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1. Wprowadzenie

Geny swoiscie transkrybowane w badanym typie komérek moga by¢ sklonowane za po-
moca metod okreslanych jako ,,hybrydyzacja plus/minus” oraz ,hybrydyzacja réznicowa” Klo-
nowanie tej grupy gendéw opiera sie na obserwacji, ze ré6znego typu komoérki, lub te same ko-
morki w réznych stanach fizjologicznych, posiadaja odmienny sklad populacji mRNA
wystepujacego obok mRNA tkankowo nieswoistego, obecnego we wszystkich typach komorek.
Od innych metod klonowania, metoda hybrydyzacji ré6znicowej i metoda plus/minus, réznig sie
miedzy innymi tym, ze do ich stosowania nie jest konieczne ani posiadanie oczyszczonego
biatka kodowanego przez gen, ani posiadanie sklonowanego homologicznego genu z innego
gatunku.

Postugujac sie hybrydyzacjg réznicowag mozna sklonowa¢ geny wytwarzajace w komorce
nieliczne kopie mRNA. Metody plus/minus uzywa sie¢ do klonowania genéw kodujacych licznie
wystepujace mRNA.

W metodzie hybrydyzacji plus/minus hybrydyzuje sie dwie repliki biblioteki cDNA z bada-
nych komérek: jedng ze znakowanym cDNA z tych samych komorek, drugg ze znakowanym
cDNA z komoérek kontrolnych. Klony zawierajace cDNA swoiste dla komdrek badanych hybrydy-
zuja tylko z pierwsza sonda.

Hybrydyzacja réznicowa jest metodg bardziej skomplikowang. W jej kluczowym etapie uzy-
skuje sie cDNA wzbogacony w czasteczki o sekwencjach swoistych dla komérek badanych.
Preparat cDNA moze stuzy¢ do konstrukcji tzw. biblioteki r6znicowej oraz jako sonda réznicowa
do przeszukiwania bibliotek. Przy stosowaniu hybrydyzacji r6znicowej bardzo pomocna jest
enzymatyczna amplifikacja DNA in vitro (ang. polymerase chain reaction - PGR).

2. Hybrydyzacja plus/minus

z komoérek badanych i kontrolnych izoluje sie mRNA (gtdwnie poliA®), ktéry stuzy do synte-
zy dwdch znakowanych molekularnych sond cDNA (rys. 1). Otrzymane sondy hybrydyzuje sie
z replikami biblioteki cDNA pochodzacej z komérek badanych. Po autoradiografii replik poréw-
nuje sie intensywnos$¢ zaczernienia (sygnatu), jakie wywotaly poszczegdlne klony na btonie
fotograficznej. Za pozytywne (przeznaczone do dalszej analizy) uznaje sie te sposrdd nich, ktére
wykazujg hybrydyzacje z sondg z komérek badanych i nie wykazujg hybrydyzacji z sondg kon-
trolng (1,2).

Po identyfikacji klonéw pozytywnych sprawdza sie czy ich inserty (wstawki - sklonowane se-
kwencje cDNA) pochodzg z tych samych, czy r6znych mRNA. W tym celu inserty znakuje sie i
hybrydyzuje ze zwigzanymi z filtrem insertami innych pozytywnych klonéw. cDNA hybrydyzujace
z tg sama sonda uznaje sie za pochodzgce z tych samych mRNA (3). Istnienie wielu homologi-
cznych klonéw pozytywnych wynika z obecnosci licznych kopii poszczegélnych transkryptéow
w populacji mRNA, ktéra postuzyta do konstrukcji przeszukiwanej biblioteki cDNA.
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Rys. 1. Schemat hybrydyzacji plus/minus. Za pomoca tej metody mozna zidentyfikowac¢ klony zawierajace
sekwencje cDNA gendéw wytwarzajgcych mRNA tylko w jednych z poréwnywanych komérek. W przedsta-
wionym przyktadzie zaznaczono klon pozytywny. Zawiera on cDNA genu wytwarzajacego w komorkach
A mRNA oznaczony nr 2.

W celu sprawdzenia czy inserty (cDNA) réznych pozytywnych klonéw pochodza rzeczy-
wiscie z czasteczek mRNA obecnych wylacznie (lub w wigkszej ilosci) w komdrkach badanych,
inserty znakuje sie i uzywa sie ich jako sond molekularnych do analizy mRNA z poréwnywanych
komérek (tzw. ang. Northern blotting). Czasteczki cDNA, ktére jako sondy wykryly mRNA
czesciej wystepujace w komoérkach eksperymentalnych, sekwencjonuje sie w celu okres$lenia
tozsamosci genow z ktérych pochodza (4).
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Ograniczenie zastosowania hybrydyzacji plus/minus do klonowania genéw wytwarzajgcych
czeste mRNA wynika stad, ze klony z insertami cDNA gendéw o niewielkiej aktywnosci transkryp-
cyjnej wykazujg bardzo staby sygnat autoradiograficzny po hybrydyzacji z sondg. Spowodowa-
ne jest to tym, ze nieliczne czasteczki mRNA, ulegajac odwrotnej transkrypcji tworza niewielka
liczbe czasteczek (cDNA) sondy. Zaczernienie (sygnat) jakie wywotujg one na kliszy po zwigza-
niu z homologicznym klonem nie daje sie odrézni¢ od tzw. tta hybrydyzacji.

Metoda plus/minus mozna zidentyfikowac¢ klony z insertami, ktérych sekwencje stanowig nie
mniej niz 0,1% populacji mMRNA komoérek badanych (5). Czuto$¢ metody mozna jednak czasami
zwiekszy€. Jednym ze sposobéw jest zwiekszenie w sondzie ilosci poszczegblnych czasteczek
cDNA poprzez ich ligacje z wektorem i amplifikacje w bakteriach, np. E. coli. Z dwdch populacji
cDNA powstajg wtedy dwie zamplifikowane biblioteki in vivo, stuzace jako sondy do przeszuki-
wania biblioteki cDNA z komoérek eksperymentalnych. Jednakze musi by¢ ona obecna w nieho-
mologicznym plazmidzie oraz gospodarzu, np. w B. subtilis, aby ograniczy¢ poziom tta hybry-
dyzacji (6). Opisana metoda okazata sie efektywna w wykrywaniu klonéw zawierajgcych cDNA
bardzo nielicznych transkryptéw (0,01%).

Za pomoca metody hybrydyzacji plus/minus udato sie wyizolowa¢ geny ulegajace indukcji
w komoérkach: nerki chomika w fazie Gi cyklu komérkowego (7); BALB/c 3T3 przy przejsciu z fa-
zy Go do Gi (2): drozdzy rosnacych w obecnosci galaktozy (8); w wyniku dziatania surowicy na
komorki BALB/c 3T3 (1) oraz i na mysie fibroblasty ptodowe (6). Badano réwniez wptyw specy-
ficznych czynnikéw wzrostowych na komorki. Zidentyfikowano geny aktywowane nabtonkowym
czynnikiem wzrostowym (EGF) w mysich komorkach ptodowych (9) i w fibroblastach szczura
(4) oraz czynnikiem wzrostowym pochodzenia ptytkowego (PDGF) w komérkach BALB/c 3T3 (3).

3. Hybrydyzacja réznicowa

Do wykrywania nielicznych i bardzo nielicznych transkryptéw stosuje sie metode réznicowej
hybrydyzacji. Ma ona na celu uzyskanie preparatu cDNA wzbogaconego w czasteczki o se-
kwencjach obecnych w populacji mMRNA komérek badanych, a nieobecnych lub wystepujacych
w mniejszej ilosci w populacji mMRNA komorek kontrolnych. Reakcje hybrydyzacji przeprowadza
sie miedzy jednoniciowym cDNA z komoérek badanych a duzym nadmiarem poli(A™)RNA z ko-
morek kontrolnych (rys. 2).

Po zakonczeniu reakcji hybrydyzacji, czasteczki cDNA o sekwencjach swoistych dla komo-
rek badanych pozostaja w postaci jednoniciowej, poniewaz wsrod mRNA brak czgsteczek
homologicznych, z ktérymi mogtyby zhybrydyzowac.

Waznym parametrem opisujgcym przebieg reakcji hybrydyzacji jest wielkos¢ oznaczona ja-
ko Rrot. Jest ona funkcjg zastosowanego stezenia RNA (rRo) oraz czasu trwania hybrydyzacji (t)
i wyraza sie ja w jednostkach mol s "\ Wartos¢, jaka Rot musi osiggnac, aby reakcja hybrydy-
zacji zaszta do konca zalezy od ztozonosci poli(A)RNA z komdrek kontrolnych. Z reguty wy-
starcza osiggniecie wartosci kilku tysiecy (10). Dojscie hybrydyzacji do konca mozna
przyspieszy¢ stosujgc duze stezenie RNA oraz zwiekszajgc stezenie soli w mieszaninie hybry-
dyzacyjnej. Wydtuzanie czasu hybrydyzacji w celu doprowadzenia jej do konca przy niskim
stezeniu soli i RNA moze zakonczyc¢ sie niepowodzeniem ze wzgledu na termiczny rozkiad RNA
(5). Ponadto czasteczki cDNA o rozmiarach 120-250 nukleotydéw hybrydyzuja wolniej niz

Rys. 2. Schemat hybrydyzacji ré6znicowej. W wyniku odwrotnej transkrypcji powstaja czasteczki o sekwen-
cjach komplementarnych do mRNA (stad oznaczono je znaczkiem ,,prim"). Poréwnujac ilo$¢ klonéw, ktére
w przeszukiwanych bibliotekach hybrydyzuja z sondg réznicowa (wystepuja w niej sekwencje nr 2) mozna
zauwazy¢ w bibliotece réznicowej zageszczenie klonéw z cDNA swoistymi dla komoérek A.
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czagsteczki o dtugosci 400-1200 nukleotydéw. Czasteczki dtuzsze niz 400 nukleotydéw hybrydy-
zuja z podobng predkoscia niezaleznie od dtugosci (11).

Do reakcji r6znicowej hybrydyzacji uzywa sie nadmiaru RNA w stosunku do cDNA. llos¢
RNA w postaci jednoniciowej pozostaje w przyblizeniu stata, pomimo zachodzacej reasocjacji
komplementarnych czgsteczek cDNA i mRNA. Reakcja jest zatem pierwszorzedowa i przebiega
szybciej niz drugorzedowa z tymi samymi sktadnikami (5).

Zwykle stosuje sie co najmniej dziesieciokrotny nadmiar RNA. Uzyty nadmiar RNA oblicza
sie nie w stosunku do rzeczywistej ilosci cDNA, lecz w stosunku do ilosci RNA, z ktérego
zostato ono zsyntetyzowane. Wynika to z tego, ze kopie cDNA sa z reguly krétsze niz ich matry-
ce. Jesli na przyktad z 5/<g poliA”*RNA uzyskano 1 //g cDNA oznacza to, ze powstaty krotsze
kopie wszystkich czasteczek RNA, a nie kopie o petnej dlugosci z wydajnoscia 20% (10). Aby
zatem uzyskac dziesieciokrotny nadmiar RNA w stosunku do przyktadowo przedstawionej ilosci
cDNA (1,wg), do hybrydyzacji trzeba - po pienvsze - uzy¢ 50 /rg kontrolnego poliARNA. Po
drugie, w wyniku hybrydyzacji z n-krotnym nadmiarem RNA, po dojsciu reakcji do konca w for-
mie jednoniciowej, pozostang rowniez te sekwencje wspdlne, ktdrych w populacji cDNA jest
ponad n razy wiecej.

Do reakcji réznicowej hybrydyzacji mozna uzywaé takze matego nadmiaru RNA pod warun-
kiem, ze hybrydyzacja dojdzie do konca dzieki jego wysokiemu stezeniu (12). Stosunek ilosci
czasteczek mMRNA do cDNA moze wynosi¢ 10:1, a nawet 1:1 (12,13). Taki stosunek sktadnikéw
reakcji ma umozliwi¢ wykrycie genow, ktére wytwarzajg tylko kilkakrotnie wigcej mMRNA w ko-
morkach eksperymentalnych anizeli w kontrolnych. Stosujac tego typu hybrydyzacje udato sie
wykry¢ geny, ktérych transkrypcja zwieksza sie w niewielkim stopniu, np. pod wptywem uszko-
dzenia DNA (13) lub Szoku termicznego (12). Metoda hybrydyzacji r6znicowej przy niskim sto-
sunku RNA do cDNA zostata szczeg6towo opisana w pracy Fargnoliego i wsp. (14).

Po zakonczeniu hybrydyzacji, jednoniciowy cDNA oddziela sie metoda chromatografii na
hydroksyapatycie (HAP) od czasteczek dwuniciowych i nie przereagowanego nadmiaru RNA.
Jednoniciowy cDNA ulega wymyciu z kolumny fosforanem sodu o stezeniu 0,12 M (pH 6,8),
pozostate czasteczki ulegaja elucji przy zastosowaniu wyzszego stezenia fosforanu (5). Zebrang
frakcje jednoniciowego cDNA ponownie hybrydyzuje sie z poli(A™)RNA z komoérek kontrolnych,
po czym produkty reakcji rozdziela sie tak jak poprzednio (15). Kilkukrotne powtarzanie hybrydy-
zacji ma na celu usuniecie jak najwiekszej ilosci czgsteczek o sekwencjach wspolnych.

Wygodne jest pozbycie sie sekwencji cDNA nie tworzacych trwatych hybrydéw z homologi-
cznym RNA. Aby to osiagna¢ jednoniciows, koricows frakcje cDNA hybrydyzuje sie z po-
li(A*MRNA na matrycy ktdrego zostato zsyntetyzowane i po rozdziale chromatograficznym tylko
cDNA z frakcji dwuniciowej przeznacza sie do tworzenia sondy lub biblioteki réznicowej (14).

Reakcje réznicowej hybrydyzacji mozna wykorzysta¢ rowniez do wyizolowania komoérkowo
»Swoistych” genow aktywnych w dwoéch typach komoérek. Jednoniciowy cDNA z komorek eks-
perymentalnych, z ktérego usunieto (za pomoca reakcji hybrydyzacji i chromatografii na HAP)
czasteczki cDNA genéw aktywnych we wszystkich typach komérek (ang. housekeeping genes)
poddaje sie ponownej hybrydyzacji z mRNA (poliA**) z komoérek kontrolnych. Do dalszej analizy
zachowuje sie frakcje dwuniciowa, w ktérej znajduja sie cDNA komérkowo specyficznych ge-
now aktywnych w komoérkach badanych i kontrolnych (16).

Gdyby koncowa frakcja cDNA zawierata wylacznie czasteczki cDNA gendw swoiscie tran-
skrybowanych w komoérkach badanych, wtedy w celu ich identyfikacji wystarczytoby prze-
prowadzi¢ jednoniciowy cDNA w czasteczki dwuniciowe, wprowadzi¢ je do odpowiedniego we-
ktora i podda¢ sekwencjonowaniu inserty (cDNA) przypadkowo wybranych klonéw. Jednakze
we frakcji koncowej zawsze sg obecne sekwencje cDNA gendw nieswoistych. Stad niezbedna
jest identyfikacja w jej obrebie tych czasteczek cDNA, ktdre pochodzg z genéw specyficznie
transkrybowanych w komoérkach eksperymentalnych. Sposoby tej identyfikacji zostang przed-
stawione ponizej.
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Po zsyntetyzowaniu drugiej nici, cDNA z frakcji konhcowej moze by¢ uzyty do skonstruowa-
nia tzw. biblioteki r6znicowej, wzbogaconej w klony z sekwencjami genéw swoistych. Nie trzeba
wiec przeszukiwaé bardzo duzej liczby kionéw, aby wykry¢ te sposréd nich, ktére posiadajg
swoisty cDNA. Biblioteke réznicowa mozna przeszukiwa¢ metoda plus/minus uzywajac sond
w postaci catkowitego cDNA z komoérek eksperymentalnych oraz kontrolnych. Szanse wykrycia
klonéw cDNA gendw swoistych o niskiej aktywnosci transkrypcyjnej zwiekszaja sie jednak do-
piero wéwczas, gdy do hybrydyzacji plus/minus zostanie uzyta jako jedna z sond tzw. sonda
réznicowa - znakowana, koricowa frakcja cDNA, w ktérej sekwencje swoiste sg zageszczone.
W takim przypadku druga sonda moze pochodzi¢ albo z catkowitego cDNA komoérek badanych
(14), albo z cDNA komoérek kontrolnych (17). Klony zawierajace cDNA gendéw swoistych daja sil-
niejszy sygnat z sonda réznicowa.

Wykonanie kilku replik biblioteki i przeszukiwanie jej wieloma sondami réznicowymi daje
mozliwos¢ wyizolowania bardzo specyficznych sekwencji. Yancopoulos i wsp. (18) wykonali
pie¢ replik biblioteki r6znicowej wzbogaconej w sekwencje swoiste dla prelimfocytéw B i kazda
z nich hybrydyzowali z jedng sonda réznicowa. Uzyte sondy powstaty w reakcji: 1) cDNA prelim-
focytéw B z mRNA fibroblastéw, 2) cDNA fibroblastéw z mRNA prelimfocytéw B, 3) cDNA ko-
morek szpiczaka z mRNA prelimfocytéw B, 4) cDNA prelimfocytéw B z mRNA komoérek szpicza-
ka. Sonde piata dodatkowo wzbogacono w bardzo nieliczne sekwencje swoiste dla prelimfocy-
téw B. Autorom (18) udato sie wyizolowa¢ cDNA gendéw aktywnych swoiscie w prelimfocytach B.

Jezeli frakcja koricowa jest silnie wzbogacona w swoiste sekwencje, moze zosta¢ uzyta do
konstrukcji biblioteki r6znicowej oraz jako sonda molekularna do jej przeszukiwania. W ekspery-
mencie opisanym przez Hedricka i wsp. (19), w ktérym uzyto cDNA z limfocytoéw T i poliA'”*"RNA
z limfocytéw B, otrzymano wzbogacong frakcje cDNA, ktdra zawierata kilkadziesigt roznych se-
kwencji. Po przeszukaniu okoto 5000 klonéw biblioteki réznicowej za pomoca wzbogaconej fra-
kcji cDNA jako sondy, udato sie zidentyfikowa¢ gen kodujacy jeden z tancuchéw receptora anty-
genowego limfocytow T.

Wzbogacona sonda molekularna moze rowniez stuzy¢ do przeszukiwania niewzbogaconej
biblioteki cDNA. Na przykiad Matsushime i wsp. (20) przeszuliwali biblioteke cDNA z pobudzo-
nych do podziatéw czynnikiem wzrostowym (CSF-1) mysich makrofagéw, za pomoca wzboga-
conej sondy molekularnej powstatej w wyniku reakcji cDNA komoérek pobudzonych CSF-1
z mRNA komorek zatrzymanych w fazie Gi. Udato sie w ten sposéb wyizolowa¢ cDNA gendow
nowej rodziny cyklin.

Travis i wsp. (21) zastosowali inny sposéb przygotowania sondy wzbogaconej. Hybrydyzo-
wali oni znakowany, jednoniciowy cDNA z badanych komérek z osiemdziesieciokrotnym nad-
miarem nieznakowanego, dwuniciowego cDNA z komoérek kontrolnych. Ze wzgledu na duza
ilos¢ DNA w roztworze hybrydyzacje przeprowadzono w obecnosci emulsji fenolowej (22).
Nastepnie, oddzieiono czgsteczki dwuniciowe od jednoniciowych na hydroksyapatycie. We fra-
kcji jednoniciowej, ktéra postuzyta jako sonda, radioaktywne byly te czgsteczki cDNA, ktére byty
swoiste dla badanych komoérek. Otrzymang sondga, po przeszukaniu niewzbogaconej biblioteki
cDNA, udato sie wykry¢ bardzo rzadkie sekwencje (0,001%) swoiste dla kory mézgowej maipy.

4. Zastosowanie bibliotek cDNA do hybrydyzaciji r6znicowej

opisywana reakcja miedzy cDNA z komorek eksperymentalnych i poliARNA z komoérek
kontrolnych byla najwczesniejszym wariantem hybrydyzacji r6znicowej (23,24). Do wydzielenia
sekwencji wspoélnych wykorzystuje sie fakt tworzenia przez nie hybrydéw, ktére ftatwo mozna
oddzieli¢ od jednoniciowego, swoistego cDNA dzieki chromatografii na hydroksyapatycie. Ist-
nieje tez inna metoda oddzielania sekwencji wspoélnych, czestp wykorzystywana wéwczas, gdy
do hybrydyzacji uzywa sie dwoch bibiiotek cDNA (jednej z komoérek badanych, drugiej z kontrol-
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nych). Polega ona na hybrydyzacji cDNA z badanych komérek z nadmiarem biotynylowanego,
kontrolnego cDNA. Nieswoiste czgsteczki badanego cDNA zreasocjujga z homologicznymi
czgsteczkami biotynylowanymi (beda zatem posrednio potaczone z biotyna). Sekwencje swoi-
ste dla komodrek eksperymentalnych pozostana niepotgczone z biotyng (nawet posrednio). Po
zakonczeniu reakcji hybrydyzacji, czasteczki swoiste oddziela sie od czasteczek nieswoistych
i nadmiaru biotynylowanego cDNA za pomoca awidyny lub streptawidyny - bialek majgcych po-
winowactwo do biotyny. Do mieszaniny hybrydyzacyjnej dodaje sie jednego z tych bialek, a
nastepnie oddziela sie czasteczki cDNA zwigzane z bialkiem, od czgsteczek niezwigzanych.
Mozna to wykona¢ metoda chromatografii (nosnikiem jest agaroza zwigzana z miedzig i kwa-
sem iminodwuoctowym) (25); poprzez ekstrakcje czasteczek zwigzanych ze streptawidynag za
pomoca mieszaniny fenolu i chloroformu nasyconej buforem TE (26); przez precypitacje z zy-
wicg majgca powinowactwo do awidyny (27).

cDNA mozna przechowywac zaréwno w formie bibliotek in vivo, jak i in vitro. W bibliotece in
vivo znajduje sie w wektorze plazmidowym lub fagowym i moze by¢ amplifikowany w odpowied-
nich komodrkach (27). Konstrukcja biblioteki in vitro polega na potaczeniu za pomoca ligazy DNA
z faga T4, ,,tepych” korncéw dwuniciowego cDNA z ,tepym" koricem tzw. oligowektora. Oligowe-
ktor to dwuniciowy oligonukleotyd, ,tepy" na jednym koncu oraz posiadajacy nieufosforylowa-
ny, jednoniciowy odcinek na drugim koncu. Oligowektor posiada réwniez, zaprojektowane pod-
czas jego syntezy, sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne. Tak powstaje odna-
wialne zrédto cDNA mogace stuzy¢ do hybrydyzacji réznicowej. Potaczone z oligowektorami
cDNA mozna bowiem powieli¢ za pomoca enzymatycznej metody amplifikacji DNA in vitro
(PCR) (28) stosujac oligonukleotyd komplementarny do oligowektora. Otrzymany w wyniku hy-
brydyzacji wzbogacony cDNA moze by¢ uzyty po amplifikacji i wyznakowaniu, jako sonda rézni-
cowa lub moze by¢ wbudowany w wektor plazmidowy lub fagowy dzieki obecnosci w oligowe-
ktorze miejsc restrykcyjnych (17,29).

Uzywanie bibliotek w metodzie hybrydyzacji r6znicowej ma te zalete, ze cDNA moze by¢
amplifikowany. Dlatego mozna na przykiad rozpocza¢ eksperyment posiadajac nawet niewielka
ilos¢ poliA”RNA (27,21). Uzycie bibliotek ma réwniez pewne ograniczenia, a mianowicie niekto-
re sekwencje moga by¢ w nich reprezentowane czesciej lub rzadziej niz w wyjSciowym cDNA.
Niektore sekwencje wystepujace w komoérkach w niewielkiej ilosci moga by¢ nieobecne w biblio-
tece in vivo. W bibliotece in vitro moga by¢ nadmiernie reprezentowane krétsze sekwencje, po-
niewaz tatwiej ulegaja one amplifikacji metoda PCR niz sekwencje diugie. Trzeba réwniez
pamietaé, ze polimerazy DNA stosowane w PCR stosunkowo czesto wprowadzajg w produkt
btedne nukleotydy (np. polimeraza z Thermus aquaticus wprowadza btednie okoto 10“~- 10"
nukleotydéw na jeden cykl amplifikacji) (28). Ten problem mozna jednak rozwigza¢ poprzez wy-
korzystanie rekombinantéw wyizolowanych z biblioteki amplifikowanej in vitro do zidentyfikowa-
nia bezbtednych pierwowzoréw z biblioteki cDNA uzyskanej, np. metodg Gubler i Hoffman (30).

5. Normalizacja bibliotek

Istotnym problemem mogacym wystapi¢ przy stosowaniu metody hybrydyzacji réznicowej
jest ostabianie efektywnosci oddzielenia czasteczek wspoélnych na skutek obecnosci w popula-
cji cDNA duzej masy identycznych sekwencji. Aby temu zapobiec, w zabiegu zwanym normali-
zacja, wyréwnuje sie ilos¢ kopii wszystkich sekwencji cDNA obecnych w roztorze. Normalizacja
opiera sie na zatozeniu, ze jesli reasocjacja zdenaturowanego cDNA jest zgodna z kinetyka re-
akcji drugorzedowej, to rzadziej wystepujace sekwencje tgczg sie ze sobg wolniej niz czesciej
wystepujace, a wraz z uptywem czasu frakcja jednoniciowa staje sie coraz bardziej wyréwnana
pod wzgledem ilosci kopii poszczegdlnych cDNA. Po zakonczeniu reakcji i usunieciu czgste-
czek dwuniciowych, jednoniciowy, znormalizowany cDNA mozna przeprowadzi¢, za pomoca
odpowiedniej polimerazy, w czasteczki dwuniciowe (31,32).
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6. Uwagi koncowe

Metoda hybrydyzacji réznicowej jest tak modyfikowana, aby mozna byto przy jej zastosowa-
niu izolowa¢ komérkowo swoiste geny, a wiasciwie ich cDNA, o niskiej aktywnosci transkrypcyj-
nej. Niektorym badaczom udato sie sklonowac¢ cDNA, ktdrych mRNA stanowig zaledwie 0,001%
populacji wszytkich czasteczek mRNA obecnych w badanych komérkach (18, 21). W zwiazku
z tym, ze wiekszo$¢ gendw aktywnych w komérce wytwarza rzadkie transkrypty (33), wysitki ja-
kie wkiada sie w ulepszanie i wykorzystywanie omawianej metody sg uzasadnione. Przy poszu-
kiwaniu bardzo rzadkich, komérkowo specyficznych cDNA, nalezy pamieta¢ o wystepowaniu
tzw. ,,wyciekania genéw” - zjawiska polegajacego na bardzo stabej transkrypcji komérkowo
swoistych gendéw w komérkach, w ktérych nie petnig one zadnej funkcji (34).

Warunkiem stosowania hybrydyzacji réznicowej jest istnienie zréznicowanego poziomu
mRNA poszukiwanych genéw w dwu rodzajach komérek. Podstawowsa decyzjg podejmowang
przy planowaniu badai” jest zatem wybér komoérek. Hybrydyzacje r6znicowa stosowano do izo-
lowania genéw aktywnych transkrypcyjnie w fazie Gi cyklu komérkowego (35), a takze genéw
bioracych udzial w procesie réznicowania sie komoérek. Udato sie na przykiad sklonowac¢ geny
produkujgce zwiekszong ilos¢ mMRNA podczas zarodnikowania hodowli Aspergillus (15), se-
kwencje ulegajace ekspresji w mysich prelimfocytach B (36) oraz w réznych stadiach rozwoju
limfocytéw B (18). Za pomoca metody hybrydyzacji r6znicowej udato sie wyizolowac¢ gen regu-
lator myoDI ; jego ekspresja powoduje przeksztatcenie fibroblastow w mioblasty (37). Wykryto
réwniez rzadkie mRNA swoiste dla kory mézgowej, ktérych ekspresja jest zmniejszona u 0s6b
z choroba Alzheimera (21). Hybrydyzacja r6znicowa nadaje sie takze do izolacji nieznanych ge-
néw oraz identyfikacji gendéw juz poznanych, aktywowanych w komoérkach szkodliwymi czynni-
kami otoczenia zewnetrznego, powodujgcymi na przykiad uszkodzenie DNA (13,14). izolowano
réwniez geny aktywowane szokiem termicznym (12). Mozna réwniez badac¢ zmiany aktywnosci
gendw komaorkowych spowodowane infekcjg wiroidowa (17, 27). Wiele badan z zastosowaniem
omawianej metody koncentruje sie réwniez na biologii komdérek nowotworowych. Izoluje sie se-
kwencje aktywowane w komoérkach stransformowanych nowotworowe (38), geny mogace by¢
supresorami procesow nowotworowych (39), sekwencje aktywne tylko w pewnych rodzajach
nowotworéw (29), a takze geny zwigzane ze zdolnoscig komoérek nowotworowych do przerzuto-
wania (40).

Warto jeszcze wspomnie€ o przedsiewzieciu, w ktorym postuzono sie metoda hybrydyzacji
réznicowej, a polegajacym na automatycznym sekwencjonowaniu przypadkowo wybranych klo-
noéw z 4 bibliotek cDNA. Miato to na celu utworzenie ulegajacych ekspresji sekwencyjnych ety-
kietek (ang. expressed sequence tags), ktérymi przeszukuje sie banki danych aby przekonac¢
sie, czy zsekwencjonowane cDNA pochodzg ze znanych juz gendw, czy z gendw dotad nie
zidentyfikowanych. Jedna z bibliotek wzbogacono w klony specyficzne dla mézgu, poprzez
reakcje hybrydyzacji réznicowej biblioteki cDNA z komérek hipokampa z biblioteka cDNA linii fi-
broblastow ptucnych (41). Zabieg ten miat na celu otrzymanie biblioteki, w ktérej bytaby zmniej-
szona liczba klonéw z sekwencjami cDNA znanych juz gendéw; (30-60% wszystkich mRNA ko-
dowanych przez ludzki genom ulega ekspresji w moézgu, a do tej pory znane sg sekwencje
zaledwie kilku procent ludzkich genéw). Hybrydyzacja r6znicowa moze wiec utatwi¢ zsekwen-
cjonowanie ludzkiego genomu.
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Gene cloning using subtractive hybridization

Summary

Genes expressed in temporally, environmentally or tissue specific way can be cloned using subtractive
hybridization. It involves hybridization of single stranded cDNA from one cell type with mollar excess of
polyA+RNAfrom another cell type. Unhybridized, cell specific cDNA is subsequently used or as subtractive
probe or as material for construction of subtractive cDNA library. Modifications of this basic strategy are
also discussed.
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