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Streszczenie

W ostatnich latach pojawito si¢ duzo réznorodnych metod pozwalajacych na analizg sktadu
biocenozy oraz rozmieszczenia przestrzennego mikroorganizméw. Metody molekularne go-
ruja nad tradycyjnymi technikami, gdyz nie sa uzaleznione od hodowli mikroorganizméw na
podtozach mikrobiologicznych. Jest to wazna cecha metod analitycznych, poniewaz przyspie-
sza to calg procedur¢ badawcza. Dodatkowo metody oparte na analizie materiatu genetycz-
nego charakteryzuja si¢ duza czutoscia i powtarzalnoscia. W artykule opisano metody najczg-
Sciej wykorzystywane w biotechnologii srodowiskowej.
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Abstract

During last several years a wide variety of methods useful in the analyzing of biocenosis’
composition and spatial microorganisms distribution appeared. A significant aspect of
molecular techniques usage is its independence from traditional microbiological methods. It is
an important analytical feature, because it enables a speedier research. Additionally, methods
based on genetic material are more sensitive and repeatable. This article contains the
description of the techniques of the most commonly used in environmental biotechnology.
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1. Wstep

Zglebianie tajnikow wielu dziedzin naukowych jest z racji przyspieszonego rozwoju
technik badawczych oparte na analizie ich najbardziej elementarnych podstaw. Dzigki
udoskonaleniu metod analitycznych w dziedzinach sktadajacych si¢ na t¢ interdyscypli-
narng gataz wiedzy biotechnologia srodowiskowa ma szansg¢ na szybki rozwdj. W bada-
niach biotechnologii sSrodowiskowej na szczegdlng uwage zastuguja metody biologii mole-
kularnej, ktéore pozwalaja na poznawanie procesow biologicznych wykorzystywanych
w skali technologicznej na poziomie materiatu genetycznego.

Zakres zagadnien, jakie obejmuje biotechnologia srodowiskowa dotyczy zastosowania
biotechnologii (a wigc technologii, ktorych sercem jest metabolizm mikroorganizméw)
w ochronie 1 inzynierii $rodowiska. Dotyczy zatem m.in. oczyszczania réznego rodzaju
sciekow 1 unieszkodliwiania powstajacych odpadow. Istote technologii wykorzystywanej
do eliminacji zanieczyszczen stanowia bakterie (najczgsciej, ale moga to takze by¢ inne
organizmy, np. grzyby), ktore sa wyposazone w odpowiedni aparat enzymatyczny zdolny
do biotransformacji lub biodegradacji zanieczyszczen zawartych w $ciekach lub w odpa-
dach. Ze wzgledu na zréznicowany sktad Sciekow lub odpadéw i ich niejednorodnosc,
charakteryzujaca si¢ zmiennoscig zaréwno co do rodzaju zawartych zanieczyszczen, jak
iich stgzen, czgsto niezbgdne jest wspotdziatanie co najmniej kilku réznych gatunkéw mi-
kroorganizméw. Zatem wykorzystuje si¢ tutaj nie czyste szczepy bakteryjne (jak np. w bio-
technologii farmaceutycznej), ale kultury mieszane.

W ostatnich latach pojawito si¢ duzo roéznorodnych metod umozliwiajacych analizg
sktadu biocenozy oraz rozmieszczenia przestrzennego mikroorganizméw wewnatrz sku-
pisk, takich jak np. ktaczki osadu czynnego czy blona biologiczna, co pozwala na zbadanie
ich wlasciwosci i funkcjonowania. Nowo dostgpna wiedza jest efektywnie wykorzystywana
do tworzenia i doskonalenia modeli matematycznych sterujacych konkretnym procesem
biologicznym. Pomimo ogromu mozliwosci, jakie daja techniki molekularne, wielu scepty-
kéw neguje ich przydatno$é w ochronie srodowiska, argumentujac swoje stanowisko zbed-
no$cia sprowadzania badan jedynie do poziomu biologii komorki. Nasuwa si¢ uwaga, czy
nie lepiej i ekonomiczniej jest wprowadzaé wigcej danych i sprawdzonych parametrow do
tworzonych modeli matematycznych, anizeli do§wiadczalnie modyfikowaé model?

Metody molekularne maja istotna przewagge nad tradycyjnymi technikami, gdyz nie sa
uzaleznione od hodowli mikroorganizméw na podtozach mikrobiologicznych. Jest to
wazna cecha, ktora pozwala na przyspieszenie procedury badawczej. Dodatkowo metody
oparte na analizie materialu genetycznego charakteryzuja si¢ duza czulo$cia i powtarzalnoscia.

Celem artykulu nie jest przedstawienie czytelnikowi szczegdétowych opisow omawia-
nych metod molekularnych stosowanych w biotechnologii $rodowiskowej, ale jedynie
zapoznanie z ich mozliwo$ciami i wymaganiami w stosowaniu. Dostepno§¢ metod biologii
molekularnej jest obecnie dos§¢ szeroka i czgsto wybor odpowiedniej techniki oraz dotarcie
do polskojezycznych podstaw teoretycznych moze stanowi¢ jedna z pierwszych trudnosci.
W zwiazku z tym niniejszy artykut moze postuzy¢ jako pomoc inzynierom (i nie tylko),
ktoérzy rozpoczynaja badania opierajace si¢ na zdobyczach dotychczasowej wiedzy
z zakresu biologii molekularne;j.
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2. Metody i techniki molekularne wykorzystywane w biotechnologii sSrodowiskowej

Wisrdd technik biologii molekularnej najczegsciej stosowanych w badaniach biotechno-
logicznych, ktorych celem jest analiza stanu okreslonego Srodowiska, wymieni¢ mozna:
reakcje tancuchowa polimerazy (PCR), elektroforeze zelowa i jej odmiany, klonowanie
fragmentow DNA, sekwencjonowanie DNA, hybrydyzacje typu Southern Blot, hybrydyza-
cje typu Northern Blot, hybrydyzacj¢ in situ, FISH, biatka GFP, mikromacierze DNA.

2.1. Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR) [1-5]

Reakcja tancuchowa polimerazy, zwana PCR (ang. DNA Polymerase Chain Reaction),
pozwala na szybkie powielenie wybranego odcinka kwasu nukleinowego. Jest to metoda
bardzo czula i wydajna, a dzigki swej prostocie uwazana obecnie za najwazniejsze
narzedzie biologii molekularnej. W ciagu kilku godzin mozna namnozy¢ 10°-10° kopii
fragmentow wyjsciowego DNA. Przed przeprowadzeniem reakcji PCR przygotowuje sig¢
mieszaning reakcyjna skladajaca si¢ z: materialu przeznaczonego do powielenia, ktory
zwany jest matrycowym DNA, pary starterow (ang. primer), deoksynukleotydéw (deoksy-
nukleozydo-trifosforandow dNTP), enzymu termostabilnej polimerazy DNA oraz buforu.
Startery stanowia fragmenty DNA, ktére sa komplementarne do sekwencji flankujacych
poszukiwany odcinek DNA. Startery najczgSciej dobiera si¢ na podstawie danych zamiesz-
czonych w literaturze przedmiotu lub konstruuje na podstawie sekwencji dostgpnych
w banku genow.

Nastepnie mieszanina reakcyjna jest cyklicznie (25-40 cykli) ogrzewana do tempera-
tury zaleznej od fazy cyklu. Kazdy cykl sktada si¢ z denaturacji (ang. denaturation), hy-
brydyzacji ze starterami (ang. annealing) 1 wydluzania tancucha DNA (ang. elongation).
Podczas denaturacji w wyniku dziatania wysokiej temperatury DNA zostaje rozplecione do
pojedynczych nici, ktéore w kolejnym etapie hybrydyzuja z para starterow. Nast¢pnie poli-
meraza DNA odbudowuje na kazdej z nici brakujacy, komplementarny odcinek DNA,
zaczynajac od jego miejsca 3’. Przylaczanie powtarza si¢ w kazdym cyklu reakcji,
a w efekcie otrzymujemy powielony fragment znajdujacy si¢ pomigdzy starterami. Kazdy
z etapéw cyklu charakteryzuje inna temperatura, dlatego reakcje PCR przeprowadza sig
w urzadzeniu zwanym termocyklerem, ktore jest minicieplarka, gdzie zmiana temperatury
o kilkadziesiat stopni nastgpuje w ciagu kilku sekund. Podczas pierwszego cyklu z kazdego
jednoniciowego odcinka DNA powstaje kolejny fragment, tak wige po pierwszym cyklu
liczba fragmentéw ulega podwojeniu, w kolejnym ilo§¢ DNA jest czterokrotnie wigksza itd.

Najwazniejsza zaleta reakcji PCR jest mozliwos$¢ otrzymania wielu kopii fragmentow
gendw z niewielkiej ilosci materialu genetycznego. Produkty reakcji PCR stanowia pod-
stawe¢ do dalszych analiz technikami elektroforetycznymi i do sekwencjonowania, ktore
w wypadku prob srodowiskowych, gdzie mamy do czynienia z mieszaning organizmow,
musi by¢ poprzedzone klonowaniem.

Nalezy mie¢ takze na uwadze, ze zastosowanie metody PCR do probek srodowisko-
wych moze si¢ wigza¢ z przeszkodami wynikajacymi z obecno$ci inhibitorow, ktoére moga
powodowac ostabienie lub catkowite zahamowanie reakcji amplifikacji. Inhibitorami moga
by¢ zwiazki nieorganiczne i organiczne réznego pochodzenia (np. polisacharydy, mocznik
lub kwasy humusowe) [3].
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Istnieje co najmniej kilka modyfikacji reakcji PCR, dajacych nowe mozliwosci badaw-
cze (tab. 1).
2.2. Elektroforeza zelowa [1, 5-7, 10]

Techniki elektroforetyczne wykorzystuja zdolnos¢ migracji czasteczek biatek lub kwa-
sow nukleinowych w zelach. Zaréwno biatka, jak i kwasy nukleinowe maja silny tadunek
ujemny, wobec czego w polu elektrycznym przemieszczaja si¢ w kierunku od anody do
katody. Stosowane w badaniach zele stanowia witoknista sie¢, ktora ogranicza swobodna
migracjg. Szybkos$¢ przemieszczania sig biatka czy DNA/RNA w zelu zalezy od tadunku,
wielkosci 1 ksztattu czasteczki. Najszybciej poruszaja si¢ czasteczki mate i nierozgatezione.
W zalezno$ci od rodzaju zastosowanego zelu (agarozowy lub poliakrylamidowy) i jego
stezenia zmienia si¢ zakres rodzaju czasteczek, ktore mozna rozdzieli€.

W zelu agarozowym rozdzieli¢ mozna czasteczki o wielkosci 5—5000 pz (par zasad),
z zastrzezeniem, ze w poroéwnaniu z zelem poliakrylamidowym sita rozdziatu jest stosun-
kowo niska. W tym ostatnim bardzo dokladnie rozdzielane sa czasteczki od 50 do
1500 pz. Jednak praca z poliakrylamidem jest trudniejsza (zele s ciefisze i szybciej polime-
ryzuja), a sam zwiazek jest silng neurotoksyna. Istnieje kilka odmian elektroforez (tab. 2)
waznych z punktu widzenia badan nad mikroorganizmami w postaci czystych szczepoéw
1 mieszanin.

Tabela 1

Modyfikacje reakcji PCR

Tak zwany ,,gniazdowy” PCR (inne nazwy to takze zagniezdzony lub
wewnetrzny PCR) polega na przeprowadzeniu zwyklej reakcji PCR,
a nastgpnie powtdrne przeprowadzenie reakcji PCR z druga parg starterow

“ ”
nested PCR (determinujacych wihasny profil termiczny), ktére zlokalizowane sa blizej
srodka powielanego fragmentu DNA. Pozwala to na zwigkszenie specy-
ficznos$ci wyniku [8].
Modyfikacja polegajaca na namnazaniu jednoczes$nie kilku fragmentow
Multiplex PCR” DNA, uzywajac w tej samej reakcji kilku par starteréw. Technika pozwala
2

przyspieszy¢ badanie wigkszych obszarow DNA z jednoczesna kontrola
poprawnosci prowadzonego procesu.

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym to reakcja amplifikacji DNA, kto-
rego ilo$¢ jest monitorowana podczas przebiegu reakcji dzigki obecnosci
w mieszaninie reakcyjnej barwnikéw lub sond fluorescencyjnych. Barw-
niki, taczac sig¢ z kwasem nukleinowym, emituja sygnat fluorescencyjny
proporcjonalny do ilosci produkowanego DNA [2]. Do zalet tej techniki
naleza duza czuto$¢ oraz szybko$¢ wykonania. Jej zastosowanie pozwala
na okres$lenie wzglednej i bezwzglednej ilosci matrycy, pomiar poziomu
ekspresji genu, okreslenie liczby kopii genu i rozréznianie alleli.

PCR w czasie
rzeczywistym
(ang. real-time PCR)

Odmiana PCR, w ktorej matryca jest mRNA. Do namnazania mRNA
uzywa si¢ enzymu zwanego odwrotna transkryptaza. Nastgpnie uzyskane
w ten sposob cDNA amplifikuje si¢ z uzyciem tradycyjnego PCR. Reak-
cja ta ma znacznie wigksza czulos¢ w stosunku do tradycyjnego PCR [9].

RT-PCR
(ang. Reverse
transcriptase PCR)
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Elektroforeza w gradiencie czynnika denaturujacego (DGGE, ang. Denaturing Gra-
dient Gel Electrophoresis) i w gradiencie temperatury (TGGE, ang. Temperature
Gradient Gel Electrophoresis) sa metodami pierwotnie projektowanymi do wykrywania
pojedynczych mutacji w genetycznym materiale ludzkim. Rownie §wietnie sprawdzaja sig
w badaniach prob srodowiskowych, czyli w rozdziale produktow PCR, w ktorych wyste-
puje mieszanina mikroorganizméw. Zastosowanie znalazlty elektroforezy poliakrylami-
dowe, w ktorych wykorzystywano: rosnace stezenie mocznika w DGGE oraz gradient tem-
peratury w TGGE jako czynnik denaturujacy struktur¢ DNA.

Czasteczki DNA o roznej sekwencji, a zatem — ro6znej temperaturze topnienia, migrujac
w rosnacym stezeniu zwiazku denaturujacego (lub gradiencie temperatury), zatrzymuja si¢
na réznej wysokosci. Ze wzgledu na roznice w sekwencji uzyskuje si¢ w zelu tzw. finger-
print, czyli wzor rozdzialu mieszaniny na prazki, z ktorych kazdy odpowiada innemu frag-
mentowi namnozonego DNA.

Elektroforeza w pulsujacym polu elektrycznym. Cate genomowe DNA czystych
szczepow, poddane uprzednio pocigciu DNA enzymami restrykcyjnymi i zatopione w aga-
rozie, mozna rozdzieli¢ metoda elektroforezy w pulsujacym polu elektrycznym (PFGE,
ang. Pluse Field Gel Elekctrophoresis) [11]. Technika umozliwia precyzyjny rozdzial du-
zych czastek DNA dzigki zastosowaniu pulsujacej zmiany kierunku przeptywu pradu. Cza-
steczka DNA ze wzgledu na okresowe zmiany kierunku dziatania pradu wedruje ,,zygza-
kiem”, co umozliwia jej precyzyjny rozdziat [12].

2.3. Klonowanie DNA [5, 13]

Klonowanie, podobnie jak reakcja PCR, pozwala na powielenie gendw. W tym jednak
wypadku wykorzystuje si¢ bakteriofagi (wirusy bakteryjne) lub plazmidy (male, koliste
czasteczki dwuniciowego DNA wystepujace u bakterii). Stanowia one swego rodzaju nos-
nik genu, ktory chcemy powieli¢ i maja zdolno§¢ do samoreplikacji. No$nik taki nazywany
jest wektorem.

Zdolnos¢ do samoreplikacji jest bardzo waznym czynnikiem, poniewaz samo wprowa-
dzenie DNA do komorki bakteryjnej nie powoduje jego powielenia i w normalnych warun-
kach wigkszosé¢ fragmentow wprowadzonego DNA szybko ulega degradacji przez nukleazy.

Zabieg klonowania mozna przeprowadzi¢, jesli DNA poddawany klonowaniu zostal
rozcigty enzymem restrykcyjnym, tak aby otrzymac¢ kohezyjne kofice w miejscu rozcigcia.
Konce kohezyjne maja fragmenty jednoniciowe (tzw. lepkie konce), umozliwiajace przyta-
czenie innego fragmentu DNA zawierajacego komplementarne lepkie konce. W sytuacji,
gdy fragment ma konce tepe (czyli takie, ktore nie zawieraja wystajacego fragmentu jedne;j
nici DNA), konieczne jest zastosowanie odpowiedniego enzymu restrykcyjnego zardwno
na fragment DNA, ktory chcemy powieli¢, jak i na wektorowy DNA, aby umozliwi¢ pota-
czenie tych czastek w procesie ligacji, z uzyciem enzymu zwanego ligaza. W wyniku liga-
cji powstaje hybryda bedaca kolistym DNA ztozona z DNA plazmidowego (lub fagowego)
z wbudowanym fragmentem wprowadzonego DNA. Tak przygotowany wektor wprowadza
si¢ do komorek bakteryjnych w procesie transformacji (najczesciej wykorzystuje si¢ tutaj
kompetentne, czyli zdolne do transformacji komorki E.coli), gdzie moze dojs¢ do replika-
¢ji, czyli namnozenia powstatej hybrydy. Na tym etapie wazna jest umiejgtnos¢ znalezienia
poszukiwanego genu w powstalej mieszaninie zawierajacej takze DNA wektora i bakterii.
Aby selekcja komoérek zawierajacych hybryde byta mozliwa, najczesciej stosuje si¢ wektory
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majace gen opornosci na antybiotyk. Dzigki temu posianie mieszaniny komorek na plytce
agarowej z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku spowoduje wzrost wytacznie komorek
opornych na jego dziatanie, a wige tych, ktore zawieraly wektor, a tym samym stworzona
hybryde majaca w swoim sktadzie poszukiwany fragment DNA.

Produkt klonowania, tak jak produkt PCR, po oczyszczeniu moze stanowi¢ materiat do

sekwencjonowania czy innych analiz.
Tabela 2

Odmiany technik elektroforetycznych

Cate bakteryjne (lub duze fragmenty genéw eukariotycznych) DNA jest
zatapiane w agarozie, a nast¢pnie poddawane cigciu restrykcyjnemu. Tak
PFGE przygotowany materiat jest rozdzielany w polu elektrycznym, ktérego
[11] kierunek zmienia si¢ okresowo. Pozwala to na uzyskanie precyzyjnego
rozdzialu DNA. Metoda jest uznawana za ,,zloty standard” pos$réd metod
biotypowania mikroorganizmow.

Rozdziat mieszanin produktow PCR, takich samych w dtugosci, ale roznia-

DGGE/TGGE cych sig¢ sekwencja nukleotydéw nastgpuje w zelu poliakrylamidowym,

[11]

w ktorym utworzono gradient czynnika denaturujacego (stezenie mocznika
lub temperatura). Uzyskuje si¢ w ten sposOb precyzyjny rozdziat produktow.

Horyzontalna
agarowa
[15]

Metoda standardowego rozdziatu mieszaniny DNA o réznej dlugosci, od 5
do 5000 pz. Ma stosunkowo staba moc rozdzielcza w poréwnaniu z innymi
technikami elektroforetycznymi.

Poliakrylamidowa
[15]

Zele poliakrylamidowe maja wysoka rozdzielczo$é w stosunku do techniki
elektroforezy agarozowej. Sa one stosowane m.in. w sekwencjonowaniu
oraz w technice DGGE/TGGE. Polimeryzacja zachodzi dzigki uzyciu
nadsiarczanu amonowego, a reakcj¢ katalizuje TEMED (N, N, N’, N* —

tetrametylenoetylenodiamina). Zele te sa bardzo cienkie, co umozliwia
roéwnomierna polimeryzacjg.

Zele poliakrylamidowe zawierajace SDS sa stosowane w badaniach biatek.
Mieszaning biatek poddaje si¢ najpierw dziataniu czynnika redukujacego,
SDS-PAGE zrywajacego wiazania dwusiarczkowe. Nastgpnie SDS jako anionowy
[10] detergent powoduje denaturacj¢ i optaszczenie biatka, ktore natadowane
ujemnie wedruje w kierunku katody. Technika ta pozwala na rozdziat
biatek r6zniacych si¢ masa czasteczkowa.

2.4. Sekwecjonowanie kwas6w nukleinowych [1, 10, 14-17]

W celu ustalenia kolejnosci nukleotydow w czasteczkach kwasoéw nukleinowych prze-
prowadza si¢ sekwencjonowanie. Aby poznaé kolejnos¢ nukleotydow w czasteczce RNA,
nalezy najpierw uzyskaé ¢cDNA za pomoca odwrotnej transkrypcji. Do jednych z pierw-
szych procedur sekwencjonowania DNA zaliczyé mozna metode terminacji tancucha,
zwang rowniez metoda Sangera lub dideoksy.

Materiat wyj$ciowy do sekwencjonowania metoda terminacji tancucha stanowia: pula
identycznych jednoniciowych czasteczek DNA, odpowiednie startery oraz dideoksyrybo-
nukleotydy, ktore po przylaczeniu do syntetyzowanej nici uniemozliwiaja jej dalsze wydtu-
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Zanie, poniewaz w pozycji 3’ nie maja grupy hydroksylowej, niezb¢dnej do utworzenia
wiazania z kolejnym nukleotydem. Otrzymane w tej metodzie czasteczki DNA rozdziela
si¢ w zelu poliakrylamidowym, a potozenie prazkéw $wiadczy o rozmiarach uzyskanych
fragmentow DNA.

Dla rozwoju techniki sekwencjonowania istotna okazala si¢ mozliwo$¢ znakowania
fluorescencyjnego dideoksyrybonukleotydow, z ktorych kazdy wyznakowany jest innym fluo-
roforem, co umozliwia prowadzenie reakcji terminacji w jednej proboéwce. Dzigki zdolnosci
detektora fluorescencyjnego do rozrdzniania poszczegdlnych znacznikéw fluorescencyjnych,
mozna wprowadza¢ na jedna $ciezke w zelu poliakrylamidowym czasteczki wyznakowane
réoznymi fluoroforami. Pomimo postgpu automatyzacji sekwencjonowania DNA istotna
wadg standardowych procedur stanowily ograniczenia dotyczace dlugosci sekwencji od-
czytywanej w jednym eksperymencie.

Szybsze uzyskiwanie sekwencji osiagnigto przez zastosowanie rozdziatu czasteczek
w specjalnych kapilarach. Do zalet sekwencjonowania z zastosowaniem kapilar zaliczono:
mozliwos$¢ wymieniania polimeru rozdzielajacego pomigdzy kolejnymi elektroforezami bez
potrzeby rozmontowywania urzadzenia, latwos$¢ nakladania probek, a takze mozliwosé
rownoczesnej analizy kilkudziesigciu prob przy odpowiednim zaggszczeniu kapilar.

Jedna z metod pozwalajacych na dalsze zwigkszenie efektywnosci sekwencjonowania
jest pirosekwencjonowanie, ktore nie wymaga elektroforezy ani innej formy rozdzielania
fragmentow DNA, bowiem w czasie syntezy nowej nici rejestrowana jest kolejno$é wbu-
dowywanych nukleotydow, co umozliwia bezpo$rednie, zautomatyzowane odczytanie
sekwencji powstajacej nici. Ponadto do mieszaniny reakcyjnej dodawane sa dideoksyrybo-
nukleotydy, a ich kolejne przylaczanie do polimeryzowanej nici wiaze si¢ z uwolnieniem
czasteczki pirofosforanu, ktorej przeksztalcenie za pomoca enzymu — sulfurylazy daje btysk
$wiatla bedacy wynikiem chemiluminescencji.

2.5. Hybrydyzacja in situ [1, 5, 16, 17]

Hybrydyzacja in situ jest technika, w ktorej taczy si¢ krotki fragment DNA lub RNA

o znanej sekwencji (tzw. sondg) z materialem genetycznym zawartym w badanej probie,

o sekwencji komplementarnej do sondy. W celu zidentyfikowania hybrydy sondy znakuje

sig. Ze wzgledu na rdzne sposoby prowadzenia hybrydyzacji wyrdznia si¢ kilka jej typow:

— Hybrydyzacja typu Southern Blot. Do lokalizacji konkretnej sekwencji DNA na zelu
po elektroforezie wykorzystuje si¢ hybrydyzacje typu Southern. Polega ona na
dyfuzyjnym przenoszeniu DNA z zelu na dogodniejszy nos$nik, membrang nitrocelulo-
zowa lub nylonowa, ktdra inkubuje si¢ ze znakowanymi izotopowo sondami o sekwencji
komplementarnej do poszukiwanego fragmentu. Zdjgcie rentgenowskie membrany
pozwala zlokalizowa¢ poszukiwana sekwencjg.

— Hybrydyzacja typu Northern Blot. Hybrydyzacja typu Northern, zwana tez elektrofo-
retyczno-hybrydyzacyjna detekcja transkryptow, jest metoda poszukiwania sekwencji
RNA z uzyciem znakowanych radioaktywnie sond DNA. Metoda pozwala na badanie
aktywnosci pojedynczych genow.

— Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH). Nazwa tej metody pochodzi od ang.
fluorescent in situ hybrydization, w skrocie FISH. Metoda ta stuzy do wykrywania
okreslonej sekwencji DNA w badanym materiale za pomoca znakowanej sondy oligonukleo-
tydowej. Identyfikacja hybrydy polega na identyfikacji znakowanych sond, ktore
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wchodza w sktad hybrydy. Sondy znakowane sa znacznikami fluorescencyjnymi, a ich

obecno$¢ w probee obserwuje sig, stosujac mikroskop fluorescencyjny. Sondy mozna

zaprojektowa¢ samodzielnie na podstawie wczesniejszej analizy materialu gene-
tycznego. Takie rozwigzanie stosuje si¢ wowczas, gdy nie istnieje jeszcze sonda dla
poszukiwanej sekwencji. Zaprojektowanie sondy wymaga zaawansowanej wiedzy

z zakresu biologii molekularnej, przy czym dostgpnos¢ sond oraz baz danych o sondach

i sposobie ich zastosowania jest bardzo szeroka.

Probki $rodowiskowe moga zawiera¢ elementy obdarzone zdolno$cia do ,,$wiecenia”
pod wplywem promieniowania UV (tzw. autofluorescencja). Z tego wzgledu niezbedne sa
badania wstepne majace na celu okreslenie wielkosci autofluorescencji. Dlatego wykonuje
si¢ hybrydyzacj¢ probki bez zastosowania sondy oraz z uzyciem tzw. sondy nonsensownej,
ktéra nie wiaze prokariotycznego RNA. Sonda nonsensowna (ang. nonsense probe) to
sonda stanowiaca sekwencj¢ DNA, ktora nie ma sekwencji komplementarnej wsrod
organizmo6w prokariotycznych. Prowadzac analizy metoda FISH w celu identyfikacji
docelowego organizmu, nalezy wykorzysta¢ co najmniej dwie rézne sondy, aby umozliwié
zidentyfikowanie artefaktow i potwierdzi¢, ze zidentyfikowana sekwencja (specyficzna dla
danego organizmu) jest sekwencja poszukiwana. I tak na przyklad, by identyfikowac
gatunek Kuenenia stutgartiensis, aktywny w procesie anammox, nalezato zastosowa¢ sondg
charakterystyczna dla grupy bakterii anammox (np. sond¢ Amx820) oraz sond¢ zawierajaca
sekwencj¢ charakterystyczna dla tego gatunku. Sygnat fluorescencyjny z obydwu sond
pozwoli na jednoznaczna identyfikacje tego gatunku.

Tabela 3

Modyfikacje FISH [17]

CARD-FISH Metoda stosowana, gdy ilo$¢ rybosoméw w probee jest zbyt mata, co
(CARD -z ang. uniemozliwia detekcj¢ komoérek docelowych. W metodzie tej sygnat
Catalysed Reporter zostaje wzmocniony dzigki uzyciu HRP (peroksydaza chrzanowa, ang.
Deposition) horseradish peroxidase) 1 tyramidu (and. Tyramide Signal Amplification).
Metoda stosowana wowczas, gdy konieczne jest zaprojektowanie
sondy a organizm docelowy jest niedostgpny, oraz przeszukiwanie
biblioteki genow ze wzgledu na czasochtonno$é i kosztowno$¢ zostaje
Clone-FISH . .
wykluczone. Metoda polega na wywotaniu ekspresji docelowego genu
16S rRNA w E.coli, a nastgpnie detekcji za pomoca FISH. Stanowi ona
bardzo dobre narzgdzie do zaprojektowania sondy.
Cat-FISH Podobnie jak Clone-FISH stosowana w celu zaprojektowania sondy.
RING-FISH
(ang. Recognition Stosowana ze wzgledu na zbyt mata czutos¢ techniki FISH do identyfi-
of INdividual Genes kacji pojedynczych genow.
in a single bacterial cell)
Potaczenie dwoch metod in situ: FISH i mikroautoradiografii. Mi-
kroautoradiografia polega na znakowaniu radioizotopowym substratow
FISH-MAR organicznych i nieorganicznych (np. *H, '*C, *°S, *P), ktorych umiej-
(ang. FISH- scowienie okreSla si¢ nastgpnie za pomoca obserwacji mikroskopo-
-microautoradiography) | wych. W tandemie z FISH pozwala na okreslenie poboru przez
poszczegdlne mikroorganizmy badanych substratow zawartych
w probce.
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Technika FISH pozwala nie tylko na identyfikacj¢ organizmow, ale takze na analizg ilo-
$ciowa z zastosowaniem fluorescencyjnego skaningowego mikroskopu konfokalnego (ang.
confocal scanning laser microscope, CSLM). Analiza ilosciowa oparta jest na obrobce
zdj¢¢ mikroskopowych badanego materialu z uzyciem zaawansowanego oprogramowania,
niekiedy dostgpnego bezptatnie (np. program DAIME, ang. Digital Image Analysis In
Microbial Ecology). W analizie obrazu mikroskopowego obok detekcji szukanego organi-
zmu mozliwa jest takze detekcja wszystkich bakterii (najczesciej), co pozwala na podawa-
nie wynikow w odniesieniu do catkowitej biomasy bakterii. Mozliwa jest rowniez analiza
ilociowa w przeliczeniu na masg probki, jednak wowczas nalezy zastosowaé odpowiednie
filtry, stanowiace no$nik, na ktorym przeprowadza si¢ hybrydyzacje.

Obecnie istnieje wicle modyfikacji i udoskonalen metody FISH, ktore zostaty przed-
stawione w tab. 3.

2.6. Mikromacierze DNA [18]

Zasada dziatania mikromacierzy jest stosunkowo prosta i oparta na technikach hybry-
dyzacji. W mikromacierzach, odwrotnie niz w wypadku wczesniej omowionej techniki
FISH, sondy DNA umieszczane sa na statym podtozu, na ktore naktada si¢ wyznakowana
fluorescencyjnie probg pochodzaca z badanego materiatu biologicznego. Na podtoze mozna
nanie$¢ nawet kilkadziesiat tysigcy sond, dzigki czemu w jednym eksperymencie mozna prze-
analizowac ekspresj¢ bardzo wielu genow.

Ze wzgledu na charakter zastosowanych sond wyrdznia si¢ dwa rodzaje mikromacierzy:
mikromacierze cDNA oraz mikromacierze oligonukleotydowe (tzw. chipy DNA).

Na analiz¢ z wykorzystaniem mikromacierzy sktada sig kilka etapéw: otrzymanie sond
i przygotowanie mikromacierzy, izolacja materialu genetycznego i jego wyznakowanie,
hybrydyzacja do sond DNA znajdujacych si¢ na mikromacierzy oraz zebranie i analiza
wynikow hybrydyzacji.

Poniewaz procedura projektowania i przygotowania mikromacierzy oraz analiza danych
sa czasochlonne i wymagaja dos§wiadczenia, proponuje si¢ korzystanie z gotowych chipow
DNA, oferowanych przez firmy biotechnologiczne. Technika ta wykorzystywana jest
gtéwnie w medycynie do badania poziomu ekspresji genow. Ze wzgledu na wysokie koszty
mikromacierze rzadko wykorzystywane sa w biotechnologii srodowiskowej. Wigcej infor-
macji o mikromacierzach w jezyku polskim znalez¢ mozna w publikacji [18].

2.7. Biatko GFP

Naturalna zdolnos$¢ bioluminescencji niektorych gatunkoéw parzydetkowcow (Cnidaria)
od wiekow wzbudzala zainteresowanie czlowieka. Biatko GFP znalazlo si¢ w centrum
dociekan wielu naukowcow i obecnie stanowi powszechnie wykorzystywane narzedzie
w biologii molekularnej oraz w biologii komorki. Najlepiej poznanym i najczesciej
stosowanym biatkiem fluorescencyjnym jest GFP pochodzace z Aequorea victoria. Badania
dotyczace opracowania mechanizmu bioluminescencji u 4. victoria na poziomie molekular-
nym wykazaly, ze w reakcji uczestnicza dwa biatka: ekworyna (ang. aequorin) oraz zielone
biatko fluorescencyjne (ang. green fluorescent protein, GFP) — migdzy nimi zachodzi
transfer energetyczny, dzigki ktoremu nastgpuje emisja Swiatta [19] (rys. 2).
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Masa czsteczkowa biatka wynosi ok. 27 kDa, a struktura przyjmuje dorbaryiki.
Poszczegoélne harmonijki uktadagie wzgledem siebie antyréwnolegle, formagjsciany
zwartego cylindra. Po obu stronach barytkidach polipeptydowy tworzygtle zabezpie-
czapce wretrze struktury, ktéra zawiera greifiuoroforony. Na podstawie wynikow bada
dotyczicych wiasciwosci spektralnych GFP pochogtzgo z Aequorea victoria stwier-
dzono,ze widmo absorpcji ma dwa maksima — gtéwne przy 395 nm i dodatkowe przy 470 nm,
natomiast widmo fluorescencyjnej emisji ma jedno maksimum przy 509 nm [19, 20].

ekworyna-koelenterazyna-0O,

- . wzrost Ca?*

. . 2+
w cytoplazmie aktywacja z udziatem Ca

- id* +
drapieznik ekworyna-koelenteramid® + CO,

l transfer energii

Aequorea victoria GFP* )

4 \~
powrdt do stanu J—> emisja zielonego s’wiatla@

podstawowego o diugosci fali ok. 509 nm
GFP

Rys. 1. Schemat mechanizmu bioluminescenciji

Fig. 1. Scheme of bioluminescence mechanism

Modyfikacje biatka dotycace struktury molekularnej biatka GFP, gtéwnie poprzez
wprowadzanie przypadkowych mutacji, utatwity i rozszerzyly jego wykorzystanie w bada-
niach biologicznych. Opracowano sposoby ¢szenia intensywnici fluorescencji GFP
oraz dokonano zmian w dtugm emitowanegawiatta, czyli barwyswiatta, w jakim zmu-
towane biatk&wiecy [20].

Obecnie najpowszechniejsforma wykorzystania GFP jest badanie lokalizacji biatek
w komaérkach [21]. W tym celu projektujecsizw. biatka fuzyjne. Powstajone w wyniku
transkrypcji i translacji sekwencji DNA, sktadapgo s¢ z cDNA GFP i genu kodugego
badane biatko. Dzki tatwe] wizualizacji maliwe jest sledzenie zmian lokalizacji bada-
nych biatlek pod wptywem eédych czynnikédw. GFP stosujecsiowniez jako gen reporte-
rowy, stuzacy do monitorowania poziomu ekspresji genoéw [22].

Doniesienia zawarte w literaturze przedmiotu z ostatnich lat wskamupiatko GFP
coraz cesciej znajduje zastosowanie w hiotechnologiodowiskowej [19]. W zwizku
z tatwg wizualizacp znakowanych mikroorganizméw d@ki mikroskopii fluorescencyjnej
oraz ze wzgldu na liczne zalety, ktére przedstawiono w tab. 4 biatko tzeng¢ wyko-
rzystywane do badania dynamiki rozmaaia i/lub przestrzennej lokalizacji bakterii
w réznychsrodowiskach, m.in. takich, jak gleba, biofilm czy osad czynny.

Znakowane genemgfp mikroorganizmy mog postizy¢ do monitorowania procesu bio-
remediacji skaonych gleb [23]. Wiele przeprowadzonych gtbbada dotyczyto wptywu
weglowodoréw aromatycznych na $l§ zdoInGg¢ przexycia i przestrzenne rozmieszczenie
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bakterii zdolnych do rozktadu tych zwiazkéw. Metoda znakowania genem gfp moze by¢
zastosowana do badania rozmieszczenia poszczegdlnych gatunkoéw, a takze moze poshuzy¢
do monitorowania zmian zachodzacych w zespotach bakteryjnych tworzacych biofilmy
[24]. Technika znakowania genem gfp pozwala na obserwowanie zaleznosci migdzy po-
szczegblnymi gatunkami bakterii, dzigki czemu mozliwe jest ustalenie wlasciwosci bio-
filmu i podjgcie prob jego modyfikacji na potrzeby danego procesu.

Tabela 4

Zalety oraz wady wykorzystywania GFP jako znacznika w badaniach srodowiskowych [20]

ZALETY

e latwos¢ detekcji — do wykrycia ekspresji nie potrzeba egzogennych substratow, kofaktorow
lub energii chemicznej,
e mozliwo$¢ monitorowania pojedynczych komoérek bakteryjnych,
e niska destruktywno$¢ — detekcja moze odbywac si¢ bez niszczenia struktur zlozonych
z mikroorganizméw,
e wykrywanie znaczonych komorek odbywa si¢ bez ich wczesniejszego barwienia,
e mozliwo$¢ detekcji on-line badz w czasie rzeczywistym,
e stabilno$¢ sygnatu:
= GFP jest odporne na denaturacj¢ termiczna i utrzymuje fluorescencj¢ do temperatury ok.
65°C,
= GFP wykazuje odporno$¢ na denaturacj¢ chemiczng i wykazuje fluorescencje w zakresie
pH 6-12,
=  GFP ze wzgledu na zwarta strukturg nie ulega dziataniu wielu enzymow proteolitycznych,
m.in. trypsyny, chymotrypsyny, subtylizyny, papainy az do st¢zenia 1 mg/ml,
= GFP poddane dziataniu bardzo wysokiego cisnienia, az do 600 MPa (ok. 6 tys. atmosfer),
w dalszym ciagu utrzymuje staty poziom fluorescencji,
e minimalny wplyw na dynamike procesow zachodzacych na powierzchni komoérek ze wzgledu
na ekspresj¢ GFP zachodzaca w cytoplazmie,
e ciagla synteza GFP w komorkach — minimalne obnizenie sygnatu fluorescencji podczas bakte-
ryjnej replikacji,
e mozliwos¢ detekcji sygnatu pochodzacego z zywych komoérek — powtarzalne odczyty w tych
samych warunkach dla tych samych komorek,
e brak tla emitowanego przez autochtoniczne populacje bakteryjne zaktocajacego detekeje,
e mozliwa podwojna detekcja ze znacznikami emitujacymi $wiatlo o innych dtugosciach fal
(innego koloru).

WADY

e niezbadana zmienno$¢ ekspresji GFP w komorkach réznych gatunkéow,

e niestabilno$¢ plazmidow zawierajacych geny kodujace GFP (bardziej stabilne sa inserty wpro-
wadzone w chromosom bakteryjny — w ten sposéb mozliwe jest obnizenie ryzyka transferu
genu kodujacego GFP do genoméw bakterii autochtonicznych),

e niezbadany wplyw czynnikow $rodowiskowych na ekspresje GFP,

e  mozliwo§¢ zaktocenia sygnatu emitowanego przez GFP przez inne czasteczki wykazujace
zdolnos¢ fluorescencji w komérkach bakterii,

e brak zdolnosci GFP do emitowania sygnatu w warunkach beztlenowych,

e potrzeba wyznaczenia czasu zycia komorkom zawierajacym gen kodujacy GFP.
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Wykorzystanie znakowanych genem gfp szczepdw Escherichia coli oraz Serratia mar-
cescens pozwolito natomiast na zbadanie mechanizmu adhezji komoérek bakteryjnych do
powierzchni ktaczkéw osadu czynnego [25]. Dzigki zastosowaniu mikroskopii konfokalnej
do obserwacji znakowanych komoérek mozliwe byto utworzenie trojwymiarowego modelu,
na podstawie ktérego wykazano odmienne mechanizmy przytwierdzania si¢ badanych
szczepéw do powierzchni klaczkoéw oraz ich zdolnos¢ do przedostawania si¢ do wngtrza
ktaczkéw przez specyficzne kanaly w ich strukturze.

Istnieje rowniez mozliwo$¢ skonstruowania catokomérkowych biosensoréw bakteryj-
nych przez przeprowadzenie fuzji genu gfp z okreslong sekwencja promotorowa [26-28].
W komoérce majacej czynny transkrypcyjnie gen promotor petni rolg bioreceptora
reagujacego na zmiany zachodzace w obregbie komorki, ktore sa skutkiem wptywu okreslo-
nych czynnikow. Ekspresja genu gfp, obserwowana jako $wiatlo, jest forma odpowiedzi
komorki, a intensywno$¢ emitowanego $wiatla stanowi specyficzny wskaznik reakcji ko-
morki na badany czynnik. Dodatkowo struktura promotora, a takze mechanizm regulacji
jego aktywnosci decyduja o transkrypcji genu gfp znajdujacego si¢ pod jego kontrola, co
pozwala na przeprowadzenie badan dotyczacych ekspresji genow bedacych pod kontrola
réznych regionéw promotorowych. Biosensory tego rodzaju znajduja coraz szersze zasto-
sowanie w wykrywaniu szkodliwych zwiazkéw chemicznych oraz ocenie biodostgpnosci
i potencjalnej toksycznosci substancji wystepujacych w $ciekach, wodzie czy glebie.

3. Podsumowanie

W artykule przedstawiono przeglad najbardziej podstawowych metod molekularnych
uzytecznych w biotechnologii §rodowiskowej, przy czym nalezy zwro6ci¢é uwage na ich
uniwersalno$¢. Moga by¢ one zastosowane do badania praktycznie kazdego materiatu
biologicznego, wymagajac jedynie drobnych dostosowan procedur laboratoryjnych. W bio-
technologii $rodowiskowej uzycie technik molekularnych ulatwia analizy mikroorgani-
zmoéw, trudnych do zbadania konwencjonalnymi metodami mikrobiologicznymi, ze
wzgledu na skomplikowane profile biochemiczne lub problemy w ich hodowli. Biotechno-
logia jest przysztoSciowa i wciaz rozwijajaca si¢ galezia wiedzy, a gtowna sita napedowa
tego rozwoju w ostatnich latach okazata si¢ biologia molekularna. Techniki te nie sa ogra-
niczone jedynie do prac zespolow biologow, biochemikdéw czy mikrobiologdéw, ale moga
by¢ podejmowane réwniez przez biotechnologdéw i inzynieréw. Zyczymy zatem owocnych
badan.
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