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Panel komdrek hybrydowych
stworzony na bazie napromieniowanych
komorek - nowoczesna metoda
mapowania fizycznego genomu swini
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Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat, Polska Akademia Nauk, jastrzebiec

Radiation Hybrid Panel - modern method for physical mapping of
porcine genome

Summary

The creation of high-resolution maps is central to genetics; maps allow genes
to be associated with phenotypes and can be used as tools for gene cloning.
Maps for the human genome and other mammalian species are being created
both by classical recombination methods and by physical mapping techniques.
One powerful method for creating physical maps is the use of irradiation and fu-
sion gene transfer (IFGT) to make radiation hybrid maps. Goss and Harris who
showed that chromosome fragments, generated by lethal irradiation of donor hu-
man cells, could be “rescued” by fusion to rodent recipient cells originally devel-
oped this technology. Each resulting hybrid cell, which includes both hamster and
human DNA, can be grown up to yield a hybrid cells or hybrid cell line of cells
containing the same random subset of the human genome. A radiation hybrid
panel (RH) consists of a number of different hybrid cell lines (sometimes Just
called hybrids or clones). The recombinant clone is tested for the presence or ab-
sence of each DNA marker (for example microsatellites). By estimating the fre-
guency of breakage, and thus the distance between markers, it is possible to de-
termine their order along chromosome. The successful use of RH panels to map
the human genome has led to the development of WG-RH (whole genome radia-
tion hybrid) maps in other species, for example of the porcine genome. This map
provides a resource for rapid, large scale physical mapping of the swine genome
and facilitates resolving genetic and physical distances prior to designing strate-
gies for positional candidate cloning of the gene(s) contributing to economically
important traits. WG-RH panels have now been used to create chromosomal
maps in several species: rat, horse, bovine, cat, dog and mouse.
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Panel komoérek hybrydowych stworzony na bazie napromieniowanych komérek

1. Wstep

Jednym z centralnych zadan genetyki jest tworzenie wysoko rozdzielczych map
genetycznych cziowieka i innych ssakow. Umozliwia to charakterystyke specyficz-
nych rejonéw genomu, pozwalajac znaleZz¢ powigzanie genow, a wkasciwie ich pro-
duktéw z fenotypem. W ostatnich latach nastgpit ogromny postep w mapowaniu ge-
nomu cztowieka. Strategia, technika, i rozwéj r6znorodnych metod powstatych przy
pracach nad ludzkim genomem sg wykorzystywane do tworzenia map genetycznych
zwierzat gospodarskich i mapowania QTL (Quantitative trait loci - loci cech iloscio-
wych) zwigzanych z kompleksem cech waznych z ekonomicznego punktu widzenia
(ETL - economically important trait loci). Mapy genomu czlowieka oraz innych orga-
nizmdw sg tworzone dwiema drogami: klasyczng metoda rekombinacji (mapy gene-
tyczne, sprzezeniowe) oraz technikami mapowania fizycznego (1).

Mapa genetyczna powstaje na bazie czestosci wystepowania rekombinacji i jest
otrzymywana w wyniku analiz sprzezeniowych polimorficznych markeréw. Podczas
pierwszej potowy lat dziewiecdziesiatych opracowano kilka genetycznych map
sprzezeniowych Swini (2-4). Ogromny zbidr danych opublikowany przez Rohrera
i wsp. (5), faczacy 1042 markery, z ktérych 996 to byly mikrosatelity, zintegrowat
wszystkie wczesniejsze mapy genetyczne, ale nie dat wystarczajgcej informacji (od-
powiedniej liczby markeréw) dla efektywnej, wysoko rozdzielczej mapy kompleksu
loci zwigzanych z cechami waznymi gospodarczo. Od potowy lat dziewiecdziesiatych
badacze zaczeli uzywaé tych srednio gestych map do skanowania genomu pod katem
QTL. Odlegtosci pomiedzy markerami w tych mapach to od 5,5 do 13 ¢cM (centiMor-
gan). Te Srednio rozdzielcze mapy genetyczne doprowadzity do odkrycia pewnych
regiondw chromosomoéw zwigzanych z ekonomicznie waznymi cechami u $win
(3,6-12). jednakze mikrosatelitarna mapa sprzezeniowa z odlegtosciami 5-10 ¢M jest
wystarczajgca jedynie do identyfikacji loci z duzym wptywem na fenotyp, charaktery-
styka loci z niskim wptywem wymaga wyzszej rozdzielczosci (1-2 cM). Zmniejszenie
tych odlegtosci pociaga za sobag konieczno$¢ poszukiwania dodatkowych markerdw,
gdyz rozdzielczo$¢ mapy zalezy od liczby markeréw okreslonych w danym regionie.

Podstawowym narzedziem do konstruowania mapy fizycznej jest genetyka ko-
marek somatycznych. Jedna z metod tworzenia tej mapy jest uzycie promieniowa-
nia i transfer gendw poprzez fuzje (IFGT - irradiation andfusion gene transfer). Tech-
nike te opracowali Goss i Harris (13), ktérzy wykazali, ze fragmenty chromosomoéw
powstate w wyniku oddziatywania letalnego napromieniowania na komérki ludzkie
(dawca), moga by¢ ,,ocalone” (rescued) poprzez fuzje do komorek biorczyn szczura.
Hybrydy, ktére stworzyli, byly uzyte do mapowania gendw w chromosomie X, ale
metoda ta nie rozprzestrzenifa sie szeroko. Dopiero po latach ponownie zaintereso-
wali sie nig Cox i wsp. (14), ktérzy zmodyfikowali oryginalng metodyke i jako komo-
rek dawcow uzyli hybrydy ludzkich komoérek somatycznych, zawierajace pojedyncze
ludzkie chromosomy. Powstat w ten sposéb panel komérek hybrydowych RH (Radia-
tion Hybrid Panel).
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2. Panel komorek hybrydowych stworzony na bazie napromieniowanych
komorek

Panel ten jest uzywany od 1990 r. i wykorzystywany do konstruowania mapy
fragmentéw chromosoméw. Komorki ludzkie poddano dziataniu promieni gamma,
ktore rozbijajg kazdy chromosom na przypadkowe fragmenty. Fragmenty te sg p6z-
niej ,,ocalone” poprzez fuzje ludzkich komérek ze zdrowymi komérkami chomika.
Pozwala to na polgczenie przypadkowych fragmentéw ludzkiego DNA z chromoso-
mami chomika. Kazda uzyskana komérka hybrydowa, zawierajaca obydwa fragmen-
ty DNA - chomika i cztowieka, moze rosnac jako linia komérek zawierajgcych ten
sam przypadkowy fragment ludzkiego chromosomu (zwana linig komoérek hybrydo-
wych lub klonem). Klony te mogg zawiera¢ jeden lub wiele fragmentéw ludzkich
chromosoméw lub tez nie zawiera¢ ich w ogoéle. Tak zrekombinowany klon jest te-
stowany na obecno$¢ lub brak wybranego markera DNA, np. mikrosatelity (15). In-
formacja na temat obecnosci lub braku markeréw w panelu komdrek hybrydowych
jest uzyta do szacowania odlegtosSci miedzy nimi.

Zatozeniem jest, ze fragmenty chromosomoéw indukowane promieniowaniem
powstajg przypadkowo (rys. 1). Obserwujac pare markeréw A i B, potozonych blisko
siebie w chromosomie, przyjmuje sie, ze promieniowanie nie wywola pekniecia
chromosomu pomiedzy nimi. Réwnocze$nie prawdopodobienstwo, ze te dwa mar-

marker A B

chromosom C

Rys. 1. Fragment chromosomu z markerami A, B, C i D w panelu komoérek hybrydowych wg Slonim
i wsp. (15).

186 PRACE PRZEGLADOWE



Panel komérek hybrydowych stworzony na bazie napromieniowanych komérek

kery znajda sie w réznych fragmentach DNA jest bardzo mate, proporcjonalne do
dystansu pomiedzy nimi. jezeli loci markerowe sg potozone blisko siebie w chromo-
somie, to sg one ,,zatrzymywane” w tym samym fragmencie, co oznacza, ze hybryda
zawiera albo obydwa albo nie zawiera zadnego z markerdéw. Przeciwnie dzieje sie
z markerami potozonymi w znacznej odlegtosci. Woéwczas fragmenty zawierajace
markery B i C sg zatrzymywane niezaleznie przez wiele komdrek hybrydowych.

Zadaniem badaczy jest zrekonstruowanie pozycji markeréw w oryginalnym
chromosomie znajac jedynie ,,czesto$¢ zatrzymania” (retention frequency) w panelu
komdrek. Czesto$¢ pojawiania sie przerw pomiedzy parami markeréw w panelu
100-200 niezaleznych linii hybrydowych, pozwala ustali¢ pozycje markeréw i zmie-
rzy¢ dystans miedzy nimi (16). Rozdzielczos¢ RH panelu jest funkcjq wielkosci frag-
mentéw, ktdre maja zwigzek z dawka napromieniowania. Proces konstruowania
mapy markeréw RH jest podzielony na dwa etapy: czes¢ eksperymentalng (napro-
mieniowanie, fuzja) oraz czes¢ analityczng (identyfikacja markeréw) o charakterze
matematycznym, opartg na algorytmach.

Sukcesy w zastosowaniu RH panelu do tworzenia mapy genomu cztowieka
WG-RH (Whole Genome Radiation Hybrid Map - mapa genomu stworzona na bazie
komodrek hybrydowych) daty podwaliny do tworzenia map innych gatunkéw
zwierzat.

Ustalenie lokalizacji gendw w $winskim chromosomie bylo zasadniczo prowa-
dzone poprzez hybrydyzacje komoérek somatycznych, co dawato jedynie informacje
na temat grup syntenicznych. Panel RH ma przewage zaréwno nad tg metoda jak
i mapowaniem genetycznym, bowiem nie jest wymagany polimorfizm markeréw ani
informacje o rodowodzie zwierzat, jednocze$nie metoda ta umozliwia zmapowanie
kazdego markera w genomie, bez koniecznosci uwzgledniania jego polimorfizmu
allelicznego (17). Zmiana sity napromieniowania (dawka radéw) moze natomiast
zmienia¢ rozdzielczo$¢ mapy.

Panel RH oferuje unikatowe mozliwosci mapowania nie tylko polimorficznych
markerow, takich jak mikrosatelity, ale réwniez markeréw nie polimorficznych
i 0 niskiej heterozygotycznosci, wiaczajac sekwencje kodujgce i EST (Exspressed sequ-
ence tags - sekwencyjne znaczniki ekspresji). Pozwala to na powigzanie EST i ge-
néw ze strukturg wysoce polimorficznych mikrosatellitdw, a takze integrowanie
sprzezeniowych i cytogenetycznych map réznych gatunkéw zwierzat (mapowanie
poréwnawcze). W dalszej kolejnosci dazy sie do maksymalnego wykorzystania stra-
tegii mapowania poréwnawczego do poszukiwan potozenia genéw kandydujacych
(positional candidate cloning) czyli gendéw potencjalnie ksztattujgcych poziom cech
ilosciowych.

BIOTECHNOLOGIA 3 (66) 184-192 2004 187



Agnieszka Korwin-Kossakowska, Jolanta Kury!

3. Panel komoérek hybrydowych swini domowej skonstruowany
we wspotpracy INRA (Francja) i Uniwersytetu w Minnesocie (USA)

3.1. Powstanie panelu

Wykonano 10 eksperymentalnych fuzji z uzyciem diploidalnych komérek fibro-
blastéw lub limfocytow $wini. Komoérki poddano dziataniu promieni rentgenow-
skich o sile 6000 lub 7000 radéw, w zaleznos$ci od przeprowadzanego do$wiadcze-
nia (rys. 2). Nastgpita fuzja limfocytow (fibroblastow) z komoérkami Wg3hC12 chomi-
ka, pozbawionymi mozliwosci syntetyzowania fosforybozylotransferazy hipoksanty-
nowej (HPRT), w obecnosci glikolu polietylenowego (PEG). Nastepnie komorki
umieszczono w medium RPMI z HAT (hypoxantyna, aminopteryna, thymidyna). Me-
dium to umozliwia usuniecie z hodowli komdrek drugiego komponentu (chomika)
i dokonuje selekcji hybryddw, ktére zatrzymujg gen HPRT. Po wyselekcjonowaniu
komorek hybrydowych w trakcie ich dalszej hodowli nastepuja charakterystyczne
zmiany w ich genomie, polegajgce na tym, ze chromosomy jednego komponentu

swini po napromieniowaniu (HPRT-

selekcja
“~  podtoze HAT

niezalezne klony hybrydowe

Rys. 2. Schemat oddziatywania promieniowania na genom $wini i transfer genéw poprzez fuzje wg
Walter i wsp. (1).
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komarkowego podlegaja stopniowej eliminacji (18). Nastepnie w ciggu 10-15 dni po
fuzji poszczegdlne kolonie umieszczano w osobnych hodowlach, aby stworzyé¢ pa-
nel niezaleznych klonéw hybrydowych. Dla kazdego wyselekcjonowanego klonu wy-
ekstrahowano DNA i utrzymywano je w cieklym azocie (19).

3.2. Ekstrakcja DNA

Kazdy klon hybrydowy hodowano w kilku powto6rzeniach w celu uzyskania wiek-
szej ilosci DNA, ktore izolowano zgodnie z procedurg Gross-Belard (20). Poszczego6l-
ne hybrydy zawieraty 2-8 mg DNA. Zawartos¢ tych klonéw hybrydowych zostata
scharakteryzowana metodg hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ - FISH {Fluorescent
in situ hybridization) z fragmentami SINE (Short Intersperesed Nucleotide Elements -
krétkie rozproszone elementy nuklotydowe) lub metodg syntezy in situ z uzyciem
oligonukleotydéw PRINS {Primed In Situ Labeling). Dodatkowo 32 markery mikrosate-
litarne 0 znanym potozeniu w chromosomie i jeden marker typu EST byly uzyte do
szacowania ,,czestosci zatrzymania” w kazdym klonie hybrydowym.

3.3. Tworzenie mapy RH za pomocg panelu komorek hybrydowych

Drugi etap, szacunkowy, ma na celu ustalenie wkasciwej kolejnosci potozenia
markerow w chromosomie bazujac na ich czesto$ci wystepowania w poszczegoél-
nych klonach i oszacowaniu odlegtosci miedzy nimi. Pierwszy program majacy na
celu tworzenie $winskiej mapy RH zostat zainicjowana przez Hawken i wsp. (21).
Mapa ta zostata skonstruowana przy uzyciu programéw komputerowych RHMAP
i MAPMAKER (22). Poczatkowo, na podstawie lokalizacji markerow w genetycznej
mapie sprzezeniowej Rohrera (5), przydzielono je do grup chromosomowych. Za
pomocg programu komputerowego RH2PT z pakietu RHMAP 3.0 markery te umiej-
scowiono w grupach sprzezeniowych. Wartos¢ wspdtczynnika lod score > 4,8 przyje-
to za wskazujgca na sprzezenie loci markeréw. Dystans miedzy markerami wyrazano
w CR (centiRay). Dystans 1 cR"j miedzy dwoma markerami odpowiada ]% czestosci
przerwania chromosomu pomiedzy nimi w wyniku ekspozycji na odpowiednig daw-
ke promieni X (N = dawka napromieniowania w radach) (21). Zalezno$¢ miedzy od-
legtoscig w cR i faktycznym dystansem genetycznym, wyrazonym w cM (centiMor-
gan), zalezy od dawki radiacji (1 cM = 10 cR 3000)- Analize wielopunktows i ustala-
nie potozenia markeréw dokonywano przy uzyciu programu komputerowego RHA-
MXLIK, z pakietu RHMAP 3.0. Poniewaz nie zaobserwowano istotnie wyzszej czes-
tosci zatrzymania fragmentéw chromosoméw w rejonach centromerowych i telo-
merowych, uzyty zostat model réwnej czestosci.

Z poczatkowej liczby 126 linii hybrydowych uzyskanych w wyniku doswiadczen
ostatecznie pozostato 118, bowiem 8 klonéw z czestoscia zatrzymania <9% wyeli-
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minowano z panelu. Do mapowania uzyto 903 markery, gtdwnie mikrosatelity, ale
réwniez ESTs i 49 gendéw. Otrzymano wyniki dotyczace 757 markerow (84%)
wiaczajac w to 19 EST i 39 gendw. Pozostatych 146 markerdw (16%) wytgczono z ba-
dan z roznych przyczyn (brak amplifikacji $winskiego DNA, amplifikacja wielopragz-
kowa lub amplifikacja DNA chomika). Srednia czesto$¢ zatrzymania dla 757 marke-
row wyniosta 29,3%. Najwyzszg czesto$¢ (95%) zaobserwowano w chromosomie X
dla dwoch markerow: Sw3137 i Sw707. Jednoczesnie rozdzielczo$¢ mapy (Srednia
odlegtos¢ pomiedzy markerami) byta dosy¢ wysoka i wynosita 35-37 cR (21).

Mapy RH tworza réwniez doskonate bazy do mapowania poréwnawczego, po-
zwalajgc na identyfikacje regiondw homologicznych w strukturze genomu miedzy
gatunkami. Mapowanie poréwnawcze pokazuje jak konserwatywna jest organizacja
genomu ssakow, jest rowniez narzedziem wykorzystywanym do przewidywania lo-
kalizacji w chromosomie genéw homologicznych u réznych gatunkéw zwierzat
i cztowieka, a ponadto u zwierzat gospodarskich, jako metoda selekcjonowania ge-
néw kandydujacych, odpowiedzialnych za wzrost wydajnosci cech istotnych z eko-
nomicznego punktu widzenia. Moc mapowania poréwnawczego wzrasta wraz z roz-
dzielczoscig map.

Mapa WG-RH zostata réwniez uzyta do zlokalizowania 1058 $winskich ESTSs.
Mapa ta odstania istnienie korespondujacych ze sobg regionéw pomiedzy genoma-
mi cztowieka i Swini, zidentyfikowanych wczesniej metoda malowania chromoso-
mow. Znaleziono nowe rejony homologiczne i przeszeregowano markery wzgledem
uporzadkowania istniejacego u cztowieka oraz podniesiono rozdzielczo$¢ mapy. Po
raz pierwszy stwierdzono réwniez, ze istnienie regionéw ,,bogatych” w geny i ,,ubo-
gich” jest konserwatywne zaréwno w genomie cztowieka jak i Swini (23).

Zebranie informacji na temat mapowania poréwnawczego pomiedzy genomem
cztowieka i $wini jest uzyteczne dla zrozumienia ewolucyjnych zaleznosci pomiedzy
tymi dwoma genomami (24).

Po 2000 r. powstat panel skonstruowany przez badaczy japonskich (25), przy
uzyciu sity napromieniowania 5000 radéw, ze zmapowanymi 842 mikrosatelitami
oraz panel RH $wini drugiej generacji skonstruowany we Francji w 2002 r., przy uzy-
ciu 12 000 raddw, bedacy uzupetnieniem poprzedniego (26). Nowo skonstruowany
panel jest doskonatym Zrodtem tworzenia mapy o czterokrotnie wyzszej rozdziel-
czosci niz poprzednia (12-14 kb/cR), ze Srednig czestoscig zatrzymania markerow
35,4%. Dotychczas okreslono potozenie m.in. 27 markeréw w rejonie wystepowania
genu RN w chromosomie 15, jednak ogdlna liczba markeréw zmapowanych w trzech
interesujgcych regionach nie jest duza i wynosi okoto 100. Aktualnie uruchamiany
zostaje w Newadzie (USA) program mapowania na bazie tego panelu, jednak plano-
wana ilos¢ markeréw nie jest doktadnie znana (Martine Yearle 2003, informacja ust-
na).

Poza mapami petnego genomu prezentowano réwniez wiele badan dotyczacych
indywidualnych chromosomaéw $wini (9,27,28). Szczegdlnie interesujace jest stwo-
rzenie mapy chromosomu 6 obejmujgcej rejon wystepowania genu RYRI (29), waz-
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ny z ekonomicznego punktu widzenia oraz jego analiza poréwnawcza z homolo-
gicznym rejonem chromosomu 19 czitowieka.

Panele genomu stworzone na bazie napromieniowanych komoérek sg uzywane
aktualnie do tworzenia map chromosomowych nie tylko cztowieka (30-32) i $wini,
ate réwniez kitku innych gatunkéw zwierzat: szczura (33-35), myszy (36,37), konia
(38,39), bydfa (40,41), psa (42-44) i kota (45). Szczegotowe informacje na temat ak-
tuatnie istniejagcych map RH sg dostepne na stronie internetowe;j:
http://compgen.riitgers.edu/rhmap/.
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