym w organizmach
ssa,ków. Komórki bakterii 1ub grzybów stosowane do
ekspresji nie mają w pełni takich możliwości.



Pierwszy etap klonowania zwykle
kacji i wyodrębnienia pojedynczego,
dacza genu spomiędzy innych genów
trudności zwiększa się w miarę przechodzenia od filo-
genetycznie niższych do wyższ;rch organizmów, o ile
to ich komórki lsą obiektcm badań. Aby to zilustrować
lnozila np. porównać haploidalnv genołn baktcri E. colż
o zawartości 4,2'l 100 par zasad z również haplcidal,nym

człowieka 3,3 X 109 par zasad. O ile w przy-
<teri,i klonując w bakteriofagu Ź, pojedyńczą
DNA o dł. 20 tys. par zasad na7eży wyodręb-

nić spośród ok. 1000 innych, to w przypadku genomu
s.aka ilość koniecznych do sprawdzenia k]onó-w równa
się ok. 0,5 miliona. Badanie genomu organizmów wyż-
szych, w tym gcnołnu ssaków wymaga zatem stol:owania
coraz doskonalszych metod selekcji genów, jak również
rvyboru odpowiednich wektorów zdołnych po:nieścić co-
laz 1iczniejsze tzw. biblioteki genów, Pod pojęciem bi-
blioteki genów rozumie się reprezcntację badanegc ge-
nomu w forrnie krótszych lub dłuższych jego fragmen-
tów, sklonowaną w wybranym wektorze. Obecnie, chcąc
]<Ionować w E. col,ż, mamy do dyspozycji zasadniczo
cz+ery rodzajc we
f agn Ź. ko,.midy
r\1 13. Niezależnre
pcwne wspólne schematy postępowania (25)

DNA, w których znajdujc się poszukiwana sekwcncja,
pa oczyszczeniu z białek jest cięty na mniejsze fragmen-
ty o dł. od kilku do kilkudziesięciu tys. par zasad przy
pomocy wybranego enzymu lestrykcyjnego. Następnie
tym lsamym enzymem przecina się cząst
Kolejnym etapem jest ligacja, czyll enz
łączenie donorowcgo DNA z DNA wekto
prowad_za się w obccności enzymu llgazy Po zakończe-
niu ligacji mamy dużą ilość cząste,czck wektora zawiera-
jąclrch różrre j długości fragmenty obcego DNA. Tak
zrelrombinorvanc czki wektora należy następnie
l,vprol,.radzić do ko bakteryjnej, co okreśia się mia-
ncm 5). Kolejjzola ryjnych,
intertcdy ;-;';"L"j
1arną homologiczną do posztrkiwanego genu.

zastosowanie sklonowanych genów

genomu
Wyko biotechncrlogiczne polega na wprowa-

dzeniu ego genu pTzy pomocy rł,ektora do
komórel t, drożdży lub eukariontów i ich hodo-
wli na skalę laboratoryjną lub przemysłową w celu

tu przemyśle
sk ne do pro-

L ..u erapll nlC-
Ą metodami

klasycznymi, tj. poprzez preparatykę z tkanek zwie-
Izęcych było.by niemożliwe. Dotyczy to szczególnie hcr-
monów, tj.: insuliny (27), somatostatyny (40), intcrfero-
nów (14, 15, 3B), czynników białkowych krwi stosowa-
nych w leczeniu hemofitii (11), hormonów płciow-ych (20),
nowotworovzego czynnika nekrotyczncgo (30) i innych.

Coraz konkretniej rysują rsię możliwości leczenia wic-
llr chorób genetycznych poprzez wymianę genów defek-
tywnych na prawidłowe. Dotyczy to np. anemii sierpo-
watej, gdzie przyczyną choro,by jest defekt genu kodu-
jąccgo hemoglobinę lub ciężkiego złożonego niedoboru
odporności (ang. SCID) związanego z defektem enzymu
dezarninazy adenozynowej w limfocytach T (41). Metoda
leczenia polega na pobraniu od chorego komórek szpi-
kowych, wprowadzeniu do nich żn uitro genu prawidło-
rvcgo i ponownym wszczepieniu ich choremu pacjentowi
pc zniszczeniu konórek defektywnych.

Bardzo zaawansowane są prace nad otrzvmywaniem
zrekombinowanych szczepionek i zestawów diagnostycz-
nych w wirusologii np. szczepionki przeciw wiru,:owe-
mu zapaleniu wątroby (35), pryszczycy (22), rnalarii (42),
chorobie Newcastle (29), wścickliźnie (B) itp,

Sklonowane geny stosuje się również w ro].nictwic
do ,,ulepszania" właściwości genetycznydn roś]in, np.
wpIowadzenie genu białka f asoli kodującego amino-
kwasy egzogennc do genomu słonecznika, a także do
zwiększania mrozoodporności roślin po ich zakażeniu
zrckombinowanył-n szczepcm bakterii Pseud,omonas sg-
ringe (cyt. za 3l).

Olbrzymie perspektywy ma stosowanie genetycznie
zmodyfikowanych mikroorganizmów w ochronie środo-
wiska naturalnego przed skutkami działalności człowic-
ka m.in. w neutralizacji wycieków ropy naftowej oraz
utylizacji ścieków przemysłowych i komunalnych. (cyt.
31).

Uwagi końcowe

IJybrydyzacja kwasów nukleinowych i stosowanie
sond molekularnych 

- to tyiko fragment z całego sze-
rcgu metod stosowanych w diagnostyce chorób zakaż-
nych zwierząt. Czas pokaże, czy te metody będą w sta-
nic zdominować w przy.szłości klasyczne metody wiru-
sologiczne. Ich znaczenic jednak stale rośnie głównie ze
względu na ogromną czułość i specyficzność. Kwas nu-
kleinowy ,łi r ynie
jako nośnik c oce-
sic replikacj Z ją"a
te-,ndcncja z ą nu-
kle ino,ł5rch jako nośnika olbrzymiej ilości inf ormac ji
i w związku z tyrn kryjących wielkie możliwości iclen-
t5,fikowania poszczególnych, serod,ogicznie identycznych
czynników zakaźnycLl. Przykładem może być zastoso-
wanie metody ,,Di{A finger printing'' przcz bad,aczy
analizujących wybuch epidernii pryszczycy w 1981 r. w

Wana.

Zastosowanie metod biologii molekularncj do anali-
zowania nierozróznialnych serologicznie szczepów wiru-
sowych nie możliwości tych rn
one być bar e takżc w diag.nost
la,tencji, prz wTaz z tolerancją
giczną i zruiązanym z lym stanem brakiem przeciwciał.

Piśmiennictwo d_ostarcza na bieżąco duże j i]ości in-
formacji, z któryclt wynika, że sondy molekularne są
stosowane z powodzeniem w diagnostyce większości wi-
rusów, a także innych czynników zakaźnych będących
przyczyną chorób zwierząt, W Polsce sondy molekular-
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ne były stosowane w diagnostyce zakażeń wirusem bia-
łaczki bydtęcej (33) i wiruscm choroby Aujeszkyego (23).
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artykuł przegląilowy

Zoslosowonie metod biologii molekulornei w diognoslyce welerynoryinei

Katedra Epizootiologii i Ktinika Chorób 7,akażnych ZwieIZąt wydziału Welclyne.fy:nego AR,
ul. Głęboka 30, 20-612 Lublin

Wykrycie enzylnów restrykcyjnych i technik pozwa-
lających na rekombinację, a także na łączenie cząsteczek
DNA pochodzących z różnych organizmów z DNA plaz-
midów, bądź wirusów stanow,iących wcktory do wpro-
wadzania obccgo DNA do komórek biorców, można
uznać za początek powstania tzw. inżynierii genetycz-
nej. Jest ona jednak konsekwencją cpokowego odkrycia
roli DNA jako substancji dziedzicznej i faktu posługi-
lł,ania cią przcz wszystkie organizmy jednyrn i tym sa-
mym kodcm genetycznym przy biosyntezie białek. Dń,ę-
ki swym właściwościom restryktazy stały się narzędzia-
mi inżynicrii gcnetycznc j, umożli,wiając dokonywanie
rekombinacji (łączenia) cząsteczek DNA różnego pocho-
dzenia w układach pozakomórkowych - żn użtro. Res-
tryktazy (enzymy przecina jącc cząsteczkę kwasu nu-
kleinowego w obrębie Tozpoznawane j sekwcncji) roz-
poznają z teguły jedną, ściśle określołrą sekwencję nu-
kleotydów i trawią wiązanie fosfodwuestrowe w każdej
z nici DNA. Duża ltczba enzyrnów re,strykcyjnych prze-
cina dwa komplcmentarne łańcuchy podwójnej spirali
DNA z pozostawieniem krótkich odcinków pojedynczych
rrici (tzw. lepkie końce). Fragmenty DNA, nawet róż-
ncgo pochodzenia, Iecz stralvi.one tym samym enzymem
J,ub różnymi enzymami rozpoznającvmi tę samą sekwen-
cję cięcia kwasu nukleinowego, mogą ponownie łączyć
się ze sobą w dowolnej kornbinacji na zasadzie komple-
mentarności ovrych końców. Możli.wość włączenia frag-

mcntów DNA do wektora - ę7ągf,ęę7ęk DNA posiada-
jących zdolność autonomicznego powielania się - stwo-
rzyło szansę klonowania molekularnego. Plazmidy, czy
baktcriofagi (wcktory) mają na ogół tylko jedno micj-
sce podatne na trawicnie danym enzymem restrykcyj-
nym, co umożliwia podstawienie w to miejsce obcego
fragmentu DNA pociętego najczęściej tą samą rcstryk-
tazą. W wyniku wprowadzenia takich zrekombinowa-
nych cząsteczek kwasu nukleinowego do odpowiednich
bakterii i ich namnożełria dochodzi do amplifikacji (wie-
1okrotnego powielania się) poszczególnych sekwencji
wraz z całyrni wektorami, do których zo,stały wbudowa-
ne. Zbiór klonów (grupa komórck bakteryjnych pocho-
dząca od jednej komórki baktcryjnej) zawierających
plazmidy lub fagi zrekombinowane losowo z fragmen-
tami badanego DNA, ktorc łącznie reprezentują całko-
wity genorn, określamy mianem biblioteki lub banku
genów. Sklonowane rekoł-nbinanty można następnic izo-
Ial^łać z ko,mórek bakteryjnycłl, otaz ,,wycinać" z niclt
wcześnicj użytą restryktazą badane fragmenty. W ten
sposób otrzymujemy geny, ich fragmenty lub sekwencje
o nicznanych dotychczas właściwościach, w ilościach
umożliwiających dokonywanie z nimi wszelkich mani-
puJ,acji biochemicznych i genetycznych.

\Yraz z o,praco,waniem technik rekombinacji i klono-
wania DNA pojawiła się sprawa praktycznego zar]toso-
,uvania inżynierii genetycznej w różnych dzicdzlnach


