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rynaryjnych. Niemale za-
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ne poswiecenia zaangazo-
wanie, nie szczgdzac swego
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Putawy

artykut przeglgdowy

Biologia molekularna i jej zastosowanie
w medycynie weterynaryjnej*)

Definicja biologii molekularnej

Najkrotsza definicje biologii molekularnej przed-
stawil F. Crick, twierdzac, ze ta galaz nauki jest
»,mieszaning genetyki, biochemii i krystalografii”.
Mozna rowniez przyjaé, ze biologia molekularna
jest dyscyplina naukowa zajmujacg si¢ badaniem i
definiowaniem zjawisk biologicznych na poziomie
molekularnym.

Techniki stosowane w biologii molekularnej, m.in.
amplifikacja i rekombinacja DNA, klonowanie mo-
lekularne, sekwencjonowanie czy hybrydyzacja sg
niezb¢dnymi elementami warsztatu badawczego ja-
kim postuguje si¢ migdzy innymi wspélczesna bio-
technologia.

Etapy rozwoju biologii molekularnej

Dos¢ czesto prezentowany jest poglad, ze znacze-
nie przetomowe dla rozwoju biologii molekularnej
miato spotkanie dwéch genialnych umystéw — od-
krywcéw podwdjnej helisy — Francisa Cricka i Jima
Watsona. Doszto do niego we wrze$niu 1951 r. w
Cambridge, w zlokalizowanym tuz obok Wydziatu
Weterynaryjnego, Cavendish Laboratory. W labo-
ratorium tym 34 letni F. Crick, kierujac kilkuoso-
bowa grupa biologéw molekularnych, pracowat nad

*) Referat plenamy wygtoszony na X Kongresie PTNW we Wroclawiu
19.09.1996

swoja rozprawa doktorska, gdy zjawit si¢ u niego
z zapytaniem o mozliwo$¢ pracy 22 letni, wyjatkowo
pewny siebie Amerykanin, James Watson. Byto to
genialne dziecko z Chicago, ktére w wieku 15 lat
rozpoczeto studia uniwersyteckie a 5 lat pdZniej
bylo juz doktorem genetyki. Niecate dwa lata potem
— 1 kwietnia 1953 r. tych dwoch obdarzonych wspa-
niata intuicja ludzi ztozyto w czasopiSmie ,Nature”
prace przedstawiajaca strukturalny model kwasu
dezoksyrybonukleinowego (DNA). W pracy tej
wskazali, ze liniowa sekwencja zasad purynowych
1 pirymidynowych musi by¢ biologicznym kodem
dla sekwencji aminokwaséw bialek, ktérych synteza
jest w ten spos6b kontrolowana (12).

Wrecz trudny jest dzi§ do uwierzenia fakt, ze juz
w 1953 r. Watson 1 Crick uwazali, ze synteza bialek
jest kontrolowana nie przez DNA lecz przez kopie
RNA, odwzorowujace czesci czasteczki DNA. Zna-
ne bylo juz wtedy powiedzenie Watsona, ze ,,DNA
tworzagc RNA tworzy biatko” (DNA making RNA
makes protein). Analizujac dostgpne wyniki badani
wiedzieli oni, ze zasady purynowe — adenina (A) i
tymina (T) oraz pirymidynowe — guanina (G) i cy-
tozyna (C) sa wobec siebie komplementarne, co
oznaczalo réwnoczes$nie, ze liczba zasad A jest w
DNA rowna liczbie T a liczba G réwna sie liczbie
C (13).

Potrzeba byto tylko 13 lat do ustalenia w 1966 r.
uniwersalnego kodu genetycznego i az 30 lat, by
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hipotetyczny model podwéjnej helisy DNA zostat
przyjety bez watpliwosci na podstawie badan do-
$wiadczalnych prowadzonych na niciach DNA.

Analogiczna u wszystkich zywych organizmoéw
natura DNA i RNA, a w szczegdlnosci specyficzne
uktady par zasad, umozliwily dynamiczny rozwoj
réznych kierunkéw badafi molekularnych. Wyniki
tych badari potwierdzity fakt jednosci Swiata ozy-
wionego. Ponadto, ustalenie zasad kodowania in-
formacji genetycznej doprowadzito do uznania nad-
rzednos$ci genotypu w procesie ewolucji (4, 18).

Z punktu widzenia biologii, nauk lekarskich oraz
rolniczych, szczegdlnie wazne praktyczne znaczenie
wydaja si¢ mie¢ badania zwiazane z biologia mo-
lekularng i genetyka z zakresu:

— diagnostyki i epizootiologii molekularnej (poli-
meryzacja taicuchowa — PCR, przeciwciala mono-
klonalne, sekwencjonowanie fragmentéw kwasu nu-
kleinowego patogendw bakteryjnych i wirusowych);

— profilaktyki: szczepionki delecyjne, markerowe
i podjednostkowe; produkcji zwierzat transgenicz-
nych; oraz przysztosciowo — terapii genowe;j.

Wydaje sie, ze najbardziej interesujace z praktycz-
nego punktu widzenia, zastosowanie znajduje bio-
logia molekularna w zakresie:

— diagnostyki, poprzez polimeryzacje¢ faicuchowa
kwaséw nukleinowych,

— immunoprofilaktyki: szczepionki delecyjne, pod-
jednostkowe 1 znakowane,

— biotechnologii — roliny i zwierzgta transgeniczne.

Reakcja polimeryzacji lanncuchowej

Prawdopodobnie zadna z technik badawczych
zwigzanych z biologia molekularna nie znalazta tak
wielu zastosowaii praktycznych jak opracowana
przez Mullisa i Faloona enzymatyczna amplifikacja
(powielanie) DNA w warunkach in vitro. W ciagu
kilkunastu lat, ktére minety od
przedstawienia tej metody,
opublikowano tysiace prac nt.
jej zastosowania w badaniach
naukowych, w tym: w mapo-
waniu genomu, analizie me-
tabolizmu lekéw, archeologii,
patologii, diagnostyce prena-

zdenaturowana podwéjna ni¢ DNA

Ryc. 1. Zasada reakcji polimeryzacji taricuchowej DNA

wiecej niz 5 godzin. Rozpoczynajac od okreslonego
fragmentu pojedynczej nici DNA mozna przy pomocy
PCR w ciagu kilku godzin uzyska¢ miliony jego
wiernych kopii (17).

Mechanizm PCR polega na enzymatycznym po-
wielaniu fragmentu DNA ograniczonego przez dwa
oligonukleotydowe startery. Komplementarnie wiaza
si¢ one (hybrydyzuja) z odpowiednimi fragmentami
pojedynczej nici DNA co umozliwia wydluzenie
(elongacja) startera, przy udziale enzymu, komple-
mentarnie do sekwencji matrycy. Cykliczna, termiczna
denaturacja podwdjnej nici DNA, ponowna hybry-
dyzacja starteréw do matrycy oraz ich wydluzenie
daje w rezultacie amplifikacj¢ okreslonego segmentu
DNA. Poniewaz produkt wydluzenia kazdego star-
tera stuzy jako matryca w kolejnym cyklu, kazdy
kolejny cykl podwaja liczbg fragmentéw DNA zsyn-
tetyzowanych w poprzednim.

talnej 1 co najwazniejsze diag-
nostyce choréb zakaznych (11).
Powszechne wykorzystanie
PCR wynika z ogromnej czu-
tosci tej metody — teoretycznie
mozliwe jest wykrycie jedne]
kopii kwasu nukleinowego, jej
specyficznosci oraz szybkosci
diagnostyki — przeprowadzenie
reakcji PCR od etapu ekstrak-
cji kwasu nukleinowego do eta-
pu elektroforezy, wymaga nie

denaturacja

——_/

Ryc. 2. Cykliczne powielanie wykrywanego materiatu genetycznego
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Jak wynika z powyzszego komponentami reakcji
PCR sa: matryca DNA — ktérg stanowi fragment
kwasu nukleinowego wyosobnionego z materiatu
biologicznego (tkanka, ptyn, prébki katu); primery
(startery) — krétkie, sztucznie syntetyzowane oli-
gonukleotydy ograniczajace amplifikowana sekwen-
cj¢ DNA; enzym — polimeraza DNA oraz nukleo-
tydy. Podstawowymi etapami PCR sa: denaturacja
podwdjnej nici DNA, hybrydyzacja jednoniciowego
DNA ze starterem oraz elongacja — wydtuzenie tan-
cucha DNA. Najprostszym sposobem identyfikacji
produktu PCR jest jego elektroforeza w zelu aga-
rozowym i barwienie bromkiem etydyny.

Najnowsza odmiana metody PCR a mianowicie
PCR in situ, stanowi potaczenie in situ hybrydyzacji
z metoda PCR 1 umozliwia wykorzystanie polime-
ryzacji taiicuchowej m.in. w badaniach patologicz-
nych i histopatologicznych. Pozwala ona na wykry-
cie komérek zakazonych pojedynczymi czastkami
wirusa np. w bardzo wczesnych fazach zakazenia,
co uzyskuje si¢ droga amplifikacji DNA w zainfe-
kowanych komérkach. W konwencjonalnej meto-
dzie PCR, przed ewentualng amplifikacja, DNA musi
by¢ ekstrahowany z badanego materiatu, natomiast
w przypadku in situ PCR mozliwe jest amplifiko-
wanie DNA w zakazone] komorce. Ma to ogromne
znaczenie w badaniach nad patogeneza zakazen wi-
rusem HIV u ludzi czy w pracach nad patogeneza
zakazeni latentnych zwierzat np. herpeswirusami
(19). Do badan wykorzystuje si¢ utrwalone skrawki
parafinowe, ktére umieszcza si¢ na szkietku pod-
stawowym, w $rodku ktérego jest malefiki basenik
do ktérego poza skrawkiem wprowadza si¢ wymie-
nione uprzednio komponenty PCR, z tym, ze wyko-
rzystywane primery sa znakowane np. digoksygening.
Szkietko umieszcza si¢ w odpowiednim amplifika-
torze. Rezultaty amplifikacji obserwuje si¢ mikro-
skopowo (14).

Szczepionki delecyjne,
podjednostkowe i znakowane

Biologia molekularna umozliwita dokonanie gle-
bokiego przetomu w zakresie badan zwigzanych z
uzyskiwaniem i produkcja szczepionek. Lekarze (w
tym takze lekarze weterynarii) niejednokrotnie nie
zdaja sobie sprawy z faktu, ze niektore ze szcze-
pionek, ktére aktualnie stosuja sa produktem wspdl-
nej pracy biologéw molekularnych, inzynieréw ge-
netykdéw i biotechnologéw, a w laboratoriach coraz
czgscie] méwi sig o konstruowaniu szczepionek.

Dzigki osiggnigciom w zakresie uzyskiwania no-
wych generacji tzw. szczepionek znakowanych,
zmienia si¢ strategia i podejscie epizootiologdéw do
zwalczania wielu groZznych choréb zakaznych zwie-
rzat takich jak: wscieklizna, choroba Aujeszkyego,
pomor klasyczny Swifl czy otrgt bydta.

Momentem przetlomowym w zakresie wakcyno-
logii bylo poznanie techniki sekwencjonowania 1
rekombinacji genomu wiruséw lub bakterii. Umozli-
wilo to okreslenie roli poszczegdlnych biatek mikro-
organizméw, w tym ustalenie, ktére geny determinuja
ekspresj¢ protein decydujacych o immunogennosci lub
zjadliwosci chorobotwérczych wiruséw lub bakterii.
Znajomo$¢ powyzszego umozliwia usunigcie — wy-
ciecie (deletion) z genomu mikroorganizmu, wy-
branych, Sci$le okre§lonych zwykle determinujacych
zjadliwo$é, fragmentéw DNA. Wycigcia (delecji)
odcinka DNA dokonuje si¢ na drodze enzymatycz-
nego trawienia genomu odpowiednimi enzymami
restrykcyjnymi. Precyzyjna delecja odpowiedzial-
nych za zjadliwo$¢ fragmentéw genomu prowadzi
do istotnego ograniczenia, lub zupetnej eliminacji
zjadliwosci wirusa lub bakterii. Jest zrozumiate, ze
usuniecie z genomu, gendw kodujacych zjadliwos¢
(wirulencjg) lub odgrywajacych rolg w procesach
regulacyjnych, zapobiega réwnoczeSnie rewersji
drobnoustroju do zjadliwego typu dzikiego. Nie na-
ruszenie genéw determinujacych immunogennosé
szczepu gwarantuje jednoczes$nie normalna wartosS¢
ochronna szczepionki zawierajacej w swoim skta-
dzie szczep delecyjny (15).

Ze wzgledéw diagnostycznych a takze komercyj-
nych za pomoca tych samych metod usuwa si¢ z
genomu réwniez inne, nie zwiazane ze zjadliwoScia,
fragmenty DNA odpowiedzialne np. za kodowanie
biatek otoczkowych. Zwierz¢ta uodporniane tego
rodzaju biopreparatami nie wytwarzaja przeciwcial
przeciw brakujacym w antygenie szczepionkowym
bialkom otoczkowym, co umozliwia szybkie i pewne
odréznienie zwierzat szczepionych od zakazonych
wirusem zjadliwym np. przy pomocy testu ELISA.

Twércami pierwszego, wykorzystywanego pow-
szechnie szczepu delecyjnego byli naukowcy z In-
stytutu Weterynaryjnego w Lelystad (Holandia). Ba-
dacze ci pod koniec lat osiemdziesiatych, pozbawili
zjadliwy, wysoce immunogenny szczep wirusa cho-
roby Aujeszkyego (chA) genu kodujacego biatko
otoczkowe gE (marker umozliwiajacy odrdznienie
tego szczepu od szczepdéw terenowych) i gendw
kodujacych kinaze tymidynowa — TK (geny deter-
minujace zjadliwo$¢). Tak skonstruowany szczep
,,Begonia” jest wykorzystywany do produkcji szcze-
pionki delecyjnej przeciw chA (15).

Wprowadzenie szczepionek delecyjnych zrewo-
lucjonizowato podejscie do diagnostyki serologiczne;j
niektérych choréb zarazZliwych. Szczepionki znako-
wane moga by¢ stosowane w ogniskach chorobowych,
nie zamazujac sytuacji epizootycznej zwiazanej z kra-
zeniem czynnika patogennego w §rodowisku 1 chro-
nigc jednoczes$nie zwierzgta jeszcze nie zakazone.
Metoda taka umozliwia m.in., uwalnianie stad od
choroby Aujeszkyego. Aktualnie, w ramach zwal-
czania tej choroby, w krajach Unii Europejskiej czy
Ameryki Pin., nie bada si¢ juz zwierzat w kierunku
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obecnosci przeciwciat dla wirusa chA. Bada sig je
natomiast wytacznie w kierunku obecnosci przeciw-
ciat dla biatka gE. Obecnos¢ tego rodzaju przeciwcial
wskazuje, ze zwierz¢ miato kontakt ze zjadliwym
szczepem wirusa; §winia szczepiona biopreparatem
delecyjnym, pozbawionym genu kodujacego eks-
presje biatka gE, nie wytwarza przeciwciat swoistych
dla tej proteiny.

Jest prawdopodobne, ze skonstruowanie, w 1995 .
szczepionki delecyjnej, przeciw pomorowi Swin moze
wpltyna¢ na zmiang strategii zwalczania tej choroby
w Europie. Mozna przypuszczac, ze w niedalekiej
przysztosci wigkszo$¢ stosowanych szczepionek be-
dzie znakowana.

Rekombinowane szczepionki podjednostkowe.
Biopreparaty te r6éznig si¢ od stosowanych przez
wiele lat szczepionek konwecjonalnych tym, ze te
ostatnie byty zazwyczaj, inaktywowanymi na drodze
chemicznej lub fizycznej bardziej lub mniej immu-
nogennymi biatkami. Zawieraty one w swoim skta-
dzie fragmenty determinujace immunogennosc, ale
takze wicle zbgdnego balastu biatkowego ograni-
czajacego niejednokrotnie warto$¢ ochronng szcze-
pionki. Zbgdne biatko zawarte w szczepionce wply-
walo réwniez niekorzystnie na jej nieszkodliwos¢
dla uodpornianego zwierzgcia, bedac m.in. przyczy-
na anafilaktycznych wstrzaséw poszczepiennych (6).

Rekombinowane szczepionki podjednostkowe za-
wieraja w swoim skladzie swoiste biatka immuno-
genne, produkowane w oparciu o techniki rekom-
binacji DNA.

Wymienione uprzednio techniki sekwencjonowa-
nia pozwalajg na okreslenie: genu, jego fragmentu
lub kilku genéw determinujacych ekspresj¢ okre-
§lonych protein np. determinujacych powstawanie
odpornosci przeciwzakaznej. Ustaleniu zatem, ktory
gen koduje ekspresje¢ biatka indukujacego odpornosé
na zakazenie danym drobnoustrojem i sklonowanie
tego genu w jednym z kilku mozliwych systemdow
ekspresyjnych (wirusy, komérki gramujemnych bak-
terii, drozdze, komérki owadzie etc.) umozliwia uzy-
skanie produktu biatkowego, ktéry moze by¢ uzyty
jako szczepionka (8).

Jak zobrazowano to w uproszczeniu na ryc. 3
proces produkcji biatka ,,szczepionkowego” meto-
dami inzynierii genetycznej mozna podzieli€ na sze-
reg zasadniczych etapow.

Pierwszym jest lokalizacja 1 identyfikacja genu
kodujacego biatko bgdace przedmiotem zaintereso-
wania. Niejednokrotnie korzystniejsze jest ustalenie
lokalizacji nie catego genu, ale jego fragmentu, ktéry
koduje najbardziej immunogenna czeS¢ biatka. Dru-
gim, jest wycigcie tego genu przy uzyciu enzymow
restrykcyjnych. Do genu tego dolaczy¢ mozna se-
kwencje DNA kodujace ekspresje dodatkowego biat-
ka (marker), ktére moze indukowaé powstawanie
swoistych przeciwcial, umozliwiajacych odrdznie-
nie zwierzat naturalnie zakazonych od immunizo-

System produkgji biatka "szczepionkowego®

na bazie rekombinacji DNA

plazmidowy wektor ekspresyjny

plazmid E. coli

sekwencja migjsce

promotora lonowania
ciecie DNA przy pomocy
anzymow restrykeyjnych ¥

DNA kodufacego zadane biatko
I ——

v

ST

wprowadzenie zrekombinawanago
plazmidu do komérki E. coli

i

v
5' a3

[

synteza 2adanego
blatka

synteza
mRNA

Ryc. 3 Proces produkcji biatka ,szczepionkowego”
metodami inzynierii genetyczne

wanych znakowana szczepionka podjednostkows.
Wprowadzenie markera moze by¢ rowniez istotne
ze wzgledéw komercyjnych, stanowiac zabezpie-
czenie przed uzyciem szczepu rekombinowanego
przez inne firmy produkujace szczepionki. Kolejnym
etapem, jest umieszczenie genu lub genu z sekwencja
kodujaca ekspresj¢ biatka w wektorze, ktérym moze
byé np. plazmid (pozajadrowe DNA) pateczki okrez-
nicy. Zabicg ten polega na przecieciu (trawieniu)
plazmidu enzymami restrykcyjnymi i wprowadzeniu
(,,wklejeniu”) genu w plazmid. Czwartym etapem
jest umieszczenie wektora w komoérce pro- lub euka-
riotycznej, w ktorej bedzie miata miejsce synteza
zadanego biatka. Dobdr systemu do ekspresji zalezy
od cech bialka, ktére chcemy produkowac (wielkosc,
glikozylacja). Nalezy zdawaé sobie sprawe, ze nie
kazdy system zapewnia oczekiwang immunogen-
no$¢ biatka rekombinowanego w poréwnaniu z jego
naturalnym odpowiednikiem. Ekstrakcja i oczysz-
czanie otrzymanej proteiny jest ostatnim, zasadni-
czym etapem produkcji biatka, ktére stanie si¢ pod-
stawowg sktadowa szczepionki podjednostkowe;j.

Omawiajac zagadnienia rekombinowanych szcze-
pionek podjednostkowych warto zasygnalizowac
najnowsze osiagnigcia naukowcéw amerykanskich
zwiazane z zastosowaniem ro§linnych systemow
ekspresyjnych do produkcji immunogennych biatek



750

Medycyna Wet. 52 (12) 1996

wirusowych. W trakcie majacego miejsce w ubie-
glym roku kongresu zwiazanego ze 100-letnig ro-
cznica §mierci L. Pasteura, przedstawiono m.in. fakt
uzyskania transgenicznych pomidoréw, w ktérych
genom, wbudowano fragment DNA wirusa wscie-
klizny, kodujacy immunogenne biatko tego drobno-
ustroju. Stwierdzono ekspresje tej proteiny zaro6wno
w liSciach jak i owocach pomidora. Interesujacym
jest, ze uzyskane bialko roSlinne reagowato z prze-
ciwciatami monoklonalnymi dla wirusa wscieklizny.
W okresie ostatnich kilkunastu miesigcy wykazano
réwniez, ze istnieje mozliwos¢ wbudowania genow
wirusowych w genom ziemniaka czy tytoniu i uzy-
skania ekspresji bialek w tego typu systemach. Tak
wyprodukowane immunogenne biatka moga by¢ sto-
sowane jako zasadnicze sktadowe szczepionek pod-
jednostkowych (5, 9).

Przedstawione, najnowsze kierunki badai w za-
kresie szczepionek nowej generacji wskazuja nie-
znane dotychczas niezmiernie atrakcyjne ekonomicz-
nie perspektywy produkcji i stosowania szczepionek.
Pragne wspomnied, ze lekarze weterynarii, nie zawsze
zdajac sobie z tego sprawg, stosuja juz szczepionki
podjednostkowe np. immunizujac §winie niektérymi
biopreparatami przeciw: kolibakteriozie, pleuropneu-
monii czy zakaznemu zanikowemu zapaleniu nosa.

Zwierzeta transgeniczne

Zwierzetami transgenicznymi nazywa si¢ osobniki,
ktérym przy zastosowaniu metod inzynierii gene-
tycznej wprowadzono Swiadomie — bezpoSrednio
do genomu, geny — transgeny — wnoszace nowe
JakoSciowo informacje genetyczne (7).

Potaczenie wymienionych metod pozwala na
wprowadzenie do genomu zwierzat, genéw z form
filogenetycznie od nich odlegtych, takich jak rosliny,
bakterie czy wirusy. Przenoszac geny do materiatu
dziedzicznego zarodkow zwierzat udokumentowa-
no, ze moga by¢ one przekazywane kolejnym po-
koleniom i to zgodnie z zasadami segregacji mend-
lowskiej. Powstata szansa uzyskiwania u zwierzat
nowych cech, w stosunkowo krétkim czasie, ktére
po zastosowaniu metod krzyZzowania i selekcji byty
dotagd niemozliwe.

Jednym z pierwszych spektakularnych osiggnigé
w tym zakresie bylo uzyskanie, droga mikroiniekcji,
transgenicznych myszy, u ktoérych stwierdzono eks-
presje szczurzego genu hormonu wzrostu. Transge-
niczne myszy byty dwukrotnie wigksze i cigzsze
od osobnikéw kontrolnych.

Przy pomocy tej samej techniki, przeszczepiono
gen (3) odpowiedzialny za syntez¢ hormonu wzrostu
u czlowieka m.in. do genomu $wini. Pierwsze po-
kolenie transgenicznych §wifi cechowato si¢ wigk-
szym wzrostem. Zauwazono réwnocze$nie mniejsze
ottuszczenia tylnych czesci tuszy (1).

Schemat przedstawiajacy etapy uzyskiwania zwie-
rzat transgenicznych przedstawia ryc. 4.

Schemat uzyskiwania zwierzat
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wprowadzenie (mikroiniekcja)

konstruktu genowego (DNA)
do przedjgdrza megskiego

|
s
|

o
A

B

.uu.u

zarndkow do drég rodnyr.h

blorczynl

w czesci zygot konstrukt
genowy ulegt integracji
z matecznym materiatem

genetycznym
e P

[ TrRaNsGENICZNA MYSZ |

Ryc. 4. Etapy uzyskiwania zwierzat transgenicznych

Pierwszym etapem transgenezy jest wprowadzenie
obcego DNA do przedjadrza zaptodnionej komorki
jajowej (zygoty). Istotne jest przy tym ustalenie
objgtosci oraz ilosci kopii DNA jaka mozna bez-
piecznie wprowadzi¢ do przedjadrza. Efektywnosé
transgenezy zalezy od stopnia inkorporacji egzo-
gennego DNA z materialem genetycznym przedjg-
drza. Uzyskanie znamiennego efektu, czyli dopro-
wadzenie do ujawnienia si¢ pozadanej cechy —
ekspresja cechy — zalezy nie tylko od efektywnosci
inkorporacji ale takze od precyzyjnosci ,,wmonto-
wania” obcego DNA w odpowiednie miejsce chro-
mosomu (7).

Drugim etapem jest implantacja potencjalnie trans-
geniczych zarodkéw w drogach rodnych — najczesciej
w jajowodach — biorczyn.

Trzeci etap, umozliwiajacy oceng¢ skutecznosci
dziatan majacych miejsce uprzednio rozpoczyna sig
po przyjsciu na §wiat potencjalnie transgenicznych
zwierzat. Polega on na wykazaniu inkorporacji i
ocenie ekspresji wprowadzonego materiatu genetycz-
nego. Inkorporacj¢ potwierdza si¢ na DNA komérek
somatycznych potencjalnie transgenicznych zwie-
rzat przy uzyciu PCR, dokonujac amplifikacjiioceny
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— na podstawie jego wielkoSci — uzyskanego pro-
duktu. Z kolei za pomoca metod blochenncznych 1
oceny fenotypu ustala si¢ stopieri jego ekspresji (7).

Nalezy mieé $wiadomo$¢, ze efektywnos¢ inkor-
poracji genu jest zawsze wyzsza od efektywnosci
jego lepu,sp za$ ta ostatnia w stopnm istotnym
zalezy od postgpu w konstruowaniu tzw. wektorow
genetycznych — umozliwiajacych ~wmontowanie”
transgenu we wlasciwe miejsce chromosomu. Warto
zdawad sobie sprawe, ze do uzyskania jednego trans-
gemcznego osobnika konieczne jest przeprowadze-
nie zabiegu mikroiniekcji do kilkuset a nawet kilku
tysiecy zygot lub zarodkow.

Przedstawiona transgenezg prébuje sie wykorzy-
sta¢ nie tylko w hodowli zwierzat uzytkowych, ale
moze nawet czesciej w przemyS§le farmaceutycznym
pracujacym na rzecz medycyny ludzkiej i wetery-
naryjnej. Uzyskiwanie farmaceutykéw produkowa-
nych przez ,,zwierzgce bioreaktory” stalo si¢ w ostat-
nich latach jednym z najbardziej dynamicznych
kierunkdw transgenezy.

Korzystajac z takich gatunkéw jak §winia lub byd-
to mozliwe bylo uzyskanie zwierzat transgenicz-
nych, u ktérych obce geny — kodujace ekspresje
pozadanych biatek (somatotropina, insulina, czyn-
niki krzepliwosci krwi VIIIi IX, etc.) sa pod kontrola
sekwencji regulatorowych genomu zwierzecia, decy-
dujacych o syntezie normalnych bialek np. mleka.
Mozliwo$é ta stwarza podstawy uzyskania in vivo
— w duzych iloSciach — wyzej wymienionych —
biologicznie aktywnych substancji. Produkty ,,zwie-
rzgcych bioreaktoréw” sa juz wykorzystywane w
diagnostyce i terapii. Gruczot mlekowy staf si¢ wigc
dzieki bedacej na ustugach biotechnologii — biologii
molekularnej — najdoskonalszym bioreaktorem, w
ktérym synteza obcych biatek nieprzerwanie pozo-
staje pod kontrola naturalnych mechanizméw gene-
tycznych warunkujacych bezkonkurencyjna biolo-
giczng aktywno$¢ produktu uzyskiwanego z tzw.
,biofermentora” (2, 10).

Istotnym zagadnieniem jest produkcja zwierzat
uzytkowych odpornych na choroby. Poznano juz
niektére geny odpowiedzialne za odporno$¢ na spe-
cyficzne zakazenia. Okresla sie je umownym sym-
bolem MX. Aktualnie prowadzone sa do§wiadczenia
nad pozyskaniem transgenicznych §wii majacych
wprowadzony do genomu taficuch nukleotydow od-
powiedzialnych za odporno$¢ na zakazenie wirusem
grypy. Podjeto réwniez m.in. préby uzyskania trans-
genicznych §wiii odpornych na zakazenie wirusem
zakaZnego wirusowego zapalenia jelit i zotadka (TGE).

Wstepne badania wskazuja, ze transgenez¢ mozna
bedzie prawdopodobnie wykorzysta¢ réwniez do:

—ingerencji w szlaki metaboliczne, w celu uspraw-
nienia wykorzystania paszy,

— modyfikacji sktadu mleka (np. obnizenia za-
warto$ci laktozy),

— wytwarzania zwierzat transgenicznych shuzacych
jako modele do analizy mechanizméw powstawania
groznych choréb dziedzicznych, czy przyczyn po-
wstawania raka u cztowieka.

Omawiajac zagadnienie wytwarzania zwierzat trans-
genicznych, nalezy podkreli¢, ze nadal nie sg w
pelni zrozumiale mechanizmy regulacji funkcji geno-
mu. Metody wprowadzania nowych genéw, zwtasz-
cza w przypadku zwierzat hodowlanych nie sg nie-
stety doskonale a efekty trudne do p12c\\ui/\_nm

Przedstawiona w niniejszym opr acowaniu proble-
matyka nierozerwalnie jest zwigzana z nazwiskami
Cricka i Watsona — wybitnych jednostek w l‘OZWO_]u
nauki. Aktualnie, 80-letni Sir F. Crick pracuje w
instytucie naukowym w La Jolla, Kalifornia, zaj-
mujac si¢ uktadem wzroku ptakéw a ostatnio réwniez
neurologicznymi podstawami zjawiska odpornosci,
za$ 68-letni J. Watson jest kierownikiem (byt réw-
niez inicjatorem) jednego z najwigkszych tematow
badawczych w historii nauk biologicznych, ktérego
tytul brzmi ,,Human Genom Project” (16). Tylko
genetycy i biochemicy zdaja sobie sprawe z tego
jak wielkiego zadania si¢ podjal. Wszystko wska-
zuje, ze projekt ten ma duze szanse realizacji. Jezeli
tak sie stanie, to bez watpliwosci mozna bedzie
stwierdzié, ze uzyskanie odpowiedzi na wiele nie-
jasnych jeszcze dzisiaj spraw, w tym m.in. na prob-
lem ewolucji, byto mozliwe dzigki dokonanemu w
1953 r. genialnemu odkryciu Cricka i Watsona i
zwiazanemu z tym dynamicznemu rozwojowi bio-
logii molekularne;.
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