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Hybrydyzacja kwasow nukleinowych, czyli zdolnos¢
do laczenia sie w odpowiednich warunkach pojedyn-
czych, odpowiadajacych sobie (komplementarnych) nici
kwasow nukleinowych w strukture dwuniciows, Jest
podstawsa szeregu technik obecnic szeroko stosowanych
w biologii i naukach pokrewnych. Zastosowania tych
metod siegaja od badan podstawowych z zakresu biologii
molekularnej az do diagnostyki choréh majacych swe
zrodlo w anomaliach genetycznych.

Dwie charakterystyczne ccchy tego procesu opisanego
po raz pierwszy przez Marmura i Doty w 1961 r. (26),
tj. ze dwie sekwencje formujace dupleks musza sie cc-
chowaé komplementarno3cig oraz ze stabilno$¢ dupleksu
zalezy od stopnia komplementarnosci zostaly szybko
zauwazone i wykorzystane do analizy zaleznosci po-
miedzy sekwencjami kwaséw nukleinowych. Proces hy-
brydyzecji byl pastepnie wykorzystany do badania
struktury DNA i RNA. Jako przyklad mozna podaé ob-
serwacie poczynione przez Brittena i Kohne (6), ktorzy
zauwazyli, ze reasocjacja zdenaturowanego wezesniej
DNA eukariontéw nastepuje znacznie szybciej, niz by
to wynikalo z jego zlozonej struktury i co doprowadzito
wspomnianych autoréw do odkrycia wystepowania w
DNA tej grupy organizméw znacznego odsetka sekwen-
¢ji powtarzajacych sie. W badaniach ewolucyjnych ba-
danie stabilnosci termicznej duplekséow okazato sie cen-
na metoda w okreslaniu pokrewienstwa pomiedzy gena-
mi réznych gatunkow ro$lin i zwierzat., Dalszym zna-
czacym rnomentem w rozwoju technik bazujacych na
hvbryvdyzacji kwasew nukleinowych byly odkryeia do-
konzne w latach 60-tych przez Gall 1 Pardue (9). Bada-
cze ci wprowadzili po raz plerwszy metode lokalizowa-
nia pozycji specyficznych sckwencji nukleotydowych
w jadrze lub chromosomach poprzez hybrydyzacje son-
dy do materialu komérkowego utrwalonego na szkictku
mikroskopowym.

Znacznym impulsem do pelnigjszego wykorzystania
tveh technik byl rozwoj technik rekombinacji DNA
i potrzeba posiadania metody w vkrywania interesuja-
evel badacza sekwencji w zrekombinowanych klonach.
Grunstein i Hogness (13) zastosowali po raz pilerwszy
hybrydyzacje do kolonii bakteryjnych, a Benton i Da-
vies (3) do analizowania lysinek tagowych., Te metody
miaty olbrzymie znaczenic dla rozwoju technik anali-
zowania sekwencii i budowy DNA. Zastosowanie tech-
niki elektroforczy do rozdzialu fragmentow kwasow nu-
kleinowych trawionych enzymami restrykeyinymi w
polaczeniu z wprowadzeniem metody transferu rozdzie-
lonych frakeji na filtr nitrocelulozowy z nastepowa hy-
nmozliwilo  identyfikowanic sgpeeyficznych

brydyzacia
sekwencji wsrod innych prazkéw (metoda Southerna,
ang. Southern blotting) (39) i dalo poczatek dalszym mo-
dyfikacjom znanym (z ang.) jak Northern (1) i Dot blot-
ting (21).

Reasumujac obecne zastosowania metody hybrydyzacji

nukleinowych nalezaloby je wymicni¢ w nastepujacym

porzadku:

— analiza hybrydyzacji w roztworze w badaniach nad
hudowag i strukturg genomu,

— hybrydyzacja na noéniku statym (hybrydyzacja z re-
plikami kolonii bakteryjnych i fagowych, met. Sout-
hern, Northern i Dot-blotting oraz DNA  finger
printing),

— hybrydyzacja ,in situ”,

_ elektronomikroskopowe badania hybrydéw kwasow
nukleinowych.

Powyzsza terminologia wymaga wyjasnicn; metoda
Southerna lub z ang. ,Southern blotting” dotyczy ba-
dania tochnika hybrydyzacji kwasu dezoksyrybonu-
kleinowego (DNA). Dla odréznicnia badanie tg technika
RNA okreéla sie mianem ,Northern blotting”. W obu
tych technikach hybrydyzacja jest poprzedzona trawic-
niem cnzymami restrykeyjnymi i rozdzialem clektro-
foretycznym, a nastepnic transferem badanego kwasu
nukleinowego na filtr nitrocelulozowy. W odroznieniu
— metoda ,,Dot blotting” przyjefo nazywac hyhrydyza-
cje do sondy molckularnej zaréwno DNA, jak i RNA
znajdujacego sie na filtrze nitrocelulozowym bez uprzed-
niego trawienia enzymami restrykevinymi rozczialu
elektroforetycznego.

Ze wzgledu na ograniczone ramy niniejszego artykulu
zostanie przedstawiona jedynic krotka charakterystyka
wybranych technik, mogacych mie¢ znaczenie w diagno-
styce chordob wirusowych zwierzat. Jedng z najczescie]
stosowanych jest metoda Southerna. Metoda ta ma na
celu identyfikacje poszukiwanych przez badacza sc-
kwencji DNA z reguly posréd olbrzymiej masy innych
sekwencji w danym momencic nieistotnych. W tym
celu badany DNA jest ciety wybranym enzymem
restrykeyinym na fragmenty rozdzielane nastepnie clek-
troforetycznie w zelu agarozowym. Uwidocznienie pro-
duktéw trawienia nastepuje po zanurzeniu zelu w roz-
tworze bromku etydyny w postaci efcktu fluorescencil.
Rozdzial elektroforetyczny nie daje, zwlaszcza w przy-
padky trawienia genomowego DNA, praktyveznie zad-
nych informacji ze wzgledu na ogromna ilos¢ prazkow
uszeregowanyeh od najkrotszych do najdluzszych, wsrocd
ktorych trudno jest zidentyfikowae ten, ktory zawlera
poszukiwane sekwencje. Dopiero hybrydyzacja w roz-
tworze sondy molekularnej pozwala na jego zlokalizo-
wanie. W tym miejscu wyjasnienic: sonda molekularna
jest to wyznakowany pierwiastkiem radioaktywnym lub
innym markerem i zdenaturowany do struktury jedno-
niciowej fragment genu o sckwencji odpowiadajace]
(homologicznej) poszukiwanemu fragmentowl kwasu nu-
kleinowego (szersza charakterystyka w podrozdziale:
sondy molekularne).

DNA po rozdzicleniu w elektroforezie jest denaturo-
wane, czyli przeksztalcanc ze struktury dwuniciowej
w jednoniciows i przencszone metods sgczenia kapilar-
nego na filtr nitrocclulozowy. DNA przyczepiony na
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filtrze jest nastepnie zapiekany w temp. 80°C celem
zwiazania jego pojedynczych nici ze strukturg filtra.
Z kolei filtr jest zanurzany w roztworze sondy moleku-
larnej, w ktorym pozostaje od kilku do kilkunastu go-
dzin przy zachowaniu $cisle okreslonych warunkéw
temperaturowych i stezenia soli (ma to pierwszorzedne
znaczenie dla szybkos$cl hybrydyzacji). W trakeie tej pro-
cedury ma miejsce lgczenie sondy molckularnej z tymi
fragmentami DNA, ktére sg w stosunku do niej homo-
logiczne. Po zakonczeniu hybrydyzacji filtr plucze sig
celem usuniecia niezwigzanej puli sondy i w przypadku,
gdy byla ona wyznakowana materialem radioaktywnym
eksponuje filtr wobec kliszy rentgenowskiej. Na kliszy
w miejscach odpowiadajgeych wigzaniu sie DNA z sonda
wystapia w zwiazku z tym zaczernicnia. Powyzsza me-
toda informuje nas, czy dana sekwencja wystepuje w
badanym matcriale, a ponadto pozwala na okreslenie
wielko3ei poszukiwanego fragmentu i1 jego koncentracji
przez poréwnanie ze wzorcowym DNA znajdujacym sie
na filtrze i poddawanym podobnej obroébece. Informacje
tc uzyskuje sie na podstawie lokalizacji prazka 1 stop-
nia zaczernienia kliszy proporcjonalnego do czasu ekspo-
zycji i ilogci zwigzanego materiatlu radioaktywnego.

Z innych metod wykorzystujacych technike hybrydy-
zacji na filtrach, a mogacych mieé zastosowanie w diag-
nostyce wirtisologicznej nalezaloby wymienié¢é hybrydy-
zacje ,in situ” i ,,DNA finger printing”

Hybrydyzacja ,,in situ”

Ta metoda jest szeroko stosowana do wykrywania
specyficznych sekwencji w preparatach histologicznych,
chromosomach, pojedynczych komérkach lub skrawkach
tkanek (2, 4, 5, 17, 24). Od metody Southerna rézni sie
tym, ze mozna Ja stesowac bezpoSrednio na szkielku
mikroskopowym bez uprzednicgo transferu na filtr ni-
trocclulozowy. Metoda ta umozliwia nic tylko wykrycie
obecnoscl poszukiwanych sekwencji, lecz takze ich pre-
cyzyjna przestrzenng lokalizacje w komorce. Znajduje
to zastosowanie np. do wykrywania RNA, ktore jest
obcene w nicwielkiej subpopulacji badanych komorek
i ktérce nic mogloby by¢ wykryte po jego ekstrakeji
z calcj tkanki ze wzgledu na olbrzymie ,zanieczyszcze-
nie” pozostalymi rodzajami RNA, W takich przypadkach
mctoda hybrydyzacji ,,in situ” gwarantuje wiekszg czu-
108¢, niz stosowana do wykrywania sekwencji RNA me-
toda Northern blotting. Jeéli chodzi o sonde, to znakuje
sie jg zaréwno pierwiastkami radicaktywnymi, jak
i biotyna. Ze wrzgledu na koniecznos$¢ precyzyjnej loka-
lizacji poszukiwanych sckweneji stosuje sie jedynie
niskoencrgetyczne izotopy np. tryt.

DNA finger printing

Hybrydyzacja na noéniku stalym w metodzie okresla-
nej z ang. jako ,,DNA finger printing” wydaje sie mieé
ogromne perspektywy diagnostyczne (18). Wykorzystuje
cig tutaj obecnoi¢ w DNA eukariontéw znacznego od-
setka tzw. sckwencji powtarzajacych sig oraz ccchujg-
cych sie duzg zmicnnosciag 1 w zwiagzku z tym nadaja-
cych DNA roszczegolnych osobnikéw niepowtarzalny
charakter i indywidualno$¢, podobnie jak to jest z ukla-
dem linii papilarnych, bedacych indywidualna, rozniaca
cechg kazdego czlowieka. Ta zmienno$é ma swoje zrodio
prawdopodobnie w mechanizmic rckombinacji genctycz-
nej w trakcie mejozy lub mitozy, polegajgcej na nie-
rownym rozdziale sekwencji repetytywnych, a co za tym

idzie powstawaniu polimorficznych alleli (12, 37). Po-
wyzsze zjawiska sg przyczyna roézinic w autoradiogra-
mach otrzymanych po hybrydyzacji rozdzielonych elek-
troforetyeznie i trawionych probek DNA wyrazajacych
sie obecnoscig lub brakiem poszczegélnych prazkéow.

Metoda DNA finger printing moze byé z tych wzgle-
dow pomocna w bhadaniu pokrewienstwa miedzy osob-
nikami m.in. w medycynic sadowej (12, 16, 18, 32).
W odréznieniu od tradycyjnych metod wykorzystuja-
cych badanic grup krwi, przy pomocy ktorych mozna
jedynie wykluczyé pokrewicnstwo, DNA finger printing
oferuje dodatkowo mozliwo$é wskazania takowego po-
krewicnstwa w oparciu o prébki DNA pochodzgce od
konkretnych osobnikow. DNA finger printing jest wy-
godnym narzedziem w szybkim badaniu zmian gene-
tycznych, bedgeych nastepstwem rozwoju tkanki nowo-
tworowej. Pordéwnanie autoradiogramoéow prébek DNA
pochodzacych od zdrowych i chorych osobnikéw uwida-
cznia pojawienie sie nowych lub wypadniecie niekto-
rych prgzkéw zwigzane z utratg alleli. Metoda ta moze
rowniez znalezé zastosowanie w weryfikacji rodowodu
w hodowli zarodowej.

Sondy moelekularne

Sonda molekularna jest to specjalnie oznakowany
fragment kwasu nukleinowego (DNA lub RNA), przy
pomocy ktorego mozna wykrywaé specyficzne sekwencje
nukleotydowe w materiale biologicznym. Zastosowanie
cond molekularnych w badaniach naukowych, w tym
rowniez w diagnostyce choréb zwierzat, jest efcktem
dynamicznic rozwijajgcej sie w ostatnich dziesieciole-
ciach dyscypliny okre$lanej mianem biologii molekular-
nej. Za przetomowy moment w rozwoju tej techniki
bhadawczej mozna uzna¢ dodwiadczenia wykonane w
1965 r. przez Gillespie i Spiegelmana (10), a dotyczace
hybrydyzacji kwaséw nukleinowych na filtrach nitroce-
lulozowych. Od tego momentu dokonano szeregu mody-
fikacji tej metody, zwiekszajacych jej czulosé, specyficz-
noi¢, a takze zwiekszy? sie zakres zastosowan od badan
podstawowych (analiza genodow, okreslanie poziomu ek-
soresji, hadanie struktury DNA i RNA) az do diagno-
styki konkretnych czynnikéw chorobotwoérczych wiacz-
nie.

Stosowanic sondy mclekularnej np. w diagnostyce wi-
rusologicznej musi byé poprzedzone uzyskanicm ma-
terialu genetycznego potrzebnego do jej konstrukeji tzn.
fragmentu kwasu nukleinowego o interesujacej bada-
cza sckwencji nukleotydéw, ktory bedzie hybrydyzowat
tzn. laczyl sie chemicznie z odpowiadajgcym mu homo-
logicznym DNA lub RNA obecnym w badanym materia-
le biolcgicznym. Aby uzyska¢ material na sonde mole-
kularna trzeba znaé przynajmniej fragment sekwencji
nukleotydowej, z ktorag ma ona hybrydyzowaé. Na tej
podstawie istnieje mozliwoéé jej syntezy chemiczne] w
programowanym automatycznym urzadzeniu do syntezy
oligonukleotydéw. Zwykle syntetyzuje sie je w formie
krétkich fragmentéw o diugodei od dwudziestu do dwu-
drziestukilku par nukleotydow, ktére wystarczaja juz
jako matcrial na sonde po oznakowaniu radioizotopem.
Sonda skonstruowana w oparciu o taki fragment synte-
tyczny jest jednak gorsza od sondy otrzymanej z na-
tywnego materialu w tym scnsie, Ze daje czesciej od-
czyny nieswoiste, stabszy sygnal w autoradiografii i wy-
maga siczowania tzw. lagednych warunkow w trakcie
hybrydyzacji i plukania, co czesto jest powodem znacz-
nego tta i mato czytelnych wynikéw. Pewnym ograni-
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czeniem w konstrukeji takiej sondy jest réwnicz znacz-
ny koszt syntezy chemicznej oligonukleotydow. W zwigz-
ku z powyzszym czesto stosuje sie nastepujacy schemat
postgpowania. Przy pomocy syntetycznego oligonukleo-
tydu oznakowanego radioizotopem identyfikuje sie po-
szukiwang sekwencje w materiale biologicznym, a na-
stepnie klonuje sie taki gen przy pomocy odpowiednie-
go wektora do bakterii, ktére mozna nastepnie latwo
i szybko namnozyé¢ i uzyskiwaé po oczyszezeniu dowol-
ng ilos¢ zgdanego materiatu genetycznego (szerzej o klo-
nowaniu w dalszej czesci artykutu). Jedng z nowszych
technik (28, 34) umozliwiajacych otrzymanie sondy jest
zastosowanie metody PCR — polymerase chain reaction
(dokladne omodwienie w oddzielnym artykule). W tym
celu syntetyzuje sie pare oligonukleotydéow komplemen-
tarnych do obydwu nici poszukiwanego fragmentu DNA
na jego przeciwleglych koncach. Sekwencje zawarte po-
miedzy tymi oligonukleotydami (zwanymi réwniez z
ang. primerami) sg nastepnie w reakcji polimeryzacji
wielokrotnie powielane. W wyniku tej reakcji uzyskuje
sie miliony kopii wybranego fragmentu DNA, ktoéry
nastepnie bedac juz w znacznych (mikrogramowych)
iloSciach do dyspozycji moze sluzyé jako material na
sondg. Technika PCR moze by¢ réwniez wykorzystana
do bardzo wydajnego znakowania kwaséw nukleinowych
(36), umozliwiajgcego uzyskanic wysokiej aktywnosci
specyficznej (szerzej o znakowaniu w dalszej cze$ci ar-
tykutu).

Znane sg dwa zasadnicze rodzaje sond: gorgce i zimne.
Pierwsze z nich — sa to fragmenty kwaséw nukleino-
wych wyznakowane pierwiastkiem radioaktywnym np.
izotopem fosforu, siarki lub trytem. Natomiast drugi
rodzaj — to sondy wyznakowane substancjami nieradio-
aktywnymi np. biotyng. Taka biotynylowana sonda jest
nastepnic po zwiazaniu z poszukiwang sekwencja wy-
krywana w reakcji kolorymetrycznej przy pomocy komn-
pleksu avidyna-enzym lub streptawidyna-enzym. Tymi
metodami mozna wykrywaé nawet do 1 pg. pcszuki-
wanych sekwencji. Uwaza sie, ze sondy gorgce cechuja
sie wiekszg czuloscia w pordéwnaniu do zimnych, nie-
mniej jednak te ostatnie posiadaja caly szereg zalet
takich, jak: brak niebezpieczenstw zwigzanych z opero-
waniem izotopami, ich stabilno$¢ i zwigzany z tym brak
ograniczen czasowych w stosowaniu, mozliwo$é stoso-
wania wyzszych koncentracji sondy zwiekszajgcych czu-
toi¢ sondy bez jednoczesnego wzrostu tla, znacznie krot-
szy czas testu, co jest zwigzane z brakiem autoradiogra-
fii, ponadto stosowanie sondy zimnej jest tansze zwlasz-
cza przy niezbyt czestych badaniach.

Znakowanie DNA celem otrzymania sondy moleku-
larncj wykonuje sie podobnymi metodami niczaleznie
od tego, czy sukstratem jest nukleotyd znakowany np.
fosforem radicaktywnym, czy tez nukleotyd biotynylo-
weny. Najkréce] rzecz ujmujac polega ono na wymia-
nie lub uzupelnieniu czeSci nukleotydéw tworzacych
DNA przez nukleotydy znakowane. Znakowanic moze
byé prowadzonc na DNA jednoniciowym po uprzednim
zdenaturowaniu cieplnym DNA dwuniciowego, (DNA
jednoniciowy stuzy wowczas jako matryca dla enzymu
polimerazy), badz tez mozliwe jest znakowanie DNA
dwunicicwego. Polega ono na wymienieniu czesci nu-
kleotydéw (metoda nick-translacji lub przy uzyciu po-
limerazy T4) lub dodaniu ich na koficach DNA majace-
g0 stuzy¢ jako sonda (metoda z wykorzystaniem kinazy
pelinukleotydowej).

Najczesciej stosowanymi metcdami s3: Nick-transla-
cja i znakowanic przy uzyciu wielu primerow. W pierw-

5zej metodzic wykorzystuje sie aktywnosé enzymatycz-
ng dezoksyrybonukleazy I, ktéry to enzym wykonuje
nacigcia (po angielsku ,nick”) w dwuniciowym DNA
majgce postaé ubytkow czeSci nukleotydéw w jednc]
nici. Te ubytki sa nastepnie uzupelniane enzymatycznie
znakowanymi nukleotydami. W drugiej metodzie wyko-
rzystuje sie mieszanine syntetycznych heksanukleotydow
jako primeréw, ktore po dodaniu do zdenaturowanego
(jednoniciowego) DNA poddawanego znakowaniu wigzg
sie z nim i dajg poczatek enzymatycznej reakeji polime-
ryzacji na matrycy tegoz DNA. Poniewaz w srodowisku
tejze reakceji enzymatycznej znajduja sie znakowane nu-
kleotydy, sa one wbudowywane do nowo syntetyzowa-
nej nici.

Stosunkowo nowg technikag otrzymywania sond mo-
lekularnych o duzej aktywnosci specyficznej jest
wspomniana juz metoda PCR. Metoda ta, podobnie jak
poprzednia, wykorzystuje reakcje polimeryzacji do wbu-
dowywania (najczesciej radioaktywnych) nukleotydow
do syntetyzowanej nici, ale poniewaz jest to polaczone
z rownolegly amplifikacja DNA matrycowego, otrzyma-
ny produkt cechuje sie wyjatkowo duzg aktywnoscia
specyficzna. Metoda ta pesiada caly szereg innych jesz-
cze zalet; szezegdly mozna znalezé w pracy (36).

Klonewanie meclekularne

Stosowanie sond molekularnych bezposrednio w diag-
nostyce czynnikéw ctiologicznych choréb zakaznych
zwierzat oraz anomalii w aparacie genetycznym to tylko
jedno z mozliwych zastosowan tego narzedzia badaw-
czego. Roéwnie wazne, a moze nawet bardziej funda-
mentalne zastosowanie majg sondy w inzynierii genc-
tycznej, a takze w badaniach nad strukturg i funkcjono-
waniem genoéw. Jednym z podstawowych probleméw
przy prowadzeniu tego rodzaju badan jest posiadanie
dostatecznej iloSci materialtu genetycznego, ktéry ma
by¢ obiektem manipulacji. Technikg, ktéra umozliwia
osiggniecie tego celu, jest tzw. klonowanie molekularne.

Pod pojeciem klonowanie molekularne nalezy rozu-
mie¢ szereg technik z zakresu inzynierii genetycznej, ma-
jacych na celu identyfikacje okreslonych, interesujacych
badacza sekwencji DNA, a nastepnie ich przeniesienie
w zdolny do replikacji uklad biologiczny np. bakterie
celem umozliwienia biologicznej syntezy wklonowanego
materiatu. Posiadanie takiego klonu umozliwia badania
nad struktura i sckwencja kwasow nukleinowych, me-
chanizmami transkrypcji i translacji, a takze uzyskanie
zrekombinowanych biatek do produkeji immunologicz-
nie czynnych preparatow, szczepionek i zestawoéw diag-
nostycznych typu ELISA.

Cstateczny cel, jaki przyswieca badaczowi rzutuje na
wyhoér metody postepowania przy klonowaniu. Uzyska-
nie mozliwesci replikacji materialu genetycznego mozli-
we juz jest przy zastosowaniu wektora prokariotycz-
nege np. powszechnic stosowanej bakterii E. coli. Na-
tomiast jesli celem jest uzyskanie pelmowartosciowych
preparatéw bialkowych mozliwych do stosowania np.
w profilaktyce choréb zakaznych, wowezas wskazane
jest uzycie wektora euvkariotycznego np. komérck ssa-
kow. Przewaga tych ostatnich nad wektorami prokario-
tycznymi tkwi w bardziej wyspecjalizowanym apara-
cie enzymatycznym, ktéry umozliwia uzyskanie pelno-
wartofciowych biatek odpowiadajacych budowg i skia-
dem biallkkom natywnym, wystepujacym w organizmach
ssakow. Komorki hakterii tub grzybéw stosowane do
ekspresji nie maja w pelni takich mozliwosci.
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Pierwszy etap klonowania zwykle wymaga identyfi-
kacji i wyodrebnienia pojedynczego, interesujacego ba-
dacza genu spomiedzy innych genéw. Przy czym skala
trudnosici zwieksza sie w miare przechodzenia od filo-
genetyeznie nizszych do wyzszych organizméw, o ile
to ich komérki 53 obiektem badan. Aby to zilustrowaé
mozna np. poréwnaé¢ haploidalny genom bakteri E. coli
0 zawartosci 4,2 X 10° par zasad z réwniez haploidalnym
genomem czlowieka 3,3 X 10° par zasad. O ile w przy-
padku bakterii klonujae w bakteriofagu 4, pojedynczg
stkweneje DNA o db 20 tys. par zasad nalezy wyodreb-
ni¢ spozroéd ok. 1000 innych, to w przypadku genomu
szaka ilo$¢ koniecznych do sprawdzenia klonéw réwna
sig ok. 0,5 miliona. Badanie genomu organizmow WYz~
szych, w tym genomu ssakéw wymaga zatem stosowania
coraz doskonalszych metod selekeji genéw, jak réwniez
wyboru odpowiednich wektoréw zdolnych pomieécié co-
taz liczniejsze tzw. biblioteki genéw. Pod pojeciem bi-
blioteki genéw rozumie sie reprezentacje badanego ge-
nomu w formie krétszych lub dluzszych jego fragmen-
tow, sklonowana w wybranym wektorze. Obecnie, chege
klonowaé¢ w E. coli, mamy do dyspozycji zasadniczo
cztery rodzaje wektorow: plazmidy, pochodne bakterio-
faga 4, kosmidy i bakteriofagi jednoniciowe z grupy
M 13. Niezaleznie od roznic pomiedzy nimi ohowigzuja
pewne wspolne schematy postepowania (25).

DNA, w ktérych znajduje sie poszukiwana sekwencija,
pe oczyszezeniu z biatek jest ciety na mniejsze fragmen-
ty o di. od kilku do kilkudziesieciu tys. par zasad przy
pomocy wybranego enzymu restrykcyjnego. Nastepnie
tym samym enzymem przecina sie czgsteczke wektora.
Kolejnym etapem jest ligacja, czyli enzymatyezne po-
faczenie donorowego DNA z DNA wektora, ktora prze-
prowadza si¢ w obecnosci enzymu ligazy. Po zakoncze-
niu ligacji mamy duzg iloé¢ czasteczek wektora zawiera-
jacych roéinej diugosei fragmenty obcego DNA. Tak
zrekombinowane eczasteczki wektora nalezy nastepnie
wprowadzi¢ do komorki bakteryijnej, co okresla sie mia-
nem transformacji bakterii (25). Kolejnym etapem jest
izolacja tych komérek bakteryjnych, ktore zawieraja
interesujgey nas gen. Dokonuje sie jej przy uzyciu me-
tedy hybrydyzacji DNA komérkowego z sonda moleku-
larng homologiczng do poszukiwanego genu.

Zastosowanie sklorswanyeh genéw

Pcsiadanie sklonowanego genu umozliwia wykorzysta-
nic go w celach badawezych oraz najogélniej mowiac —
biotechnologicznych. W nauce sklonowane geny sa wy-
korzystywane m.in. jako sondy molekularne w diagno-
styce chorob wirusowyeh, w badaniu poziomu ekspresji
w dancj tkance, w badaniach nad struktura i funkeja
genomu,

Wykorzystanie biotechneclogiczne polega na wprowa-
dzeniu okreflonego genu przy pomocy wektora do
komoérek bakterii, drozdzy lub eukariontéw i ich hodo-
wli na skale laboratoryjna lub przemyslowa w celu
uzyskonia produktu ekspresii tego genu. W przemyS$le
farmaceutyeznym sklonowane geny sa stosowane do pro-
dukeji preparatow bialkowych uzywanych w terapii nie-
ktoryeh chorob na skale, ktorej osiagniecie metodami
klasycznymi, tj. poprzez preparatyke z tkanck zwie-
rzecych byloby niemozliwe. Dotyczy to szczegblnie hor-
mondéw, tj.: insuliny (27), somatostatyny (40), interfero-
néw (14, 15, 38), czynnikéw biatkowych krwi stosowa-
nych w leczeniu hemofilii (11), hormonéw plciowych (20),
nowotworowego czynnika nekrotycznego (30) i innych.

Coraz konkretniej rysuja sie mozliwosci leczenia wic-
lu choréb genetycznych poprzez wymiane genow defek-
tywnych na prawidlowe. Dotyczy to np. anemii sierpo-
wate], gdzie przyczyna choroby jest defekt genu kodu-
jaccgo hemoglobine lub ciezkiego ztozonego niedoboru
odpornosci (ang. SCID) zwiazanego z defektem enzymu
dezaminazy adenozynowej w limfocytach T (41). Metoda
leczenia polega na pobraniu od chorego komérek szpi-
kowych, wprowadzeniu do nich in witro genu prawidto-
wego 1 ponownym wszezepieniu ich choremu pacjentowi
po zniszczeniu komérek defektywnych.

Bardzo zaawansowane sg prace nad otrzymywaniem
zrekombinowanych szczepionek i zestawow diagnostycz-
nych w wirusologii np. szczepionki przeciw wirusowe-
mu zapaleniu watroby (35), pryszezycey (22), malarii (42),
chorobie Newecastle (29), wscickliznie (8) itp.

Sklonowane geny stosuje sie réwniez w rolnictwic
do ,ulepszania” wlasciwosci genetycznych roslin, np.
wprowadzenie genu biatka fasoli kodujacego amino-
kwasy egzogenne do genomu stonecznika, a takze do
zwigkszania mrozoodpornosei roslin po ich zakazeniu
zrckombinowanym szczepem bakterii Pseudomonas sYy-
ringe (cyt. za 31).

Olbrzymie perspektywy ma stosowanie genetycznie
zmodyfikowanych mikroorganizméw w ochronie $rodo-
wiska naturalnego przed skutkami dzialalnosci czlowie-
ka m.in. w neutralizacji wyciekéw ropy naftowej oraz
utylizacji $ciekéw przemystowych i komunalnych. (cyt.
31).

Uwagi koncowe

Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych i stosowanie
sond molekularnych — to tylko fragment z calego sze-
regu metod stosowanych w diagnostyce choréb zakaz-
nych zwierzat. Czas pokaze, czy te metody beda w sta-
nie zdominowaé¢ w przyszloSei klasyczne metody wiru-
sologiczne. Ich znaczenic jednak stale rognie glownie ze
wzgledu na ogrommng czulo$é i specyficznogé. Kwas nu-
kleinowy wirusa byl do nicdawna postrzegany jedynie
jako nosnik informacji genetycznej, kluczowy w proce-
sie replikacji. Obecnie daje sie zauwazye wzrastajgca
tendencja aplikacyjnego wykorzystania kwasow nu-
kleinowych jako nosnika olbrzymiej ilosci informacji
I w zwigzku z tym kryjacych wielkie mozliwosci iden-
tyfikowania poszezegélnych, serologicznie identycznych
czynnikéw zskaznych. Przykladem moze by¢ zastoso-
wanie metody ,DNA finger printing” przez badaczy
analizujacych wybuch epidemii pryszczycy w 1981 r. w
Anglii (7). Badacze ¢i wykazali, 2e wariant genetyczny
odpowiedzialny za ten wybuch byl blisko spokrewniony
z tym, ktory wywolal podobna epidemie we Franeji
iz wariantem uzywanym do produkeji szezepionki,
W konsckwencji ustalono, ze przyczyng epidemii byla
szezepionka zanicezyszezona wirusem lub zle inaktywo-
wana.

Zastosowanie metod biologii molekularnej do anali-
zowania nierozréznialnych serologicznie SZCZepOwW wiru-
sowych nie wyczerpuje mozliwosci tych metod. Moga
one by¢ bardzo przydatne takze w diagnostyce stanaw
latencji, przebiegajacych wraz z tolerancjg immunolo-
giczng i zwigzanym z tym stanem brakiem przeciwecial.

Pismiennictwo dostarcza na biezaco duzej ilosci in-
formacji, z ktorych wynika, ze sondy molekularne sg
stosowane z powodzeniem w diagnostyce wiekszo$ci wi-
ruséw, a takze innych czynnikéw zakaznych bedgcych
przyczyng choréb zwierzat. W Polsce sondy molekular-
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ne byly stosowane w diagnostyce zakazen wirusem bia-
laczki bydlecej (33) i wirusem choroby Aujeszkyego (23).
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Wykrycie enzymoéw restrykeyjnych i technik pozwa-
lajgeych na rekombinacje, a takze na lgczenie czasteczek
DNA pochodzaeych z réznych organizméow z DNA plaz-
midow, badz wirusow stanowiacych wcktory do wpro-
wadzania obcego DNA do komorek biorcow, mozna
uznaé za poczatek powstania tzw. inzynieril genetycz-
nej. Jest ona jednak konsekwencjg cpokowego odkrycia
roli DNA jako substancji dziedzicznej i faktu postugi-
wania sie przez wszystkie organizmy jednym i tym sa-
mym kodem genetycznym przy biosyntezie bialek. Dzie-
ki swym wlasciwosciom restryktazy staly sig narzedzia-
mi inzynierii genetycznej, umozliwiajae dokonywanie
rekombinacji (gczenia) czgsteczek DNA réznego pocho-
dzenia w ukitadach pozakomérkowych — in vitro. Res-
tryktazy (enzymy przecinajace czasteczke kwasu nu-
kleinowego w obrebie rozpoznawanej sekwencji) roz-
poznaja z reguly jedna, SciSle okreSlong sekwencje nu-
kleotydow i trawia wigzanie fosfodwuestrowe w kazdej
z nici DNA. Duza liczba enzymoéw restrykeyjnych prze-
cina dwa komplementarne laicuchy podwojne] spirali
DNA z pozostawieniem krétkich odeinkéw pojedynczych
nici (tzw. lepkie konce). Fragmenty DNA, nawet roz-
ncgo pochodzenia, lecz strawione tym samym enzymem
lub réznymi enzymami rozpoznajacymi te sama sekwen-
cje ciecia kwasu nukleinowego, moga ponownie gczyé
sie ze sobg w dowolnej kombinacji na zasadzie komple-
mentarnosci owych koncow. Mozliwoéé wilaczenia frag-

mentéw DNA do wektora — czgstcezek DNA posiada-
jacych zdolno$é autonomicznego powielania sie — stwo-
rzylo szanse klonowania molekularnego. Plazmidy, czy
bakteriofagi (wcktory) maja na ogél tylko jedno micj-
sce podatne na trawicnie danym enzymem restrykecyj-
nym, co umozliwia podstawienie w to miejsce obcego
fragmentu DNA pocietego najczesciej ta sama restryk-
taza. W wyniku wprowadzenia takich zrekombinowa-
nych czasteczek kwasu nukleinowego do odpowiednich
bakterii i ich namnozenia dochodzi do amplifikacji (wie-
lokrotnego powielania sie) poszczegdlnych sekwencji
wraz z calymi wektorami, do ktérych zostaty wbudowa-
ne. Zbior klondow (grupa komorck bakteryjnych pocho-
dzgca od jednej komoérki bakteryjnej) zawierajgcych
plazmidy lub fagi zrekombinowane losowo z fragmen-
tami badanego DNA, ktére tacznie reprezentuja catko-
wity genom, okreslamy mianem biblioteki lub banku
genow. Sklonowane rekombinanty mozna nastepnie izo-
lowaé z kombérek bakteryjnych oraz ,wycina¢” z nich
weze$nie] uzyta restryktaza badane fragmenty. W ten
sposob otrzymujemy geny, ich fragmenty lub sekwencje
o nieznanych dotychczas wlasciwosciach, w ilodciach
umozliwiajacych dokonywanie z nimi wszelkich mani-
pulacji biochemicznych i genetycznych.

Wraz z opracowaniem technik rekombinacji i klono-
wania DNA pojawila sie sprawa praktycznego zastoso-
wania inzynierii genetycznej w roéznych dziedzinach



