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The purpose of this article was to review prospects of
molecular biology methods in veterinary and medi-
cine. The studying of biochemical and biophysical as-
pects of structure and function of genes and other sub-
cellular entities, provided new insight into their role in
health and disease. Molecular biology in XX century
has been involved in research and practice of medicine,
biology, pharmacology, agriculture, food technology
and military service. Understanding the structure and
function of human genome enables improve diagnostic
approach, develop of new, highly targeted therapeutics
and vaccines and construct new bio-weapons. Unique
DNA sequences provide high levels of specificity for
the diagnostic purposes and identification of viruses,
microbes and parasites species and strains. The poly-
merase chain reaction (PCR) and related methods are
particularly important for identification pathogenic or-
ganisms. Molecular genetics with chemistry is used in
the search for new drugs and improvement of already
existing chemotherapeutics. Veterinary technologies
based on moder biotechnology offer enormous po-
tential for the production of vaccines, other medici-
nal products and help monitor diseases.
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Biologia molekularna, ktéra zajmuje sie
podstawami dzialania organizméw zy-
wych na poziomie subkomérkowym od po-
fowy XX w. i na poczatku XXI w. zdomi-
nowala nauki biologiczne (1). Jej osiagnie-
cia na polu nauk stosowanych, zwlaszcza
genetyki, wielu dzialéw biologii, medycyny
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i weterynarii sa ogromne i nadal prowadza
do odkrywania nowych praw i zaleznosci
obowiazujacych w $wiecie organizméw zy-
wych (2). Nalezy tylko wspomnie¢, ze dzie-
ki biologii molekularnej udalo sie miedzy
innymi okresli¢ genom czlowieka i wielu
gatunkéw zwierzat oraz roélin, usprawni¢
diagnostyke i pozna¢ patogeneze choréb
tla genetycznego, zdiagnozowa¢ pierwot-
ne i wtérne zespoly uposledzonej odporno-
$ci, stworzy¢ racjonalne podstawy immuno-
logii i immunoterapii choréb nowotworo-
wych oraz immunologii transplantacyjnej
(3, 4). Podstawy genomiki i proteomiki zo-
staly utworzone dzieki badaniom na pozio-
mie subkomérkowym i komérkowym z wy-
korzystaniem nowych, subtelnych technik
biologii molekularnej (techniki klonowa-
nia, reakcja taricuchowa polimerazy — PCR,
najrozmaitszych odmian elektroforezy ze-
lowej, blotting DNA (Southern, Western,
Northern). Poznanie proceséw replikacji,
transkrypcji i translacji umozliwito ich prak-
tyczne wykorzystanie w naukach biologicz-
nych, takich jak bioinformatyka, biomedy-
cyna, enzymologia molekularna, ewolucjo-
nizm (5, 6, 7) i biotechnologia (8).
Omawiajac w zarysie osiagniecia i per-
spektywy biologii molekularnej w we-
terynarii i medycynie ograniczamy si¢

wylacznie do kilku probleméw o znacze-
niu kluczowym dla tych dziedzin nauki,
a mianowicie do: okreslenia genomu czto-
wieka, poszukiwanie markeréw genetycz-
nych odpowiedzialnych za podatno$¢ na
zakazenia, konstruowanie nowych patoge-
néw w celu ich ewentualnego wykorzysta-
nia jako broni biologicznej i technik biolo-
gii molekularnej w rozpoznawaniu choréb.

Biologia molekularna czesto na skutek
nazewnictwa specyficznego dla tej dzie-
dziny wiedzy, skomplikowanych technik
badawczych, silnemu powigzaniu z wie-
loma naukami szczegélowymi, zwlaszcza
z biologia i biochemia, wydaje si¢ nauka
stajemna” dla specjalistow z innych dzie-
dzin wiedzy. Przedstawiony artykul moze
w pewnym stopniu przyblizy¢ lekarzom
weterynarii wybrane osiagniecia i perspek-
tywy, jakie rysuja sie przed biologia mole-
kularna, bedaca najbardziej dynamicznie
rozwijajaca sie dziedzing wiedzy w XXI w.

Genom cztowieka

Projekt gnomiczny zakladal dokonanie
szczeg6lowych analiz sekwencji nukleoty-
déw oraz zdefiniowanie wystepujacych
w nich informacji genetycznych (9). Badania
nad okresleniem genomu czlowieka trwaly
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13 lat i zakonczyly sie sukcesem. Odczyta-
no kompletna sekwencje nukleotydéw ge-
nomu cztowieka. Mozna je uzna¢ za jeden
z najambitniejszych projektéw badawczych
realizowanych dotychczas przy wspoétpracy
naukowcéw z wielu krajéw. Mapowanie ma-
terialu genetycznego umozliwilo nie tylko
poznanie tajemnic dziedziczenia i funkcjo-
nowania czlowieka na poziomie subkomor-
kowym, ale takze na wykorzystanie uzyska-
nych informacji w wielu dziedzinach biolo-
gii, medycyny, farmacji i nauk rolniczych.
Realizacja programu pozwolila na identy-
fikacje wszystkich genéw w DNA czlowie-
ka z réwnoczesnym okresleniem sekwen-
cji par zasad w helisie DNA i stworzenie
bazy danych oraz opracowanie sposobéw
przechowywania danych (10, 11). Pozna-
nie genomu stanowi podstawe medycyny
molekularnej, nowej galezi wiedzy, ktéra
przez wykorzystanie manipulacji materia-
fem genetycznym usprawnila diagnostyke
oraz umozliwila terapie genowa i leczenie
choréb o podlozu genetycznym (12, 13).
Dotychczasowe osiagniecia medycyny
molekularnej sa ogromne, a dalsze per-
spektywy wykorzystania technik mole-
kularnych wydaja sie nieograniczone. Juz
dzisiaj mozna w skrdcie przedstawi¢ pole
dzialania i efekty, a takze problemy etycz-
ne i ograniczenia tej dziedziny wiedzy. Do
najwazniejszych mozna zaliczy¢ ustalenie
przyczyn choréb genetycznych i ich pato-
geneze, poznanie zmian na poziomie ge-
nomu, transkryptomu, proteomu i ich kon-
sekwencje, terapie genowa, takich chordb,
jak: mukowiscydoza, fenyloketonuria, nie-
ktérych typéw nowotwordw, genotypowa-
nie wykorzystywane w medycynie sadowej
i kryminalistyce, modelowanie ukladéw
biologicznych, zastosowanie technik mi-
kromacierzy oraz konstruowanie nowych
efektywnych lekéw (14). Biologia ewolucyj-
na odnosi ogromne korzysci z poréwnania
genomu réznych istot zywych. Opracowa-
no i wykorzystano tez genom tzw. organi-
zméw modelowych, takich jak: Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhab-
ditis elegans, Drosophila melanogaster, Mus
musculus, dzieki czemu mozna selektywnie
oddzialywa¢ w warunkach eksperymentu
nawet na poszczegdlne geny (15, 16, 17).
Odczytanie sekwencji nukleotydéw geno-
mu Haemophilus influenzae w 1995 r. za-
poczatkowalo ere genomiki bakterii (18).
Ostatnio okazato sie, ze wiekszo$é
zmian zwiazanych z chorobami dotyczy nie
samych genéw, ale ich regulacji i Ze sa one
zwiazane z obszarami DNA, ktére decyduja
o czasie i miejscu wlaczenia lub wylaczenia
genéw regulatorowych. W DNA czlowieka
znajduje sie ponad 4 mIn miejsc regulatoro-
wych. Zmiany w DNA zwigzane z pewnymi
chorobami majga tendencje do grupowego
wystepowania, rowniez w miejscach regula-
cyjnych dla ukladu odporno$ciowego (19).
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Markery podatnosci
na zakazenie i choroby

Wsréd czynnikéw odpowiedzialnych za
podatno$¢ na choroby podstawowa role
odgrywaja czynniki endogenne zwiazane
z ekspresja genéw zwiekszajacych ryzyko
na zachorowanie. Od kilkunastu lat stala
sie mozliwa identyfikacja zmian w niekté-
rych genach, ktére wplywaja na podatno$¢
organizmu na dana chorobeg, a takze na
tempo jej rozwoju. Te zmiany sg efektem
genetycznej zmienno$ci osobniczej zwig-
zanej z polimorfizmem pojedynczego nu-
kleotydu (20, 21) lub zmiennosci liczby ko-
pii genu (copy number variation — CNV).
Polega ona na nabyciu lub utracie odcin-
kéw DNA zlozonych z okoto 1000 par za-
sad. Najwiecej danych na temat markeréw
podatnosci na choroby przyniosty bada-
nia genéw ,kandydujacych’, ktére doty-
czg poszukiwania mutacji lub wariantéw
polimorficznych oraz analizy funkcjonal-
nej produktéw biatkowych tych genéw (22,
23). Najczesciej to zestawy gendw warun-
kuja réznego rodzaju zaburzenia funkcjo-
nalne, ktére prowadza do rozwoju choro-
by (14). Niekiedy przyczyna jest brak jed-
nego genu, co ma np. miejsce w toczniu
ukladowym u czlowieka, w ktérym u po-
nad 50% pacjentéw choroba jest efektem
braku genu odpowiedzialnego za ekspresje
sktadnikéw Cl1q i C4 dopelniacza. Badania
ekspresji genéw umozliwily np. identyfika-
cje ekspresji gendw zwigzanych z niskim
zaplodnieniem wéréd dawcéw nasienia
z prawidlowa jako$cia spermy. Genetycz-
ny finger print jest czulym markerem ni-
skiej zdolno$ci zaptadniania. Zidentyfiko-
wano zestaw genéw odpowiedzialnych za
osobnicza skfonno$¢ do atopii. Na przy-
ktad w regionie 11q13 znajduja sie geny
kodujace domene receptora uczestniczg-
ce w przekazywaniu sygnaltu aktywujace-
go komorke, po zwiazaniu przeciwciata IgE
pofaczonego z alergenem (24, 25).

Duzy postep przyniosty badania zwiaz-
kéw pomiedzy zréznicowana podatnoscia
na patogeny i genami gléwnego uktadu
zgodnosci tkankowej (HLA). Bialka HLA
klasy I i IT odgrywaja kluczowe znaczenie
w odpowiedzi immunologicznej na zakaze-
nia. Duze zréznicowanie alleli genéw kodu-
jacych te bialka wplywa na swoistos¢ sero-
logiczna. Na przyklad w przypadku malarii
potwierdzono po raz pierwszy role tla gene-
tycznego na podatnosc i przebieg zakazenia.
Nosiciele allela HbS (wariant genu z mu-
tacja) sa odporni na ostra i letalna postac
malarii wywolywana przez Plasmodium
falciparum (26). Poznano tez geny, ktdre
moduluja wrazliwos¢ na malarie, a takze
prowadzono badania nad genomika trze-
sawki owiec (27). Poznano role zmienno-
$ci w genie CFTR a wystepowaniem cho-
lery u cztowieka, wyjasniono genetyczne
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podloze tradu. Regulacji genetycznej pod-
lega podatno$¢ na zakazenie i modulacja
przebiegu choroby. Zidentyfikowano wa-
rianty genéw HLA wplywajace na podat-
no$¢ na zakazenie HIV i tempo rozwoju
choroby (28, 29), a takze ustalono, jakie
zmiany w sekwencjach genéw kodujacych
cytokiny koreluja z zakazeniem HIV. Do-
nioste znaczenie dla onkologii ma poznanie
biatka CAGA Helicobacter pylori i wykaza-
nie jego roli jako onkoproteiny. To biatko
o masie 120-145 kDA, silnie immunogenne,
jest kodowane przez gen cagA znajdujacy
sie w obrebie wyspy patogenno$ci cagPAL
(30). Oddziatujac z biatkami gospodarza,
powoduje ono rozwo6j metaplazji, dyspla-
zji i w koficu rozwdj nowotworu tkanki na-
blonkowej zotadka (31). Dzieki infektoge-
nomice (21), ktéra bada interakcje pomie-
dzy organizmem gospodarza a patogenem,
stalo sie mozliwe opracowanie nowych ge-
neracji lekéw i metod postepowania leczni-
czego, usprawnienie prognozowania, a tak-
ze monitorowanie terapii wielu choréb.
Preimplantacyjna diagnostyka genetycz-
na umozliwia wykrycie wad genetycznych
w komérce jajowej lub rozwijajacym sie za-
rodku i przeniesienia choréb genetycznych
na dziecko jeszcze przez zaj$ciem kobiety
w ciaze. Pozwala ona na wykrycie choréb
jednogenowych (mukowiscydoza, dystrofia
miesni, choroba Huntingtona) oraz choréb
zwigzanych z nieprawidlowa liczba chromo-
soméw, np. zespotu Downa (32, 33, 34, 35).

Zastosowanie technik
biologii molekularnej

Techniki biologii molekularnej znajduja co-
raz powszechniejsze zastosowanie w ruty-
nowej diagnostyce mikrobiologicznej, dia-
gnostyce choréb genowych, terapii genowej,
transplantologii (36), w farmakologii w pré-
bach wyjasnienia opornosci na antybioty-
ki (37) oraz identyfikacji drobnoustrojéw.

Molekularna medycyna weterynaryjna
stala sie jedna z waznych dziedzin nauki
i praktyki. Notuje ona powazne osiagnie-
cia w dziedzinie immunologii i immunopa-
tologii weterynaryjnej, diagnostyce choréb
zakaznych i reprodukcji zwierzat (38). Wy-
pracowane techniki biologii molekularnej
i osiggniecia genomiki, proteomiki i bioin-
formatyki juz zaczynaja by¢ wykorzystywa-
ne, chociaz w mniejszym zakresie anize-
li w medycynie, w diagnostyce choréb za-
kaznych, ustalaniu przyczyn podatnosci na
choroby (39, 40), nanotechnologiach i te-
rapii genowej zwierzat (41), wakcynologii
(42). Nowe strategie produkcji szczepionek,
z uzyciem wiruséw jako wektoréw gendw
kodujacych immunogeny patogenéw (np.
wirusa wécieklizny lub ksiegosuszu), oparte
s 0 osiagniecia biologii molekularnej, kt6-
re tez w coraz wiekszym zakresie sa wyko-
rzystywane w epidemiologii weterynaryjnej,
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w wyjasnianiu mechanizméw patogenezy
i odpowiedzi immunologicznej w choro-
bach zwierzat (43, 44, 45, 46, 47).

W klasyfikacji drobnoustrojéw bowiem,
oprécz metod fenotypowych, stosowane jest
genotypowanie oparte na analizie materia-
tu genetycznego. Taksonomia mikroorga-
nizméw uwzglednia wspodlne ewolucyjne
dziedzictwo w oparciu o sekwencje nukle-
otydéw w 16S bakteryjnego rybosomalnego
RNA (rRNA). Produktami ekspresji genéw
odpowiedzialne za kodowanie poszczeg6l-
nych rodzajéw rRNA jest 16 STRNA, 23 SrR-
NA i 55 SrTRNA oraz tRNA. Opracowano
sondy molekularne DNA do wykrywania
bakteryjnego i wirusowego materiatu ge-
netycznego w materiale patologicznym i do
diagnostyki parazytologicznej (39). Laficu-
chowa reakcja polimerazy (48, 49) jest obec-
nie podstawowym narzedziem pracy bio-
logéw molekularnych, poniewaz pozwala
na powielenie specyficznych fragmentéw
DNA. Powielony fragment DNA moze zo-
sta¢ poddany dalszej analizie restrykcyjnej,
hybrydyzacyjnej lub by¢ bezpoérednio se-
kwencjonowany. Metoda faricuchowe;j liga-
zy, bedaca jedna z odmian PCR stosowana
jest w diagnostyce, gléwnie w identyfikacji
drobnoustrojéw. RT-PCR (reakcja taricu-
chowa polimerazy z odwrotna transkryp-
¢ja) umozliwia analize jakos$ciowa i pélilo-
$ciowa ekspresji gendw na poziomie mRNA.
Stosuje sie ja do wykrywania materialu ge-
netycznego, np. w rozpoznawaniu gruzlicy
bydta i czlowieka. PCR wykorzystuje sie do
wykrywania DNA Mycobacterium bovis i M.
tuberculosis. Amplifikuje si¢ fragment genu
bialka szoku termicznego lub fragment se-
kwengji IS 986, IS 1081. Wirus enzootycznej
biataczki bydta mozna wykry¢ testem PCR
lub metoda hybrydyzacji, uzywajac sondy
genetycznej. Do badan w kierunku ente-
rotoksyn czesto wykorzystuje si¢ metody
oparte na PCR lub hybrydyzacji materiatu
genetycznego badanych bakterii ze znako-
wanymi sondami DNA. PCR jest wykorzy-
stywane do szybkiego wykrywania w tkan-
kach wirusa zapalenia tetnic koni, typowa-
nia wiruséw grypy i diagnostyce wscieklizny.

Genotypowanie umozliwia tez wykry-
cie powiazan filogenetycznych i genéw le-
koopornosci. W tym celu wykorzystuje sie
reakcje tanicuchowej polimerazy i jej mo-
dyfikacje (np. RT-PCR, multipleks PCR,
techniki elektroforetyczne; 50). Amplifika-
¢ji molekularnej mozna podda¢: polimor-
ficzny region pomiedzy genami kodujacymi
podjednostki rybosomalne rRNA, zmien-
ny region wewnatrz genu kodujacego 16S
rRNA, region z genami kodujacymi 16S
rRNA i23 S rRNA, polimorficzne fragmen-
ty pomiedzy tymi regionami, region kodu-
jacy tRNA lub catg sekwencje genu koduja-
cego 16S rRNA (51). Elektroforeza w zmien-
nym polu elektrycznym w genotypowaniu
wielu gatunkéw bakterii jest uznawana za

»zoty standard”. Duzym osiagnieciem jest
typowanie RAPD (random amplified poly-
morphic DNA) i metoda MLST (multilo-
cus sequence typing) polegajaca na analizie
fragmentdéw kilku wybranych genéw waz-
nych dla metabolizmu, szczegdlnie bakte-
rii (52). Przykladem zastosowania metod
techniki biologii molekularnej jest np. iden-
tyfikacja bakterii z rodzaju Vibrio (53, 54).

Metody typowania genetycznego takie
jak metoda hybrydyzacji (dot blot, reverse
dot blot), analiza polimorfizmu miejsc re-
strykeyjnych produktu taricuchowej poli-
merazy (PCR-RFLO), swoista w stosunku
do sekwencji reakcja PCR (PCR-SSP), se-
kwencjonowanie DNA znajduja coraz po-
wszechniejsze zastosowanie nie tylko w ba-
daniach naukowych, ale jako wysoce czu-
fe i specyficzne sa przydatne w typowaniu
HLA. Jest ono istotne w transplantologii,
poniewaz zgodno$¢ HLA pomiedzy daw-
ca a biorca zmniejsza ryzyko odrzucenia
przeszczepu oraz w diagnostyce choréb
wykazujacych powiazanie z HLA (55, 56).

Bron biologiczna

Postep nauki jest wykorzystywany nie tylko
w celach, ktére przyczyniaja sie do rozwoju
spoleczenistwa, jego zdrowia i dobrobytu.
Moze tez stuzy¢ do produkcji broni uzytej
do podbojéw albo siania terroru. Pomimo
istniejacego zakazu produkowania i stoso-
wania broni biologicznej, istniejg tajne labo-
ratoria i programy ewentualnego jej uzycia,
szczegllnie do siania terroru. Mozliwos$¢
konstruowania broni, przeciwko ktérej
istniejace zabezpieczenia sa nieskuteczne,
jest ogromna dzieki osiagnieciom biologii
molekularnej. Gama mozliwych rozwigzan
obejmuje produkcje bakterii patogennych
dla czlowieka i zwierzat opornych na znane
chemioterapeutyki, drobnoustrojéw pato-
gennych o zmienionej na drodze manipula-
cji genetycznej strukturze antygenowej, tak
ze dotychczas znane szczepionki i surowi-
ce odpornosciowe beda zupelnie niesku-
teczne lub produkcje zmodyfikowanych lub
calkowicie nowych, bo niewystepujacych
w przyrodzie, toksyn grzybiczych dzialaja-
cych przez przewdd pokarmowy, uklad od-
dechowy i droga naskérna (57). Moga one
zosta¢ uzyte w samosterujacych bombach
biotechnologicznych, ukierunkowanych
na unicestwienie $cisle okreslonych celéw,
np. pewnych ras ludzi lub gatunkéw zwie-
rzat, dzieki posiadaniu przez nie okreslo-
nych uprzednio skonstruowanych i wbu-
dowanych sekwencji helisy DNA, a stad
i receptoréw dla okreslonych sktadnikéw
organizméw docelowego dzialania. Moz-
liwe jest w tym celu przemodelowanie ge-
nomu znanych drobnoustrojéw chorobo-
tworczych wywolujacych waglik, dzume,
cholere, wiruséw grypy lub goraczek krwo-
tocznych, na co wskazuja juz zakonczone

badania. Przez wprowadzenie do genomu
wirusa ospy myszy tylko jednego genu, ja-
kim jest gen interleukiny-4 (IL-4), udalo
sie zablokowa¢ odpowiedz immunologicz-
ng myszy na zakazenie. Tym samym banal-
ne infekcje wywotlane przez drobnoustro-
je oportunistyczne przybieraja charakter
$miertelnych zakazen. W 1997 r. uzyskano
w Rosji laseczki waglika z dodatkowym ge-
nem, tak zmodyfikowane, ze przed zakaze-
niem nie chronia dotychczas znane szcze-
pionki. Znana jest krzyzéwka wirusa ospy
z wirusem Ebola (Ebolapox). Ten zarazek
faczy w sobie ogromna zarazliwo$¢ z duza
$miertelnoscia. Zmodyfikowana genetycz-
nie pateczka okreznicy nabyta wlasciwosci
produkowania toksyny waglikowej w jeli-
tach zakazonych zwierzat (58). Konstrukcja
drobnoustrojéw, ktore sa zdolne do calko-
witego zniszczenia neuronéw lub dezorga-
nizacji obrony immunologicznej zakazone-
go organizmu, nie pozostaje w sferze urojert
pewnych ludzi. Wydaje sie wielce prawdo-
podobne wykorzystywanie drobnoustrojéw
z rodzaju Acinetobacter do destrukgeji ko-
morek uktadu nerwowego lub wyselekcjo-
nowanych komérek ukladu immunologicz-
nego. Manipulacje genetyczne na poziomie
molekularnym umozliwig tez zmiane lub
rozszerzenie widma zakaznego znanych
patogenéw, zmniejszenie ich wrazliwosci
na niekorzystny wplyw §rodowiska i $rod-
kéw odkazajacych, a takze przystosowanie
do przenoszenia lub nawet rozmnazania si¢
w nowych wektorach biologicznych (59).

Podsumowanie

Oméwienie wielu probleméw, ktére nadal
odgrywaja istotna role w biologii moleku-
larnej przekracza ramy tego krotkiego ar-
tykulu. Osobnego potraktowania wyma-
ga bowiem terapia genowa polegajaca na
korygowaniu wadliwych genéw odpowie-
dzialnych za rozwdj choroby, molekular-
na diagnostyka nowotworzenia, opracowa-
nie nowych szczepionek i nowych progra-
moéw zwalczania chordb zakaznych zwierzat
i cztowieka (60), a z technik biologii moleku-
larnej cytometria przeplywowa oraz gene-
tyczne uklady scalone (DNA chips). Ponie-
waz pojedyncza macierz (chip) oligonukle-
otydowa moze zawiera¢ nawet kilkadziesiat
tysiecy nukleotyddéw, jest mozliwa analiza
ogromne;j ilosci genéw jednoczeénie. Istot-
ny i wymagajacy szybkiego rozwigzania jest
przy tym problem zakresu i oceny etycznej
manipulacji genami czlowieka i zwierzat
oraz zwigzane z manipulacjami genetycz-
nymi problemy genetycznie zmodyfiko-
wanej zywnosci (GMO). Pomimo trwaja-
cych juz kilkuletnich dyskusji, wydaje si¢
konieczne ostateczne ustalenie norm mie-
dzynarodowego i krajowego postepowa-
nia o rzetelnych podstawach naukowych,
a przy tym powszechnie akceptowanych.
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