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Rozowe prazki w zelu

Wtedy zaczeta sie moja wschodnioeuropejska przygoda.

Gdy pierwszego poranka obudzitam sie w akademiku, gdzie mnie zakwaterorywano z dwiema
rozrywkowymi Finkami, przez gtowe przebiegto mi stado mysli, z ktdrych najwazniejsza brzmiata:
,Co ja powiem Estonczykom, kiedy zapytaja, co chce tu robi¢?” Tak sie przejetam, ze na pierwszym
spotkaniu z moim estonskim opiekunem usta mi sie nie zamykaty. Opowiadatam, co chciatabym robic,
dlaczego tak, czemu tu i po co. M¢j opiekun stuchat, stuchat i... odniostam dziwne wrazenie, ze

w ogdle go to nie interesuje, a jedyna jego mysla jest: ,Czemu ta baba tak trajkocze?” Otdz pierwsze
wrazenie myli - on po prostu byt Estoficzykiem, ten typ tak ma.

»Europejskie standardy” to fraza czesto naduzywana w omawianiu dziatania réznych instytugcji, nie
tylko naukowych. Ale Instytut Biologii Komorki i Biologii Molekularnej Uniwersytetu w Tartu spetnia
unijne wymogi co do joty. Po pierwszym tygodniu spedzonym w ich laboratorium bytam zachwycona.
Dusza biologa Spiewata we mnie pelnym gtosem.

Moj ,laboratoryjny chleb powszedni” od potowy studiéw i obiekt zywego zainteresowania
wspotczesnych nauk biologicznych to DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy. Ta dwuniciowa, spiralnie
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zwinieta czastka, zbudowana jest z podjednostek zwanych nukleotydami. Kazdy nukleotyd zawiera
jedna z czterech zasad azotowych - adenine, guanine, cytozyne lub tymine. Dzieki genialnej w swej
prostocie regule parowania sie tych zasad, znajac sekwencje, czyli kolejnos¢ utozenia nukleotydow
w jednej nici, mozemy bez probleméw odtworzy¢ kontinuum nukleotydéw drugiej. Korzystajac ze
znajomosci budowy kwaséw nukleinowych, stworzono pelna game metod, pozwalajacych, miedzy
innymi, na identyfikacje organizméw, porownywanie ich DNA, wykrywanie mutacji réznej wielkosci
i pochodzenia oraz analize filogenetyczna, zajmujaca sie ustalaniem pokrewienstwa ewolucyjnego
istot zywych.

Rozejrzyjmy sie wokol. Na naszym globie wystepuja ogromne ilosci wody. Bez tej substancji nasze
zycie bytoby niemozliwe. Ze wzgledu na postepujace zanieczyszczenie sSrodowiska, zasoby czystej
wody kurcza sie w zastraszajacy sposob. Czemu wiec nie zaprzac nauki do ocalenia tego, co nam
jeszcze zostato? Dlatego badania, ktére zamierzalam przeprowadzi¢ w Tartu, skupialy sie na
bakteriach osadu czynnego, czyli mieszaninie mikroorganizmow uzywanych do biologicznego
oczyszczania wody i Sciekow. Ze wzgledu na proekologiczna polityke wiekszosci panstw europejskich
metody biologiczne wykorzystywane w technologiach utylizacji odpadow staty sie nie tyle modne, co
konieczne. Dlatego tez waznym zagadnieniem, nie tylko z punktu widzenia technologii, jest
poszukiwanie mikroorganizmow zdolnych do wydajnej eliminacji zanieczyszczen. Pytanie: co ma do
tego biologia molekularna? Ot6z organizmy wystepujace w sztucznych uktadach biologicznych,
jakimi sa bioreaktory osadu czynnego, pozwalaja sledzi¢ ich zmiennos$¢ genetyczna oraz szybkos¢
tworzenia sie nowych ,rozwigzan metabolicznych” w postaci uruchamiania wydajnych szlakow
rozktadu zwigzkow szkodliwych. Wyobrazmy sobie uktady w postaci wielkich beczek wypetnionych
po brzegi ktaczkowata, ptynna masa, ktora pozwala przyjrzec sie przyspieszonej ewolucji genow
kodujacych enzymy, spowodowanej doptywem zwiazkéw chemicznych, z ktérymi bakterie musza
sobie radzi¢. Trudno? Wcale nie. A jednoczesnie uzyskujemy cenne zrodto informacji dotyczace;j
pozyskiwania szczepow bakteryjnych najefektywniejszych w procesach oczyszczania. Azot i jego
zwiazki sa jednym z najniebezpieczniejszych wrogéw czystych wod. Ich nadmiar, czesto w potaczeniu
z nadwyzka zwigzkow fosforu, powoduje tak czeste w cieptych miesigcach zakwity wod. Zadna
przyjemnos¢ taplac sie w ,kwitnacej”, zielonej sadzawce na Mazurach. Stad, choéby dla same;j
przyjemnosci kapieli w czystej wodzie, usuniecie nadmiaru azotu to wazny krok.

Pierwszym etapem w mojej pracy jest izolacja catkowitego DNA komoérek bakteryjnych, ktore
stanowi matryce do p6zniejszej amplifikacji (powielania). Mini-probdwka, zestaw odczynnikow,
troche cierpliwosci i... juz. Gdybyscie widzieli, jak mi sie na poczatku rece trzesty!

Zmagania z materiatem, ktory przywiozlam z Polski, zaczely sie od najbardziej , pierwotnego”

z narzedzi biologii molekularnej - reakcji tancuchowej polimerazy, czyli PCR. Metoda, majaca na celu
zwielokrotnienie ilosci fragmentéw interesujacego nas genu o okreslonej dlugosci, oparta jest na
najbardziej podstawowej reakcji enzymatycznej zywej komorki - na replikacji. Uzywajac fragmentow
kwasu nukleinowego o znanej sekwencji, bedacych starterami reakcji, o strukturze homologicznej,
czyli przystajacej do badanej nici, mozna powieli¢ miliardy razy fragment DNA znajdujacy sie miedzy
nimi. Reakcja PCR umozliwia przeprowadzenie eksperymentu na genach pochodzacych z materiatu,
ktorego w pierwotnej fazie badan mieliSmy minimalne ilosci. Uzyskane kopie genu stanowia substrat
dalszych doswiadczen.

Jest druga w nocy. Oczy mi sie kleja, ale dzielnie czekam na wynik reakcji PCR. No, wreszcie koniec!
Dzieki uzyskaniu wielokrotnych kopii genu, mozliwa jest jego separacja technika elektoroforezy

w zelu agarozowym. Troche nieuwagi albo zmeczenia i... Plask! Zel spada na ziemie. Miatam
rekawiczki mokre od buforu, wiec teraz mam zelowe puzzle. Ech, masz ci los! Robimy nowy zel.
Przygotowujac zel dodaje sie bromku etydyny - substancji umozliwiajacej wizualizacje molekut DNA
w swietle ultrafioletowym, po uprzednim whudowaniu sie bromku w podwdjna helise. Bromek jest



jednak rakotwdrczy, bez lateksowych rekawiczek ani rusz. Zel, zanurzony w buforze (tym samym,
przez ktory rekawiczki sie slizgaja) przewodzacym prad, umieszcza sie miedzy elektrodami. DNA,
jako czastka kwasu, jest naladowana ujemnie, dlatego w polu elektrycznym wedruje w kierunku
dodatniego bieguna. Hurra! Mam rézowe prazki w zelu! Czas wreszcie iS¢ spa¢. Wtasciwa ,zabawa”
dopiero sie zacznie.

W chwili uzyskania wielokrotnych kopii genéw bakteryjnych, uzywanych powszechnie do badan
filogenetycznych - genéw rybosomalnego DNA oraz gendéw enzymow zwigzanych z utlenianiem
amoniaku, jako zwiazku szkodliwego w sSrodowisku - zaczat sie najciekawszy etap moich badan.
Estonczycy sa ,szczesliwymi posiadaczami” sprzetu do specyficznego rodzaju elektroforezy -
elektroforezy w gradiencie denaturacji (DGGE). W tej technice matriks dla produktéw wczesniejszej
reakcji PCR jest zel poliakrylamidowy, w ktérym pionowo lub poziomo rozlozona jest zmienna
zawartos¢ zwigzkéw powodujacych roztgczenie podwojnej helisy w czastkach DNA. Pierwotnie
system ten zaprojektowano do wykrywania mutacji, dzieki czemu w genetyce mikroorganizméw
mozna go wykorzysta¢ do poréwnywania sekwencji kwasu nukleinowego w tych samych genach
roznych bakterii.

Réznice w sekwencji nukleotydow warunkuja odmienng ruchliwo$é czastek w zelu denaturujacym,
zatrzymujac je na innych wysokosciach, odpowiadajacych réznemu stezeniu denaturanta. Dzieki
temu uzyskujemy charakterystyczny dla probki obraz ,$wiecacych prazkéw”. Poréwnujac takie
,odciski palcéw” poszczegdlnych préobek mozna z powodzeniem obserwowac zachodzace w czasie
zmiany w sktadzie grup osadu czynnego, nie tylko w jednym reaktorze, ale réwniez w réznych typach
bioreaktoréw, co pozwala znalez¢ bakterie odpowiedzialne za najefektywniejszy rozktad amoniaku.
Po kazdym kroku procedury - wylanie zelu, przygotowanie buforu, wstawienie probek - musze zrobic
obowigzkowa przerwe. Elektroforeza bedzie rozwija¢ DNA przez ponad dwanascie godzin, dlatego
staram sie wstawia¢ ja w nocy. Nie musze wtedy zrywac sie skoro swit. Chyba zaden z moich
kolegéw po fachu tego nie lubi. Po drugiej kawie wisze nad pojemnikiem, gdzie zel moczy sie

w bromku etydyny. Zaraz sprawdze, czy moje siedzenie do nocy w laboratorium sie optacito.
Zdecydowanie tak!

Pojedyncze, tadnie oddzielone od reszty ,odcisku palca” prazki, to jeden ,typ DNA”, o takich samych
wymogach co do warunkow denaturacji. Najprawdopodobniej $wiadczy to o obecnosci jednego
rodzaju bakterii. Pytanie: co to za bakterie? Jak mozna sie dowiedzie¢, ktore mikroorganizmy
utylizuja amoniak szybciej niz inne dominujace w probce? Tu wkracza na scene oslawione

w ostatnich latach sekwencjonowanie genéw. Swiecacy na rézowo intensywniej od innych prazek
wycina sie z zelu i wyptukuje z niego DNA, a nastepnie oczyszcza i przygotowuje kolejna reakcje PCR,
tym razem z innym typem nukleotydow, ktore pozwola odczyta¢ sekwencje DNA, uzywajac do tego
celu sekwenatora - podtaczonej do pradu ,szafki” z kolejnym zelem poliakrylamidowym. Uzyskana
w wyniku sekwencjonowania kolejnos¢ utozenia zasad azotowych wprowadza sie do bazy danych
(c6z uczony zrobitby bez bezbrzeznego morza informacji, jakim jest Internet!). Jezeli mikroorganizm
byt wczesniej odnaleziony, uzyskamy informacje o jego nazwie lub miejscu znalezienia. Jesli nie,
jestesmy szczesliwymi odkrywcami sekwencji genu kolejnego mikroskopijnego mieszkanca Ziemi.

Praca jest dos¢ mozolna. Aby uzyska¢ wiarygodne wyniki, ktére potem bede mogta wykorzystac¢ lub
publikowac, potrzebuje wielokrotnych powtdrzen moich analiz. Niejeden Zel spadnie mi na podtoge
i niejedna elektroforeza ,rozmaze sie” w swietle ultrafioletowym, zanim bede zadowolona

z rezultatow badan. Ale te noce spedzone w laboratorium i godziny surfowania po Internecie

w poszukiwaniu pojedynczej informacji, bez ktorej nie rusze z miejsca, maja swdj urok. Robie to, co
lubie i poznaje $wiat na poziomie ,mikro” sprawdzajac wtasnymi rekami reguty, ktére nim rzadza.
Patrze, stucham i ucze sie. Ucze sie pasji i radosci z tego, co robie na co dzien. Chociazby po to
warto wspdtpracowac z innymi, nie tylko za granica. Pracuje teraz nad materiatem, ktéry moze byc



ze wszech miar uzyteczny nie tylko naukowo, ale technologicznie i ,zyciowo”. Nie nalezac do
Greenpeace tez mozna dziala¢ na rzecz hasta: ,Save the planet”.

Wspotpraca z Estonczykami najprawdopodobniej zaowocuje publikacja, ale wiedza, ktéra tam
zdobytam, jest duzo wazniejsza. Poréwnywanie, szukanie, analiza mnostwa danych, noce spedzane
w laboratorium i godziny sleczenia przed komputerem to aktualnie zycie badaczy.

Kiedys wydawato mi sie, ze to jest cos w rodzaju ,sztuki dla sztuki”. Zagtebiajac sie w ten dziwny
naukowy Swiat, odkrywa sie, ze bez znajomosci tego, co udaje nam sie odkry¢ w laboratorium, sa
nikte szanse na rozwdj wszelkiego rodzaju technologii i przemystu. Zycie w cywilizowanym $wiecie
bywa tatwiejsze dzieki znajomosci podstaw. My szukamy tych podstaw. Bo przeciez niewazne, jak
bardzo skomplikowane jest zwiniecie helisy DNA, gdy zacznie sie od podstaw, wszystko stanie sie
proste.

Aleksandra Ziembinska, Forum Akademickie 1/2006

Tekst wyrézniony pierwszq nagrodq w konkursie na artykut popularnonaukowy ,Skomplikowane
i proste. Mtodzi naukowcy o swoich badaniach”.

Mgr Aleksandra Ziembiriska, absolwentka Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slgskiego w Katowicach, doktorantka Politechniki Slgskiej w Gliwicach.
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