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DNA libraries - a way to understand genome structure
Summary

Wide genome physical mapping is becoming a main goal of current
genomic research on many plant and animal species. It provides essential basis
for large-scale genome sequencing, but requires well-saturated large-insert DNA
genomic libraries. This review presents a progress in the construction and ap-
plication of genomic libraries. New trends towards the improvement of cloning
vectors and adjustment to new tasks of molecular genetics are also presented.
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1. Wstep

Molekularna analiza genetycznych podstaw funkcjonowania
systeméw biologicznych jest jednym z podstawowych narzedzi
pozwalajacych na poznawanie mechanizméw rzadzacych Swia-
tem ozywionym. Techniki uzywane do tego rodzaju analiz sg za-
Zwyczaj opracowywane na organizmach modelowych, ktérych
(mate zazwyczaj) genomy stajg sie obiektem intensywnych ba-
dan genetycznych. U wyzszych organizméw eukariotycznych,
ssakow i rostin, badania napotykaty dotychczas techniczne trud-
nosci zwigzane z wielkoscig i ztozonoscig ich genoméw. W ciggu
ostatnich lat postep w opracowywaniu nowych technik w zakre-
sie mapowania fizycznego i klonowania pozwolit na wypetnienie
luki pomiedzy klasyczng analiza genetyczng a badaniami mole-
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kularnymi organizméw o duzych genomach. W badaniach ztozonych genomoéw bar-
dzo pozyteczne okazujg sie biblioteki DNA. Biblioteki tworzone sg przez fragmenta-
cje genomu i klonowanie uzyskanych fragmentéw w r6znego rodzaju wektorach
(np. plazmidy, fagi lambda i PI, kosmidy, YAC, BAC) w taki sposo6b, aby pokrywaty
caly badany genom.

Liczba klonéw niezbednych do dobrego pokrycia genomu przez biblioteke zale-
zy od wielkosci sklonowanych fragmentéw DNA. Liczbe te mozna obliczy¢ ze wzoru
Clarke’a i Carbona (1), N = In(I-p)/In(I-x/y), gdzie liczba klonéw (N) daje prawdopo-
dobienstwo (p), ze jakakolwiek sekwencja bedzie reprezentowana w bibliotece
o $redniej dtugosci insertu (x) i wielkosci genomu (y). Przy Sredniej wielkosci insertu
20 kpz, prawdopodobienstwo znalezienia zatem sekwencji w bibliotece genomu
0 wielkosci 400 Mpz i liczbie klonéw | x 10" jest wieksze niz 0,99. jest to oblicze-
nie dla biblioteki o pieciokrotnym pokryciu i przypadkowej dystrybucji fragmentow.
W praktyce nalezy uwzgledni¢ preferencje hydrolizy niektorych enzyméw restryk-
cyjnych i dlatego dobrze reprezentatywne biblioteki osiggajg stan dziesieciokrotne-
go pokrycia (2). Z analizy wynika, ze Srednia wielko$¢ fragmentéw DNA ma bezpo-
Sredni wptyw na liczbe klonéw biblioteki niezbednych do pokrycia catlego genomu.
Wieksza liczba klonéw powoduje utrudnienia w operowaniu i przegladaniu biblio-
teki dlatego w badaniach nad strukturg duzych genoméw eukariotycznych prefero-
wane sg biblioteki o $redniej wielkoSci insertdw przekraczajgcej | Mpz (tab. 1).

Tabela 1

Liczba klonéw niezbedna do catkowitego pokrycia baploidalnego genomu przy $redniej wielkosci fragmen-
téw w bibliotece 40 kpz, 150 kpz i 500 kpz, na przyktadzie genoméw wybranych roslin

Haploidalny genom

Organizm Mpz Kosmidy iO kpz ~ BAC 15C kpz YAC 50( kpz
Allium cepa (cebula) 15 290 1,8 X 0™ 4,7 X 10’ 14 x 10°
Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik) 145 1,7 X 10+ 45 X 10° 1,3 X 10°
Avena saliva (dab) 11 315 13 x 10> 3,5 X 10 10 X 10
Glycine max (soja) 1115 13 X 10 3,4 x 10" 1,0 x 104
llordeum vulgare (jeczmien) 4873 56 X 10 15 X 10’ 45 x 100
Lycopersicon esculentum (pomidor) 953 1,1 X 10° 2,9 X 10° 8,8 X 10
Nicotiana tahacum (tyton) 4434 51 x 10 14 x 10° 41 x 10°
Oryza saliva (ryz) 431 50 x 10v 1,3 x 10v 4,0 x 10°
Trilicum aeslivum (pszenica) 15 966 1,8 X 106 49 x 10’ 15 x 10°
Zea mays (kukurydza) 2 504 29 X 10 7,7 X 10* 2,3 X 107

Nalezy rowniez wspomnie¢ o bibliotekach cDNA, ktére w odréznieniu od biblio-
tek genomowego DNA, zawierajg zestaw sekwencji mRNA danego organizmu. Sg
one konstruowane przez enzymatyczng synteze czgsteczek DNA na matrycy catko-
witego RNA wyizolowanego z komorek i zawieraja fragmenty DNA bedace kopiami
genéw podlegajacych ekspresji w danych warunkach (tzw. cDNA). Tego typu biblio-
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teki znajduja zastosowanie w badaniach ekspresji i mechanizméw dziatania genéw,
sg jednak mniej przydatne przy ustalaniu struktury catych genoméw.

2. Przygotowanie DNA genomowego do konstrukcji biblioteki

Jednym z gtéwnych etapéw konstrukcji biblioteki genomowej jest odpowiednie
przygotowanie DNA do procesu klonowania. W przypadku bibliotek mniejszych
fragmentéw (do 40 kpz) chodzi przede wszystkim o izolacje dobrze oczyszczonego
DNA. Problemy pojawiajg sie przy konstrukcji bibliotek duzych fragmentow, ponie-
waz podczas standardowych izolacji duze czgsteczki genomowgo DNA ulegajg fi-
zycznej degradacji do fragmentéw o dtugosci 20-50 kpz. Izolacja DNA do konstruk-
cji bibliotek o wielkosci insertéw powyzej | Mpz odbywa sie poprzez unierucho-
mienie komorek, protoplastéw lub jader komdrkowych w matych bloczkach zelu
agarozowego w postaci korkéw lub mikropaciorkéw. Agaroza tworzy sie¢ prze-
strzenng, zabezpieczajacg DNA przed fizycznym uszkodzeniem, a jednoczes$nie umoz-
liwia dyfuzje odczynnikéw. Unieruchomione w zelu komérki, sa poddawane hydroli-
zie przez trawienie proteinazg K w obecnosci sarkozylu. Uwolniony w ten sposéb
DNA jest poddawany czesciowej hydrolizie enzymami restrykcyjnymi. Fragmenty
DNA, przed wprowadzeniem do wektorow selekcjonuje sie pod wzgledem wielkosci
przez rozdziat elektroforetyczny w pulsacyjnym polu elektrycznym. W przypadku
roslin dodatkowym utrudnieniem jest konieczno$¢ uzyskania protoplastéw lub jader
komérkowych, poniewaz $ciana komorkowa uniemozliwia izolacje wysokoczastecz-
kowego DNA (3,4).

Jesli tworzona biblioteka ma stuzy¢ do catkowitego sekwencjonowania danego
genomu to niezbedne stanie sie uporzadkowanie klonéw biblioteki w celu rekon-
strukcji naturalnego uktadu DNA organizmu. Mozliwe jest to jedynie w przypadku,
gdy fragmenty DNA w bibliotece czesciowo, wzajemnie nakfadajg sie (rys. 1). Taka
budowa biblioteki osiagana jest przez losowa fragmentacje DNA. Fragmentacja przez
sonifikacje genomowego DNA, spetnia ten warunek, jednak fragmenty uzyskane
w ten spos6b sprawiajg trudnosci w klonowaniu (2). Lepszym sposobem, jak sie wy-
daje, jest tzw. niepetna hydroliza enzymatyczna DNA, osiggana przez wczesniejsze
przerwanie reakcji hydrolizy restrykcyjnej, wigzace sie z niedopuszczeniem do prze-
ciecia wszystkich sekwencji rozpoznawanych przez enzym w obrebie genomu. In-
nym rozwigzaniem jest stosowanie metody polegajgcej na wspotzawodnictwie pod-
czas jednoczesnego dziatania na DNA enzymu restrykcyjnego rozpoznajgcego mety-
lowane nukleotydy i metylazy (np. enzym Mbo\ rozpoznajacy GATC i metylaza dam
metylujgcg adening) (5). W bibliotekach DNA zbudowanych ze wzajemnie pokry-
wajgcych sie fragmentéw mozliwe jest zastosowanie techniki ,spaceru po chromo-
somie” (chromosome walking) w celu uporzgdkowania klonéw o poznanej sekwencji.
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Genomowy DNA

I Losowa fragmentacja

Naktadajace sie
fragmenty DNA
o roznej dtugosci

Rys. 1. Otrzymywanie naktadajacych si¢ fragmentéw DNA przez losowa fragmentacje genomowego
DNA.

3. Rodzaje wektorow

Najistotniejszg sprawg przy tworzeniu biblioteki DNA jest dobdr odpowiedniego
wektora do klonowania. Pojawienie sie w badaniach nowych wektoréw umozliwia
klonowanie coraz wigekszych fragmentdéw DNA, pozwala stosowaé prostsze proce-
dury wprowadzania rekombinowanego wektora do komoérek gospodarza, efektyw-
niej namnazac i przeglada¢ klony biblioteki. Postep w dziedzinie konstrukcji coraz
doskonalszych bibliotek DNA mozna najtatwiej przedstawi¢ Sledzgc udoskonalania
wektoréw stosowanych do tworzenia bibliotek DNA.

3.1. Plazmidy

Wiekszos$¢ stosowanych obecnie plazmidow jest pochodnymi pBR322, skonstru-
owanego przez Bolivara i wsp. (6). Ten macierzysty wektor byt w kotejnych latach
poddawany licznym ulepszeniom, dajgc poczatek wielu r6znym typom plazmidéw
oferowanych obecnie komercyjnie, dopasowanych do réznych specyficznych zasto-
sowan, takich jak sekwencjonowanie (np. pPCR, pBluescript) czy transkrypcja i eks-
presja (pET20, pQET70).

Wektory plazmidowe sg stosunkowo mate i zwykle pozwalajg na klonowanie
fragmentow DNA mniejszych od wtasnej diugosci. Zazwyczaj wydajnos¢ transforma-
cji jest ujemnie skorelowana z wielkosScig insertu, a dtugos¢ plazmidu wraz z wtgczo-
nym fragmentem rzadko moze przekroczy¢ 15 kpz. Z powodu matej pojemnosci
plazmidy nie znajdujg szerszego zastosowania w tworzeniu w peini reprezentatyw-
nych bibliotek genomowych. Dlatego termin ,biblioteka plazmidowa”, cho¢ po-
wszechnie stosowany jest btedny. Bardziej adekwatne jest, jak sie wydaje, okresle-
nie ,plazmidowy bank klonéw” (7).

Plazmidy stosuje sie do tworzenia bankéw klonéw fragmentdw, ktorych diugosé
nie przekracza ! kpz. Sg one stosowane do:
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nGen ~Genlacz
opornosci
na ampicyling
Miejsce wielokrotnego
klonowania
Replikon plazmidu
puc Promotor genu /acZ

Rys. 2. Plazmid pBluescript I KS+ (Strategen).

- Pozyskiwania sond RFLP, gdzie biblioteka tworzona jest przez hydrolize geno-
mu czesto tngca endonukleazg restrykcyjng (8-10).

- lzolacji sekwencji specyficznych gatunkowo do analiz produktéw fuzji soma-
tycznych, hybrydéw miedzygatunkowych (11), amfiploidéw i ich pochodnych (12).

- Poznawania sekwencji powtorzonych do identyfikacji markeréw (13,14).
Pozyskiwania chromosomospecyficznych sond molekularnych (15).
Subklonowania duzych insertéw z innych wektoréw w celu sekwencjonowania.
Klonowania produktéw PCR.

Tworzenia bibliotek ze $ladowych ilosci wyjsciowego DNA przez DOP-PCR {de-
generate oligonucleotide primed PCR) (16-21) lub LAM-PCR {linker adaptor-mediated PCR)
(22,23).

Do najczesciej stosowanych naleza wektory plazmidowe serii pBluescript (Stra-
tegen) (rys. 2). Plazmidy te nalezg do wektoréw bardzo uniwersalnych; sg mate
(2,96 kpz), wystepujg w duzej liczbie kopii w komérce, zawierajg gen opornosci na
ampicyline (do selekcji transformowanych komoérek E. coli) i miejsce wielokrotnego
klonowania {multiple cloning site lub polylinker) rozpoznawane przez 21 enzymow re-
strykcyjnych. Miejsce to usytuowane jest w N-koncowym fragmencie genu lacZ, co
umozliwia selekcje transformantéw testem a-komplementacji. W razie potrzeby
plazmidy pBluscript, w obecnosci faga pomocniczego MI3, moga by¢ izolowane
w postaci jednoniciowej w celu sekwencjonowania lub ukierunkowanej mutagenezy
(plazmidy posiadajgce te witasciwos¢ nazywane sg rowniez fagemidami). Miejsce
wielokrotnego klonowania jest oflankowane przez promotory polimeraz RNA T7
i T3, ktére moga stuzy¢ do syntezy RNA in vitro. Usytuowane po obu stronach miej-
sca wielokrotnego klonowania sekwencji wigzania sie trzech par réznych starteréw:
M13F/M13R, T3fT7 oraz KS/SK, umozliwiajg amplifikacje insertu metodg PCR oraz
sekwencjonowanie.
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3.2. Bakteriofagi lambda

Wektory typu lambda, pomimo niewielkiej pojemnosci, pozwalajg w prosty i wy-
dajny sposéb tworzy¢ reprezentatywne biblioteki, o niskiej liczbie klonéw chime-
rycznych i nie rekombinowanych (2).

Wektor zbudowany jest z dwoch ramion (9 i 19 kpz) flankujgcych whasciwy ge-
nom faga. Przy konstrukcji biblioteki wewnetrzny fragment DNA jest wymieniany na
insert genomowego DNA. Ramiona zawierajg sekwencje niezbedne do namnazania
faga. Miejsca wielokrotnego klonowania usytuowane sg zazwyczaj na wewnetrznej
granicy obu ramion. Aby konstrukcja mogta byé upakowana do kapsydu, catkowita
wielkos¢ genomu faga, wliczajgc w to dtugosci obu ramion (ok. 29 kpz) i insertu nie
moze by¢ mniejsza niz 39 i wieksza niz 52 kpz. Dlatego do wektoréw lambda, moz-
liwe jest wprowadzenie fragmentow o dtugosci 10-23 kpz. Konstrukcje zawierajgce
fragment krotszy niz 10 kpz nie podlegajg pakowaniu do kapsydu, co powoduje na-
turalng eliminacje krétszych insertow.

Upakowanie faga do kapsydu przy uzyciu komercyjnie dostepnych ekstraktow
pakujacych (mieszanina biatek kapsydu faga oraz enzyméw bioracych udziat w pro-
cesie pakowania) umozliwia bardzo wydajne wprowadzenie DNA do komorek bak-
teryjnych. Proces pakowania fagéw zapoczatkowywany jest przez utworzenie kon-
katamerow przy udziale koncéw kohezyjnych (COS), potozonych na zewnatrz ra-
mion. DNA jest pakowany do kapsydow tylko, wtedy gdy jest zachowany odpowied-
ni uktad fragmentéw (lewe ramie - insert - prawe ramie) i wystepuje odpowied-
nia odlegtos¢ pomiedzy koricami COS (39-52 kpz) (rys. 3).

Przegladanie biblioteki fagow lambda jest bardzo wydajne i powtarzalne. DNA
faga przenosi sie z tysinek przez wykonanie repliki na filtr nylonowy. Hybrydyzacja
utrwalonego na filtrze DNA z odpowiednig sonda pozwala na identyfikacje tysinek
zawierajacych rekombinanty poszukiwanego fragmentu DNA. Powyzej 50 000 tysi-
nek mozna wydajnie przeglada¢ na pojedynczej, duzej ptytce Petriego, co stanowi
reprezentacje ok. 1000 Mpz DNA insertow.

Nowsze warianty wektoréw lambda umozliwiajg sprawniejsze operowanie bi-
bliotekg i zapewniajg dodatkowe mozliwosci zastosowan, jednym z przyktadow
moze by¢ wektor Lambda ZAP Express (Strategene), pozwalajacy na wyciecie in vivo
klonowanego fragmentu z wektora lambda i zamkniecie go w postaci jednoniciowej
czgsteczki fagemidu pBK-CMV. Wyciecie to nastepuje dzieki obecnosci specjalnej
sekwencji wektora lambda i szeregu biatek kodowanych przez tzw. faga pomocni-
czego MI3. Genomowy DNA jest klonowany do wektora lambda, a nastepnie przez
transfekcje wprowadzany do E. co//. Jednocze$nie komorki bakteryjne sa infekowa-
ne fagiem pomocniczym MI3. Wewnatrz komorki £. coli biatka kodowane przez
faga pomocniczego rozpoznajg sekwencje replikonu faga fl usytuowang na jednym
z ramion wektora lambda, inicjujgc replikacje jednoniciowego DNA. Proces inicjacji
rozpoczyna sie nacieciem jednej nici DNA i utworzony w ten sposéb koniec 3’ stuzy
jako starter do replikacji catego regionu faga lambda, az do sygnatu terminacji repli-

164 PRACE PRZEGLADOWE



Biblioteki DNA - droga do poznania organizacji genomoéw

Upakowanie do
gtéwek fagowych
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bakteryjnych O O O O

Rys. 3. Proces upakowania DNA do kapsydéw wektora lambda.

kacji usytuowanego na drugim ramieniu faga powyzej konca 3' insertu. Konce po-
wstatej jednoniciowej czasteczki DNA fgczg sie tworzac kolisty fagemid pBK-CMV.
Czasteczki fagemidu pod wptywem bodzca (inkubacja w 70°C) ulegajg pakowaniu
do kapsydoéw, a liza komérek £. coli uwalnia fagemidy. Spakowane do kapsydéw jed-
noniciowe czasteczki moga by¢ wygodnie przechowywane i w miare potrzeby uzyte
do transformacji bakterii. Po wniknieciu do komérki nowego gospodarza nastepuje
synteza drugiej nici i czgsteczka zachowujac sie jak normalny plazmid moze by¢
fatwo namnazana i izolowana, a sekwencja insertu moze ulega¢ ekspresji pod kon-
trolg promotoréw T7 i T3.

3.3. Kosmidy

Kosmidy to wektory o stosunkowo duzej pojemnosci (35-45 kpz). Typowe ko-
smidy zawierajg sekwencje COS wektora lambda, miejsce inicjacji replikacji plazmi-
du (czesto jest to ColEIl) i gen opornosci na antybiotyk. Sekwencja COS umozliwia
pakowanie wektora do kapsydu fagowego i transformacje bakterii. Plazmidowe miej-
sce inicjacji replikacji i gen markerowy umozliwiajg namnaznie wektora jak plazmi-
du. Potaczenie cech plazmidu i bakteriofaga lambda pozwolito na uzyskanie duzej
pojemnosci i wydajnej transformacji.

Wektory kosmidowe (np. SuperCos 1) sg dostepne w postaci kolistej (7,6 kpz).
W takiej formie wektor moze by¢ namnazany i izolowany podobnie jak plazmid.
Przed klonowaniem, hydroliza wektora enzymem restrykcyjnym w obrebie miejsca
wielokrotnego klonowania, uwalnia sekwencje COS. Fragmenty genomowego DNA
sg tgczone z liniowymi czastkami kosmidu, tworzgc diugie czasteczki hybrydowe,
podlegajace nastepnie hydrolizie przez specyficzne nukleazy w procesie pakowania
do kapsydéw faga lambda (rys. 4). Upakowany DNA wprowadzany jest do komorek
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cos Miejsce wielokrotnego klonowania
Gen 0pornosci Replikon plazmidowy
na ampicylinge
Hydroliza enzymem restrykcyjnym w obrebie
miejsca wielokrotnego klonowania
Ligacja
' cos cos
Fragmenty Przeciete
genomowego czasteczki Czasteczka hybrydowa
DNA kosmidow

Rys. 4. Przygotowanie wektora kosmidowego do klonowania. A - Hydroliza kolistej czgsteczki
wektora powodujgca uwolnienie ramienia COS; B - Ligacja fragmentéw DNA genomowego z wektorem
i utworzenie dhugich czasteczek hybrydowych.

E. coli przez infekcje, gdzie formuje koliste czgsteczki podlegajgce replikacji pod
kontrolg plazmidowego miejsca inicjacji replikacji. Przegladanie biblioteki odbywa
sie przez hybrydyzacje do kolonii, a izolacja wektoréw ze zidentyfikowanych re-
kombinantéw jest zblizona do izolacji plazmidowego DNA.

Wraz ze wzrostem pojemnosci wektorow coraz istotniejszy staje sie problem
charakterystyki insertéw. Odbywa sie ona przez tworzenie doktadnych map restryk-
cyjnych insertu, klonowanie jego fragmentéw w plazmidy, sekwencjonowanie i w kon-
cu rekonstrukcje sekwencji calego, duzego fragmentu bazujac na opracowanej wczes-
niej mapie restrykcyjnej. Wielkos¢ insertow w przypadku wektorow kosmidowych
osiggneta poziom, przy ktérym opracowanie mapy za pomoca kilku hydroliz endo-
nukleazami restrykcyjnymi jest utrudnione z powodu powstawania zbyt wielu frag-
mentdéw. Dlatego w tworzeniu map insertow w kosmidach wykorzystuje sie dodat-
kowo metody oparte na hybrydyzacji z sekwencjg COS tub z promotorami T7 i T3 na
koncu wektora (mapowanie ,cos”), lub postuguje sie transkryptami z tych promoto-
row (mapowanie transkrypcyjne) (24).

Polgczenie cech plazmidu i bakteriofaga lambda pozwolito, w przypadku kosmidow,
na uzyskanie duzej pojemnosci i wydajnej transformacji. Nalezy jednak zwréci¢ uwage
na utrudnione, w poréwnaniu do fagéw lambda, przegladanie biblioteki i jej przecho-

166 PRACE PRZEGLADOWE



Biblioteki DNA - droga do poznania organizacji genomoéw

wywanie w postaci wyjsciowych hodowli bakteryjnych. Podstawowym technicznym
problemem pojawiajgcym sie przy konstrukcji i utrzymywaniu biblioteki genomowej
w wektorach kosmidowych jest niska stabilno$¢ insertéw powodowana przez:

- Tworzenie sie konkatameréw czastek wektora powodujgce utrate insertu.

- Wprowadzenie wiecej niz jednego fragmentu obcego DNA do jednego kosmidu.

- Niestabilnos¢ insertéw, wynikajaca z rekombinacji pomiedzy elementami po-
wtérzonymi insertu, mogaca powodowac rearanzacje lub utrate fragmentéw klono-
wanego DNA.

- Réznice szybkosci podziatdow klondw zawierajgcych rekombinowane wektory
prowadzace do nadreprezentatywnosci lub zaniku niektérych sekwencji genomo-
wego DNA w bibliotece.

Wszystkie te trudnosci sprawity, ze wektory kosmidowe nie zyskaly duzej popular-
nosci i w mniejszym stopniu sg wykorzystywane w konstrukcji bibliotek genomowych.

3.4. Sztuczne chromosomy drozdzowe

Sztuczne chromosomy drozdzy - YAC (yeast artificial chromosome) otwieraja li-
ste wektorow, w ktérych mozliwe jest umieszczenie fragmentéw o diugosci powy-
zej 100 kpz, a osiagajgce nawet wartos¢ 700-1800 kpz. Wektory YAC sg wyposazone
we wszelkie niezbedne elementy do utworzenia w komoérce drozdzy liniowej
czasteczki, ktéra zachowuje sie i jest namnazana jak chromosom. Wektory pYAC sg
zbudowane w taki sposéb, ze hydroliza endonukleazami restrykcyjnymi EcoRIl i BamH\
powoduje utworzenie dwoch ramion, ktére moga taczy¢ sie z egzogennym DNA.
Jedno z ramion zawiera drozdzowe miejsce inicjacji replikacji (ARSI), sekwencje
centromerowg (CEN4), gen markerowy syntezy tryptofanu (TRPI) i sekwencje telo-
merowa (TEL). Drugie ramie zawiera gen markerowy syntezy uracylu (URAI, ko-
dujacy dehydrogenaze dwuhydroorotonianu) i sekwencje telomerowa, (TEL) (rys. 5).
Pierwotny wektor przed hydrolizg moze by¢é namnazany w E. coli poniewaz zawiera
sekwencje inicjacji replikacji plazmidu pBR322 i gen selekcyjny opornosci na ampi-
cyline. W dalszych wariantach wektora ramiona zostaly zaopatrzone w dodatkowe
miejsca rozpoznawane przez restryktazy, promotory T7 i T3 oraz dodatkowe geny
selekcyjne. Pewnym utatwieniem klonowania byto wprowadzenie systemu opartego
na dwoéch plazmidach pjS97-pjS98, z ktérych kazdy zawiera jedno z ramion whasci-
wego wektora i moze by¢ niezaleznie namnazany (25).

YAC w komérce drozdzowej jest stabilnie dziedziczony w kolejnych pokoleniach
jako pojedyncza kopia czasteczki. Ta cecha powoduje problemy z interpretacja
stabych sygnaléw w czasie przegladania bibliotek. Problem ten rozwigzano przez
konstrukcje tzw. ,warunkowego centromeru”. Sekwencja centromerowg usytuowa-
na jest ponizej regulowanego promotora drozdzowego. Podczas hodowli w warun-
kach indukcyjnych funkcje centromeru sg zakiécane przez wysoki poziom tran-
skrypcji z promotora i liczba kopii czasteczki YAC wzrasta. Jesli promotor zostaje
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Rys. 5. Proces klonowania do wektora YAC.

zablokowany przez zmiane warunkéw hodowli, przywrdcona zostaje funkcja cen-
tromeru i liczba kopii spada w ciggu kilku pokolen (26,27).

Biblioteki genomowe w wektorach YAC byly konstruowane dla szeregu gatun-
kéw roslin (28-32). Biblioteki tego typu byly tez stosowane w programie poznania
genomu cztowieka (33). Stosowanie bibliotek opartych na wektorach YAC wigzato
sie jednak z szeregiem problemoéw technicznych, jednym z nich byt wysoki odsetek
klonéw chimerowych, powstatych w czasie klonowania, ale takze przez rekombina-
cje w komorce drozdzy. Klony wykazywaly rdwniez tendencje do wewnetrznych de-
lecji (34). Duza trudnos¢ stanowito rowniez oddzielenie wektorow YAC od 15 Mpz
chromosomu drozdzy. Jest to w zasadzie mozliwe tylko przy uzyciu elektroforezy
w polu pulsacyjnym (PFGE). Malo wydajna jest réwniez transformacja komaorek droz-
dzowych za posrednictwem sferoplastow. Wszystkie te trudnosci, a takze szereg
niedogodnosci wiazacych sie z hodowla drozdzy, miaty wpltyw na niemal catkowitg
rezygnacje z ich stosowania na rzecz bardziej nowoczesnych wektoréow.
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Rys. 6. Budowa wektora Pl pAdIO-SacBlIl (35).

3.5. Wektory PI

Jedna z alternatyw dla wektoréw YAC okazato sie zastosowanie Jako wektoréow
fagéw PI. Wektor ten ma zdolno$¢ przenoszenia fragmentdéw o dtugosci do 100 kpz.
Jego pojemnos¢ jest zatem okoto dwukrotnie wieksza niz kosmidéw, ale znacznie
mniejsza niz wektoréw YAC. Wektory Pl posiadajg jednak szereg korzystnych cech
rekompensujacych braki pojemnosci. Dzieki temu, ze DNA jest pakowane do kapsy-
du fagowego i wprowadzane do E. coli na zasadzie infekcji, uzyskuje sie bardzo wy-
sokg wydajnos¢ transformacji. O wiele wyzsza jest rOéwniez stabilnos¢ insertéw.

Wektory Pl zawierajg sekwencje pac, ktéra pozwala na pakowanie in vitro klono-
wanych fragmentéw do otoczek faga. Posiadaja one takze dwa miejsca loxP rozpo-
znawane przez rekombinaze PI cre, replikony Pl (plazmidowy i lityczny), a takze
gen selekcyjny opornosci na ampicyline. Selekcja pozytywna zachodzi ze wzgledu
na obecnos¢ genu sacB kodujagcego enzym transferaze sacharylo-6-fruktozowg, kt6-
rego produkty sa silnie toksyczne dla komorki E. coli. Promotor genu sacB znajduje
sie powyzej miejsca klonowania obcego DNA, dzieki czemu wprowadzenie duzego
insertu DNA do wektora powoduje unieczynnienie genu (35) (rys. 6). Klonowanie do
wektora pAdIO-SacBIl (30 kpz) rozpoczyna sie uwolnieniem dwéch ramion. Wyse-
lekcjonowane pod wzgledem wielkosci fragmenty DNA (85-100 kpz) przytaczone do
dwoéch ramion sg gotowe do dwustopniowego procesu pakowania (35). W pierw-
szym etapie wektor jest hydrolizowany w miejscu pac przez specyficzng endonu-
kleaze faga. Od przecietej sekwencji pac rozpoczyna sie pakowanie fragmentu do
gtéwki faga. Po wypetnieniu gtdwki odcinkiem diugosci 115 kpz nastepuje niespecy-
ficzne odciecie reszty DNA, a nastepnie gtowki sg tgczone z ogonkami faga. Fagi
stuzg do transformacji E. coli szczepu cre+. Rekombinaza cre dziatajgc na sekwencije
loxP powoduje utworzenie kolistych czgstek zawierajgcych inserty oraz gen oporno-
Sci na ampicyline. Takie plazmidopodobne czastki utrzymujg sie w komaorce w licz-
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bie jednej kopii, dzieki replikacji regulowanej przez replikon plazmidowy Pl. W tym
czasie replikon lityczny faga, odpowiedzialny za wydajng replikacje wielu kopii wek-
tora jest zablokowany przez represor lac I. W razie potrzeby izolacji czasteczek
z komoérek bakteryjnych, indukcja za pomoca IPTG powoduje odblokowanie repliko-
nu litycznego i 25-krotne zwiekszenie liczby kopii (35).

3.6. Wektory PAC

Sztuczne chromosomy wyprowadzone z faga PI-PAC (Pl-derived artificial chromo-
somes) sg kolejnym krokiem na drodze udoskonalania wektoréw stosowanych do
tworzenia bibliotek genomowych. Wektory tego typu moga stuzy¢ do klonowania
fragmentéw o dtugosci powyzej 140 kpz. Do konstrukcji wektoréw pCYPAC postuzono
sie wczesniej opracowanym przez Pierce’a i wsp. (33) wektorem pAdiO-SacBlIl. Do-
konujgc dosy¢ duzych przegrupowan w pierwotnym wektorze Pl doprowadzono do
znacznego zmniejszenia wielkosci casteczki (pAdlO-SacBIl - 30 kpz, pCTPACI -
18,7 kpz) (rys. 7). Dla poprawienia wydajnosci i precyzji procesu klonowania obcego
DNA usunieto fragment wypetniajacy wektora Pl, a w jego miejsce, w pozycji rozpo-
znawanej przez endonukleaze restrykcyjng BamHI, wprowadzono sekwencje pla-
zmidu pUC (36). W procesie przygotowania wektora do klonowania, fragment puUC
zostaje wyciety przez podwojne trawienie przy uzyciu enzyméw BamH\ i Scal. Aby
zapobiec powrotnej ligacji fragmentu pUC do wektora, proces ten prowadzony jest
w kilku etapach. Po wycieciu sekwencji pUC przez endonukleaze BamH\ fragment
ten ponownie poddawany jest trawieniu, tym razem przez enzym Scol, powodujgc
utworzenie koncow niekompatybilnych z BamHI. Nastepnie tagcznikowe oligonukle-
otydy BamHVSca\ sg fizycznie oddzielane od wektorow PAC (np. na zlozu magne-
tycznym). Uzyskane konce sg poddawane dziataniu fosfatazy alkalicznej w celu za-
pobiegniecia ligacji wektor-wektor. W kolejnych wariantach tego wektora miejsce
rozpoznawane przez enzym Scal wymieniono na sekwencje rozpoznawang przez
rzadko tngcy enzym Not\, uzywany zwykle do fragmentacji genomoéw. Wektory te sg
zazwyczaj wprowadzane do komorek E. coli poprzez elektroporacje.

Podniesienie pojemnosci i poprawa stabilnosci insertow sprawity, ze wektory
PAC sg obecnie, obok wektoréw BAC, szeroko stosowane do konstrukcji bibliotek
genomowego DNA. Jedyna niedogodnoscig stosowania wektoréw PAC jest ich sto-
sunkowo duzy rozmiar (19,5 kpz). Przy przegladaniu biblioteki przez subklonowa-
nie i losowe sekwencjonowanie {shotgun sequencing) powoduje to powiekszenie
frakcji klonéw zawierajacych sekwencje wektora, a co za tym idzie, podniesienie
kosztéw badan.
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Rys. 7. Budowa wektora pCTPACII.

3.7. Sztuczne chromosomy bakteryjne (BAC)

Waznym krokiem na drodze doskonalenia wektorow do tworzenia petnych bi-
bliotek do mapowania i analiz ztozonych genomoéw byto skonstruowanie wektoréw
BAC {bacterial artificial chromosome) (37). Wektor ten oparty jest funkcjonalnie na do-
brze opisanym czynniku pici F E. col/, jest to duza czasteczka utrzymujgca sie w ko-
lejnych pokoleniach bakterii w postaci jednej lub dwéch kopii. Cecha ta regulowana
jest przez produkty wlasnych genow: oriS, repE, parA, i parB. Geny oriS i repE uczest-
nicza w jednokierunkowej replikacji czynnika F, parA i parB, natomiast utrzymujg
liczbe kopii na poziomie jednej do dwéch na komarke E. coli (rys. 8). Cecha ta zabez-
piecza wektor przed wzajemnymi rekombinacjami. Wektory BAC zawierajg réwniez
gen opornosci na chloramfenikol (Cm”, sekwencje COS z faga lambda, sekwencje
loxP z bakteriofaga PI, dwa miejsca klonowania (Hind\\\ i BamV\\) oraz kilka bogatych
w pary G/C miejsc rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne, ktdre moga stuzyé
do wyciecia insertu. Miejsce klonowania jest oskrzydlone przez promotory T7 i SP6
wykorzystywane do uzyskiwania sond RNA przydatnych w mapowaniu fragmentéw.
Sekwencje COS i loxP moga by¢ hydrolizowane przez specyficzne enzymy - termi-
naze faga lambda i rekombinaze cre faga PI. Ciecie w tych miejscach moze genero-
wacé fragmenty przydatne w mapowaniu restrykcyjnym. W dalszych modyfikacjach
wektory BAC zostaty uzupetnione o tacznik pUC i gen selekcyjny sacB.

Wektory BAC zawierajgce inserty dtugosci powyzej 300 kpz sg w wydajny spo-
s6b wprowadzane do bakterii przez elektroporacje. Fakt, ze sztuczne chromosomy
bakteryjne sg czasteczkami kolistymi utatwia ich izolacje i zwieksza ich stabilnosc.
Potwierdzony jest niski poziom rekombinacji i pojawiania si¢ klonéw chimerowych
przez wiecej niz 100 pokolen (37).
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Rys. 8. Budowa wektora BAC.

Biblioteki genomowe w wektorach BAC byly konstruowane dla szeregu roslin
(38-40). Wektory tego typu zostaly takze uzyte do konstrukcji bibliotek wykorzysty-
wanych w projekcie sekwencjonowania genomu cziowieka (41).

3.8. Konstrukcja bibliotek YAC/BAC przy udziale rekombinacji zasocjowanej
z transformacja TAR

Technika, ktéra w znaczacy sposdb moze usprawni¢ skomplikowane procedury
laboratoryjne zwigzane z konstrukcja bibliotek duzych fragmentdw jest opracowa-
na przez, Larionova i wsp. rekombinacja sprzezona z transformacja (TAR, transfor-
mation-associated recombination) (42). Metoda opiera sie na wykorzystaniu Saccharo-
myces cerevisiae jako organizmu charakteryzujacego sie duza zdolnoscig do homolo-
gicznych rekombinacji DNA. Wektor pTARBACI posiada sekwencje pochodzace
z wektorow YAC (sekwencja centromerowa i telomerowa drozdzy CEN3 i TEL3, mar-
kery selekcyjne H1S3 i URA3) oraz sekwencje wektora BAC (bakteryjne miejsce roz-
poczecia replikacji czynnika F, tacznik pUC i sekwencje loxP) (rys. 9). Wektor jest li-
nearyzowany przed transformacjg i wyposazany na koncach w krotkie specyficzne
sekwencje tzw. ,haki” (hooks), homologiczne do regionébw w genomie gospodarza.
Wigczenie fragmentdédw obcego DNA do wektora poprzedzone jest przez kotransfor-
macje sferoplastow drozdzowych fragmentami genomowego DNA i wektorem TAR
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Rys. 9. Budowa wektora pTARBACI (52).

W formie liniowej. Wewnatrz komoérek drozdzowych dochodzi do homologicznej
rekombinacji wektora i wprowadzonych fragmentéw DNA z utworzeniem kolistych
czasteczek, jako ,haki” mozna wykorzysta¢ sekwencje czesto wystepujace w geno-
mie (elementy repetytywne Alu, lub diugie elementy repetytywne LINE dla genomu
cztowieka, Bl - dla genomu myszy). Sekwencja ARS (drozdzowa sekwencja odpo-
wiedzialna za autonomiczng replikacje) nie wystepuje w wektorze. Brak tej sekwen-
cji powoduje, ze niezrekombinowane czgsteczki wektora nie podlegajg replikacji
i sg eliminowane z biblioteki w nastepnych pokoleniach. Sekwencje typu ARS sa ele-
mentem wystepujgcym w duzej liczbie w genomach eukariotycznych (jedna sekwen-
cja typu ARS na 20-40 kpz genomowego DNA eukariota) (43), a zatem wprowadze-
nie sekwencji genomowego DNA do wektora rekompensuje jej brak i pozwala na re-
plikacje wektora w kolejnych pokoleniach. Z uwagi na stabilno$¢ insertow, jak i wy-
gode prowadzenia dalszych eksperymentdéw, zrekombinowane wektory sg nastep-
nie izolowane z drozdzy i wprowadzane do £. coli.

Technika ta pozwala takze na ukierunkowane wprowadzenie do wektora se-
kwenciji pochodzacych ze zdefiniowanego regionu genomu lub okreslonych genéw
(42-49). W tym przypadku jako ,haki” stosuje sie zdefiniowane sekwencje flan-
kujgce poszukiwany region. Na tej zasadzie mozliwe jest bezposrednie klonowanie
wszystkich funkcjonalnych kopii danego genu z bardzo nawet zlozonych genomoéw
(50,51). Innym podejsciem jest wykorzystanie zdegradowanych klonéw juz istnie-
jacej biblioteki (utworzonych przez trawienie enzymem restrykcyjnym nie rozpo-
Znajacym miejsc w obrebie wektora, ale tworzgcym ,haki” na jego koricach) w celu
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izolacji klondw zawierajagcych homologiczny fragment pochodzacy z genomu inne-
go organizmu (52).

3-9- Wektory do transformaciji roslin

Jednym z podstawowych zastosowan bibliotek genomowych jest poszukiwanie
i analiza nowych genéw. Odbywa sie to zazwyczaj przez klonowanie pozycyjne, po-
legajace na oznaczeniu markerow DNA blisko sprzezonych z badanym genem, a na-
stepnie izolacji z biblioteki genomowej duzego fragmentu pokrywajgcego sie z mar-
kerami. Ostateczne poznanie sekwencji genu odbywa sie przy uzyciu techniki ,spa-
ceru po chromosomie”, jednak dowodem na prawidtowg identyfikacje poznanego
genu jest dopiero test komplementacji, w ktérym mutanta pozbawionego aktyw-
nosci badanego genu transformuje sie jego dzikim allelem. Wprowadzenie duzego
genu eukariotycznego do komérek bakteryjnych, drozdzowych i zwierzecych nie
stanowi w chwili obecnej wiekszego problemu technicznego (53,54). Duzo wieksze
trudnosci sprawia wydajna transformacja komérek roslinnych. Skonstruowane sys-
temy opierajgce sie na wektorach kosmidowych (55) i typu lambda (56) pozwalaty na
konstrukcje bibliotek o wielkosci 5-25 kpz. Taka pojemnos$¢ wektorOw ograniczata
jednak mozliwosci izolacji gendéw przez mapowanie pozycyjne.

Rozwéj nowych typdéw wektoréw charakteryzujacych sie duza pojemnoscig do-
prowadzit do opracowania systeméw pozwalajgcych na transformacje roslin frag-
mentami DNA przekraczajgcymi 100 kpz. jeden z systemOw opiera si¢ na uzyciu
tzw. sztucznego chromosomu zdolnego do transformaciji (TAC, transformation-com-
petent artificial chromosome), ktéry moze by¢ replikowany zaréwno w komdrkach
E. colljak i w Agrobacterium tumefaciens. Wektor TAC zostal skonstruowany na bazie
wektora Pl (zawiera replikony PI, plazmidowy i lityczny oraz gen sacB kodujgcy en-
zym transferaze sacharylo-6-fruktozowg). Posiada takze replikon plazmidu Ri - pRiA4,
5" i 3' sekwencje graniczng T-DNA (RB i LB) ze znajdujgcymi sie pomiedzy nimi pro-
motorem syntetazy nopalinowej Pnos, region kodujacy genu fosfotransferazy higro-
mycynowej HPT i nos 3'-sygnat poliadenylacji genu syntetazy nopalinowej (57) (rys. 10).

Drugi system opracowany przez Hamiltona i wsp. to tzw. binarny system BAC
(BIBAC) (56). Wykorzystuje on wektory BAC, do ktérych wprowadzono 5 i 3' sek-
wencje graniczng T-DNA (RB i LB) oraz geny markerowe p-glukuronidazy GUS, fosfo-
transferazy neomycynowej NPTIl i opornosci na higromycyne oraz miejsce inicjacji
replikacji plazmidu Ri (rys. 11). Dodatkowo w systemie tym stosuje sie plazmid po-
mocniczy pCH zawierajacy geny wirulencji A. tumefaciens: virG, virEl i E2.

Oba systemy znajdujg szerokie zastosowanie w pracach nad identyfikacjg no-
wych genéw roslinnych (57-64).
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Rys. 10. Budowa wektora pYLTAC7 (57).

Rys. 11. Budowa wektora BIBACI (58).

4. Podsumowanie

Przed podjeciem prac nad konstrukcjg biblioteki genomowej podstawowe zna-
czenie ma dobdr odpowiedniego wektora. Przy stale powiekszajacej sie ofercie réz-
nego rodzaju wektoréw, wazne jest dobranie wektora do zadan, jakie w przyszitosci
spetnia¢ ma biblioteka. Przy mapowaniu duzych obszaréw genomu, ogéinym mapo-
waniu fizycznym czy w pracach nad rekonstrukcjg petnej sekwencji genomu prefe-
rowane sa biblioteki duzych fragmentéw. Nalezy jednak pamietaé, ze przy charakte-
ryzacji duzych insertéw, zwykle niezbedne staje sie ich klonowanie w postaci krot-
szych fragmentéw, a zatem przejScie na poziom wektoréw plazmidowych. Dlatego
w pracach nad pozyskiwaniem nowych markeréw EST, STS, SSR czy mapowaniem
indywidualnych gendéw bardziej przydatne sa biblioteki mniejszych insertéw. Roz-
patrzenie zalet i wad réznych systeméw klonowania pozwala na dostosowanie bi-
blioteki do potrzeb, a takze moze usprawni¢ i obnizy¢ koszty uzyskania wyniku.
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Szerokie programy mapowania fizycznego calych genomoéw przy uzyciu biblio-
tek duzych fragmentow DNA staly sie w ostatnim czasie gtéwnym nurtem badan
z zakresu genomiki wielu gatunkéw roslin i zwierzat. Mapy fizyczne tworza bowiem
niezbedna podstawe do sekwencjonowania catych genomow i efektywnego klono-
wania pozycyjnego genow. Stad bierze sie, przedstawiony w zarysie, szybki postep
w dziedzinie udoskonalania wektoréw i procedur operowania bibliotekami geno-
mowymi.
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