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1. Wprowadzenie

Stosowanymi w biotechnologii wektorami sa roz-
nego rodzaju nosniki DNA, ktore wykorzystuje sig
w celu klonowania genéw i ich wprowadzania do ko-
morek drobnoustrojow gospodarzy [24]. Jezeli udatoby
si¢ wprowadzi¢ do komoérki dowolnego organizmu
niczym niechroniony fragment DNA, to wkrotce
zostatby on strawiony do pojedynczych nukleotydow.
Natomiast wektory pozwalaja nie tylko na wprowa-
dzenie fragmentu DNA, ale maja rowniez zdolno$¢
do autonomicznej replikacji w danym typie komorek
i dzigki temu zapewniaja powielanie wprowadzonego
fragmentu DNA oraz umozliwiaja ekspresje gendw
w nim zawartych [48].

Do czasow opracowania metod inzynierii gene-
tycznej pewne manipulacje polegajace na wyodrgb-
nianiu gendw i ich przenoszeniu z jednej komorki do
drugiej miaty bardzo ograniczony zasi¢g. Ekspery-
menty wykonywano jedynie na bakteriach, wykorzys-

tujac bakteriofagi i metodg transdukcji. Dopiero wpro-
wadzenie metody rekombinacji i klonowania DNA
pozwolito na przenoszenie materiatu genetycznego na
wigksza skale. Gtowne etapy takiego dos§wiadczenia,
przedstawiono na rys. 1.

Polegaja one na wyizolowaniu fragmentu DNA,
ktory ma zosta¢ sklonowany, pofragmentowaniu DNA
przy uzyciu enzymdw restrykcyjnych, potaczeniu frag-
mentow DNA z wektorem za pomoca ligazy i wprowa-
dzaniu czasteczek rekombinowanego DNA do komorek,
w ktérych ulegaja one powieleniu [48]. Nastgpnie
przeprowadza si¢ selekcje klonéw komoérek zawiera-
jacych zrekombinowany DNA, aby mozna praktycz-
nie wykorzystywaé w ten sposob otrzymane klony. Do
klonowania stosuje si¢ gtownie dwa rodzaje wek-
toréw: plazmidowe (pochodzenia bakteryjnego) i po-
chodzenia wirusowego. W tej pracy skoncentrowano
si¢ gtdéwnie na wektorach pochodzenia bakteryjnego.

We wspoélczesnej biotechnologii rekombinowane
szczepy drobnoustrojow wykorzystywane sa bardzo
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Rys. 1. Ogolny schemat klonowania

Wektor zawiera miejsce inicjacji replikacji (ori), marker selekcyjny (np. gen opornos$ci na antybiotyk) oraz miejsce MCS (multiple cloning site), ktore

jest sekwencja DNA zawierajaca wiele miejsc rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne. Zarowno wektor oraz klonowany fragment DNA trawione

sa odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi (symbol nozyczek na rysunku), ktore pozostawiaja kompatybilne konce. Nastgpnie przeprowadzana
jest ligacja obu fragmentow.

czgsto jako narzgdzia produkcyjne. Znajduja one za-
stosowania w laboratoriach gdzie moga by¢ uzywane
w celu poznawania funkcji genow lub biatek réznych
organizmow. W medycynie szczegdlnie waznym osiag-
nigciem jest wykorzystywanie szczepoéw rekombino-
wanych do biosyntezy biatek lub hormonow ludzkich,
ktore maja duze znaczenie terapeutyczne. Coraz czgs$-
ciej styszy sig tez o wykorzystywaniu technik rekombi-
nacji DNA do otrzymywania rekombinowanych szcze-
pionek, ktore stosuje si¢ do szczepien ochronnych
ludzi i zwierzat [24].

Aby wektor byt uzyteczny, powinien spetnic kilka
podstawowych warunkéw. Musi by¢ zdolny do auto-
nomicznej replikacji w swoistym gospodarzu i posia-
da¢ miejsca restrykcyjne umozliwiajace odpowiednie
wstawienie fragmentu DNA. Wektor powinien rowniez
nie$¢ gen markerowy pozwalajacy na selekcje, czyli od-
roéznienie komodrek gospodarza, ktore pobraly zrekom-
binowany wektor, od tych, ktére go nie pobraty [20].

Obecnie dysponujemy duza gama wektorow o roz-
nych cechach, takich jak zakres gospodarza, wielko$¢
fragmentu DNA (ktéry moze by¢ niesiony przez wek-
tor), liczba kopii plazmidu, miejsca rozpoznawane
przez enzymy restrykcyjne, ilos¢ i typ gendw marke-
rowych [20]. Ze wzgledu na rodzaj gospodarza mozna
podzieli¢ wektory migdzy innymi na bakteryjne, grzy-
bowe, komorek ssakow, komorek roslinnych, komorek
owadzich [24]. Wektory mozemy tez opisywaé ze
wzgledu na funkcje, jaka spetniaja w komoérkach go-
spodarza, na przyklad wektory ogdlnego stosowania
do klonowania genéw (np. pBR322, pUC), wektory
utatwiajace sklonowanie produktow reakcji PCR
— lancuchowa reakcja polimerazy; polymerase chain
reaction (np. pDrive, TOPO wektory), wektory ekspre-
syjne do efektywnej syntezy biatka (np. seria pGEM),
wektory umozliwiajace produkcje biatek ludzkich (np.
zawierajace gen insuliny).

W niniejszej pracy przedstawiono podstawowe
wlasciwosci wektorow bakteryjnych oraz mozliwosci,

jakie daje ich zastosowanie. Opisano zarowno wektory
klasyczne, ktore jako pierwsze stosowane byty w bio-
technologii, jak i najnowsze wektory znajdujace obec-
nie zastosowanie w réznych dziedzinach. Wymienione
sa rowniez cechy, jakie powinien spetnia¢ wektor eks-
presyjny oraz pokroétce przedstawiono wykorzystanie
wektorow bakteryjnych niosacych geny reporterowe,
umozliwiajace prosta obserwacje ekspresji innych ge-
now w komorce.

2. Zastosowania wektoréw bakteryjnych

2.1. Wektory jako podstawowe narzedzie
do klonowania

Podstawowym zastosowaniem wektorow bakteryj-
nych jest uzycie ich jako narzgdzi do klonowania. Po-
myst takiego zastosowania powstal wkrotce po tym jak
odkryto istnienie biatek przecinajacych DNA w specy-
ficznych miejscach nazywanych enzymami restrykcy;j-
nymi. Enzymy restrykcyjne rozcinaja dtugie czasteczki
DNA na specyficzne fragmenty, ktérymi mozna tatwo
manipulowa¢. Drugim niezbgdnym narze¢dziem w la-
boratorium biologicznym sa ligazy, czyli enzymy po-
zwalajace na laczenie fragmentéw nici DNA. Ligazy
katalizuja tworzenie wiazan fosfodiestrowych w obsza-
rach zerwania nici DNA przy wykorzystaniu energii
ATP lub NAD". Zastosowanie enzymow restrykcyjnych
oraz ligaz DNA umozliwia wycinanie fragmentow
DNA, a nastepnie ich ligacj¢ z DNA no$nikowym, czyli
wektorem oraz pdzniejszy transfer tak zrekombinowa-
nego DNA do komorek bakteryjnych, gdzie mozna
tworzy¢ ich setki tysiecy kopii, klonow. To z kolei
umozliwia izolacjg sklonowanych fragmentow DNA
na duza skalg. Duze ilosci specyficznych sekwencji
DNA moga by¢ nastepnie wykorzystywane do réznych
celéw — izolacji genodw, analizy ich organizacji i eks-
presji, odczytania sekwencji nukleotydowej [2].
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Mozliwos¢ wyizolowania i sklonowania specyficz-
nych fragmentow DNA otworzyla nowy rozdziat
w medycynie genetycznej, biologii molekularne;j i ko-
morkowej oraz w biochemii. Sklonowanie wybranego
fragmentu DNA umozliwilo szukanie mutacji i poli-
morfizméw zwiazanych z dana choroba, identyfiko-
wanie ekspresji genow w wybranych tkankach oraz
warunkow ekspresji genéw [28]. Z biegiem czasu
stworzono bardzo wiele wektoréw stuzacych do klono-
wania, ktore staja si¢ coraz bardziej wyspecjalizowane,
sa zdolne do przenoszenia coraz wigkszych fragmen-
tow DNA 1 umozliwiaja przeprowadzanie skompliko-
wanych badan [20].

2.1.1. Klasyczne wektory

Wektor pBR322. Jednym z pierwszych najlepiej po-
znanych i czgsto wykorzystywanych wektorow bak-
teryjnych byl plazmid pBR322 (rys. 2). Jest to maty
plazmid (4366 pz), ktory zostat skonstruowany przez
Bolivara i Rodrigueza w 1976 roku. Mozna
do niego wstawia¢ fragmenty DNA do 10 kpz [10].
Zawiera on miejsce inicjacji replikacji origin of repli-
cation pozwalajace na replikacje w jedynym gospoda-
rzu — Escherichia coli. pBR322 jest stabilnym plazmi-
dem, normalnie wystgpujacym w ilosci 20-30 kopii
na komoérke (po dodaniu do podioza chloramfenikolu
liczba kopii moze wzrosna¢ nawet do 1000-3000).
Zawiera dwa geny oporno$ci: na ampicyling (w obrg-
bie genu B-laktamazy) i tetracykling. W obrgbie genu
tetracykliny znajduja si¢ miejsca restrykcyjne BamHI,
Hindlll, i Sall, natomiast w obrebie genu opornosci
na ampicyling miejsce restrykcyjne Pstl. Oprocz tego
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Rys. 2. Mapa plazmidu pBR322
Zaznaczono: rep — replikon pozwalajacy na replikacj¢ plamidu (z plaz-
midu pMB1), rop — fragment kodujacy biatko Rop, amp — gen B-lakta-
mazy niosacy oporno$¢ na ampicyling, fet — gen opornosci na tetracykling.

plazmid pBR322 zawiera tez miejsce restrykcyjne
EcoRl, poza rejonem kodujacego DNA [10].

Plazmid pBR322 stat si¢ prekursorem wielu now-
szych, coraz bardziej doskonalszych wektoréw. Udo-
skonalone zostaty migdzy innymi metody selekcji klo-
néw zawierajacych zrekombinowany DNA, dodano
nowe miejsca umozliwiajace klonowanie (MCS — mul-
tiple cloning site), zwigkszono liczbg kopii plazmidow
w komorce oraz skonstruowano wektory wielofunk-
cyjne, stuzace do szczegdtowej analizy genow [21].

Wektor pUC. Przykladami takich ulepszonych plaz-
midow sg plazmidy pUC18 i pUC19. Wektory te roz-
nig si¢ od siebie jedynie odwrotna orientacja poli-
linkera w genie lacZ [24]. Zostaly one skonstruowane
na Uniwersytecie w Kalifornii przez naukowcow
Messinga i Vieira. Przy ich konstrukeji opar-
to si¢ o plazmid pBR322 i maja one 40% wspdlnego
z nim DNA. Sa to mate plazmidy o wielko$ci 2686 pz,
niosace gen opornosci na ampicyling oraz N-koncowy
fragment genu lacZ. Miejsce inicjacji replikacji w plaz-
midach pUC pochodzi, tak jak w przypadku plazmidu
pBR322, z plazmidu pMB1 (rep pMB1). W plazmidach
pUC obecna jest jednak pojedyncza mutacja punkto-
wa w miejscu inicjacji replikacji oraz brak jest genu
rop. To powoduje, ze plazmidy pUC wystepuja w wigk-
szej liczbie kopii na komorke (do 500 kopii) niz plaz-
mid pBR322. Ich zaleta w stosunku do pBR322 jest
réwniez to, ze zawieraja polilinker, w ktorym znajduja
sie sekwencje rozpoznawane przez wiele enzymow re-
strykcyjnych [20]. Kolejna zaleta tych plazmidow jest
prostszy sposob selekcji komorek zawierajacych zre-
kombinowane DNA. Kolonie komorek zawierajacych
plazmid pUC z dodatkowo wstawionym DNA beda
mialy bowiem inny kolor, od tych ktore zawieraja
sam, niezmieniony plazmid pUC (selekcja na biato-
niebieskie kolonie). Bezposrednia selekcja pozytyw-
nych rekombinantéw jest mozliwa dzigki zjawisku
a-komplementacji. W tego typu doswiadczeniach sto-
suje si¢ szczepy bakteryjne, posiadajace pojedyncza
delecje w genie lacZ (mutacja we fragmencie lacZa)
kodowanym na chromosomie bakteryjnym. Takie
szczepy (np. DH5a) produkuja jedynie defektywna
formg enzymu B-galaktozydazy. Stosujac plazmidy
zawierajace fragment tego genu (lacZa) nastepuje
komplementacja mutacji na chromosomie, powstaje
aktywna forma [3-galaktozydazy z podjednostki LacZQ
kodowanej na chromosomie oraz LacZa kodowanej na
plazmidzie. Aby zaobserwowanie tego zjawiska byto
mozliwe, komdrki wysiewa si¢ na podloze zawierajace
induktor IPTG (izopropylo-p-tiogalaktopiranozyd)
umozliwiajacy transkrypcj¢ genu lacZ, oraz chromo-
genny substrat dla B-galaktozydazy — zwiazek X-Gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolylo-f-D-galaktopiranozyd).
Kolonie komoérek zawierajace plazmid z nieprzerwanym
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Rys. 3. Mapa plazmidu pDrive firmy Qiagen

Zaznaczono geny: kan — opornosci na kanamycyng, amp — gen lacZ’

niosacy oporno$¢ na ampicyling, miejsce inicjacji replikacji oraz promo-

tory T7 1 SP6. Na rysunku zaznaczono rdwniez miejsce do klonowania,

ktore jest przerwane, a jego sekwencja na koncu 3’ zawiera uracyl (U),

co pozwala na bezposrednie uzycie produktow reakcji PCR (reakcja
PCR z polimeraza Taq) do ligacji z wektorem.

fragmentem genu lacZ (lacZe) sa zdolne do komple-
mentacji i wytwarzaja [3-galaktozydazg, ktora powo-
duje rozszczepienie X-gal, przez co na podlozu selek-
cyjnym komorki beda zabarwione na niebiesko. Wsta-
wienie fragmentu DNA w miejsce MCS powoduje
przerwanie genu lacZo, komorki na podtozu selek-
cyjnym bgda wowczas biate, poniewaz nie powstanie
funkcjonalna B-galaktozydaza. Natomiast gen opor-
no$ci na ampicyling jest markerem pozwalajacym na
fatwa selekcjg bakterii zawierajacych zaréwno plazmid
zrekombinowany jak i niezrekombinowany [24, 32].

2.1.2. Wektory komercyjne, nowe strategie

Obecnie wektory do klonowania czgsto tworzone
sa w laboratoriach r6znych firm komercyjnych. Sa to
wektory skonstruowane tak by w maksymalnym stop-
niu ulatwié 1 przyspieszy¢ pracg w laboratorium, sa
tworzone do konkretnych zastosowan, jak na przyktad
wektory do szybkiego klonowania produktow reakcji
PCR. Przyktadami takich wektoréw analizowanymi
w pracy sa wektory pDrive, pPGEM T i pGEM T easy
oraz wektory z topoizomeraza.

Wektor pDrive. Wektor pDrive (rys. 3) pozwala na
szybkie wykorzystanie produktéw reakcji PCR. Fakt,
ze na koncach niektorych produktéw reakceji PCR pozo-
stawiona jest adenozyna, pozwolil na skonstruowanie
wektora, ktory z wysoka specyficznoscia hybrydyzuje
z produktami PCR. Do reakcji PCR konieczne jest
wowczas zastosowanie odpowiedniej polimerazy, ktora
na koncach nowosyntetyzowanych nici dotacza dodat-
kowa zasad¢ — adenozyng. Polimeraza, ktdra spetnia ten

warunek jest polimeraza Taq, wyizolowana z bakterii
Thermus aquaticus [29]. Nie mozna stosowac natomiast
polimeraz takich jak np. polimeraza Pfu z Pyrococcus
Sfuriosus, ktora nie dodaje dodatkowej adenozyny.

Wektor pDrive ma formg liniowa i na jego koncach
wystepuje uracyl komplementarny do adenozyny znaj-
dujacej si¢ na zewnetrznych fragmentach produktéw
po reakcji PCR z wykorzystaniem polimerazy Taq.
Konstrukcja wektora znacznie upraszcza procedure
klonowania, poniewaz wektor pDrive jest juz przy-
gotowany do bezposredniego zastosowania w reakcji
ligacji z produktem reakcji PCR. Wektor pDrive nie-
sie gen opornosci na kanamycyng i ampicyling. Prosta
selekcje umozliwia gen lacZ’ (selekcja na biato-nie-
bieskie kolonie) [57].

Wektory pGEM T i pGEM T easy. Wektory pGEM T
(rys. 4) i pGEM T easy sa wektorami o zastosowaniu
podobnym do zastosowania wektorow pDrive. Sa row-
niez narz¢dziami utatwiajacymi pracg przy klonowa-
niu produktow reakcji PCR. Oba wektory wystepuja
w formie zlinearyzowanej, a na swoich koncach maja
dotaczona tyming, ktora poprawia wydajnos¢ ligacji
produktu PCR z wektorem.

W ten sposob zapobiega si¢ recyrkulizacji wektora
i zapewnia kompatybilne sekwencje dla produktu PCR
namnozonego odpowiednimi, termostabilnymi poli-
merazami, ktére na koncach 3° produktu PCR dodaja
pojedyncza adening. Wektory te wystepuja w komorce
w duzej liczbie kopii [56].

Wektory TOPO. Kolejnym wektorem utatwiajacym
prace w laboratorium jest migdzy innymi wektor za-
wierajacy enzym topoizomerazg | (produkowany jest

T? promotor
Apal
Salll

f e
L £ Bt

amp 7 el
A

-
niGFRA-T rT e Bt
=L |
2
gall
rdel
Sad
S|
ks

ori
SPE pramator

-

Rys. 4. Mapa wektora pGEM T firmy Promega
Zaznaczono geny: amp — opornosci na ampicyling, origin replikacji, lacZ
oraz promotory T7 i SP6. Zaznaczono rowniez miejsce do klonowania,
ktore jest przerwane, a jego sekwencja na koncu 3’ zawiera tymidyng
(T), co pozwala na szybka ligacj¢ odpowiednich produktow po reakcji

PCR z wektorem.
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Rys. 5. Zastosowanie wektora TOPO TA w procesie klonowania

Wektor TOPO TA jest zlinearyzowany, a na obu koncach do reszty 3’ fosforanowej (oznaczenie P na rysunku) ma dotaczona topoizomerazg I (TOPO).

Topoizomeraza I rozpoznaje specyficzna sekwencje DNA (miejsca oznaczone *) i pozwala na potaczenie wektora TOPO TA z produktem PCR

o lepkich koncach (A na rysunku oznacza dodatkowa adenozyng), amplifikowanym polimeraza Taq. Po ligacji topoizomeraza I uwalnia DNA,
a wektor TOPO TA zawiera wstawiony produkt PCR.

przez firme Invitrogen pod nazwa TOPO vector).
Wektor ten jest zlinearyzowany, a na obu koncach do
reszty 3 fosforanowej ma dotaczong wiazaniem ko-
walencyjnym topoizomeraze 1. Biologiczng funkcja
topoizomerazy I jest nacinanie oraz ponowne taczenie
DNA podczas procesu replikacji. Topoizomeraza |
wykorzystywana w TOPO wektorach pochodzi z wi-
rusa ospy krowiej vaccina virus. Enzym ten rozpozna-
je sekwencje 5° (C/T)CCTT 3’ i tworzy wiazanie ko-
walencyjne z grupami fosforanowymi dotaczonymi do
3’ tyminy. Nacina jedna z nici DNA, pozwalajac na
rozwinigcie DNA. Nastgpnie enzym religuje konce
rozcigtych nici i uwalnia DNA. Forma liniowa wekto-
réow TOPO pozwala na proste przeprowadzenie ligacji
wektora z kompatybilnymi koncami produktu PCR.

Produkt PCR moze by¢ amplifikowany zaréwno
z uzyciem polimerazy Taq (rys. 5), zostawiajacej lep-
kie konce (dodatkowa adenozyna), jak i polimeraz zo-
stawiajacych tgpe konce (rys. 6).

Ligacja nastgpuje w zaledwie po 5 minutach, w tem-
peraturze pokojowej [53].

Wektory BAC. Wektory zwane BAC (bacterial arti-
ficial chromosomes) czyli sztuczne chromosomy bak-
teryjne sa bakteryjnymi systemami do klonowania,

TR AAMGGG
| ¥TTCCC
e
¥ L
ceeTt I
GGGAN TOPD

‘Wektor Zerg Blunt TOPD

ktorych gldwna zaleta jest mozliwos¢ klonowania na
nich duzych fragmentéw obcego DNA (do 300 kpz).
Znakomicie nadaja si¢ do tworzenia bibliotek genomo-
wych, pozwalaja na zawarcie calego genomu danego
organizmu w stosunkowo niewielkiej liczbie klonow.
Skonstruowane sa one na bazie wektora plazmidowego
F wystgpujacego powszechnie u E. coli. Czynnik F
u E. coli determinuje ple¢ bakterii, jest plazmidem
o wielkos$ci okoto 100 kpz, ktory koduje ponad 60 bia-
ek [48]. Wektor BAC ma wielkos$¢ 7,5 kpz i z gendw,
ktore wystgpowaly pierwotnie na wyjsciowym plaz-
midzie, zawiera migdzy innymi geny pard i parB
odpowiedzialne za replikacjg. Replikacja czynnika F
podlega $cistej kontroli systemow regulujacych E. coli
i w wektorze BAC zapewnia to utrzymywanie jego
niskiej liczby kopii. To pozwala na stabilne utrzy-
mywanie duzych insertow DNA oraz obniza ryzyko
rekombinacji migdzy fragmentami DNA niesionymi
przez wektor. Geny parA i parB sa odpowiedzialne
za prawidlowa segregacj¢ plazmidéow do komorek
potomnych. Uniemozliwiaja one wspotwystepowa-
nie systemow BAC w pojedynczej komorce, co jest
zaleta w porownaniu do wektoréw drozdzowych YAC
(yeast artificial chromosome; sztuczne chromosomy
drozdzowe) [40].

TOPD
ligacja —_
CECTT . N AALLL
—_— SOAUEL PR
Pradukt PCE TTCCC

TOPQ

Rys. 6. Zastosowanie wektora Zero Blunt TOPO w procesie klonowania

Wektor Zero Blunt TOPO jest zlinearyzowany, a na obu koncach do reszty 3’ fosforanowej (oznaczenie P na rysunku) ma dotaczona topoizomerazg
I (TOPO). Topoizomeraza I rozpoznaje specyficzna sekwencje DNA (miejsca oznaczone *) i pozwala na potaczenie wektora Zero Blunt TOPO
z produktem PCR o tgpych koncach. Po ligacji topoizomeraza I uwalnia DNA, a wektor Zero Blunt TOPO zawiera wstawiony produkt PCR.
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2.2. Wektory stuzace do przenoszenia genéw
miedzy organizmami

Waznym zastosowaniem wektorow bakteryjnych
jest wykorzystanie ich do przenoszenia genéw miedzy
réznymi organizmami, rowniez takimi, ktore nie sa ze
soba spokrewnione. Wektory umozliwiajace przenosze-
nie DNA w ten sposob nazywane sa wektorami waha-
dlowymi. Zawieraja one systemy replikacyjne pozwa-
lajace im na replikacjg¢ w dwdch réznych organizmach.
W ten sposob mozna je przenosi¢ migdzy tymi organi-
zmami bez potrzeby jakiejkolwiek modyfikacji wek-
tora. Jako przyktady mozna wymieni¢ migdzy innymi
wektory majace zdolnos¢ replikacji w E. coli i Bacillus
subtilis, w E. coli i drozdzach, w E. coli i komoérkach
ssakow oraz wiele innych [25]. Najwazniejszymi cecha-
mi wektorow stuzacych do przenoszenia genow mig-
dzy organizmami jest oprocz posiadania miejsca inicja-
cji replikacji dla obu gospodarzy, posiadanie markeréw
selekcyjnych, dzigki ktorym mozna przeprowadzic¢ se-
lekcjg zarowno w jednym jak i w drugim gospodarzu.

Aby osiagna¢ stabilne utrzymywanie si¢ i ekspre-
sj¢ genow w danym organizmie badz tkance stworzono
wektory integracyjne. Wystgpuja one w bardzo niskie;j
liczbie kopii (na ogoét jedna kopia) na komorke [25].
Wektory te zawieraja sekwencje rekombinacyjne, ho-
mologiczne do sekwencji w chromosomie gospodarza,
ktére umozliwiaja integracj¢ w odpowiednim miejscu
w chromosomie.

2.2.1. Transport genéw do komorek eukariotycznych

Czgsto zachodzi potrzeba wykorzystania wektorow
nie tylko w celu ekspresji gendéw w réznych komor-
kach bakteryjnych, lecz réwniez w komoérkach euka-
riotycznych. Wektory bakteryjne na przyktad w postaci
plazmidu sa wtedy nosnikami fragmentu DNA, ktory
ma zosta¢ umieszczony w komorce eukariotyczne;j.
Istnieje jednak réwniez potrzeba uzycia kolejnego
wektora, ktory pozwoli na dostarczenie plazmidu do
komorki. W tym celu wykorzystywane sa zazwyczaj
komorki bakteryjne takie jak Listeria monocytogenes
lub E. coli z wklonowanymi genami pochodzacymi od
bakterii z rodzaju Listeria lub Yersinia. Dzigki takim
systemom mozna dostarczy¢ do komorek eukariotycz-
nych biatka [14] lub DNA [11], ktére moga roéwniez
peti¢ funkcje indukowania odpowiedzi immunolo-
gicznej organizmu (szczepionki nowej generacji) [8].

Dietrich i wsp. [7] przedstawiaja wykorzysta-
nie atenuownego szczepu bakterii L. monocytogenes
w celu dostarczenia przez wektor bakteryjny genu ko-
dujacego antygen do cytozolu makrofagéow. Gen lizyny
faga L. monocytogenes znajduje si¢ pod kontrola pro-
motora genu actA, dzigki czemu po wniknigciu do cy-
tozolu makrofagéw komorki bakteryjne sa lizowane.

Umozliwia to uwolnienie plazmidow — wektoréw eks-
presyjnych, ktore znajdowaly si¢ w cytoplazmie ko-
morek L. monocytogenes. Plazmidy ulegaja ekspresji
w jadrze makrofagéw, a jest to mozliwe, poniewaz
zawieraja eukariotyczne promotory. W ten sposob
uzyskano efektywna ekspresj¢ wklonowanych genow
reporterowych oraz prezentacj¢ antygenu.

Podobne zastosowania sa opisane w pracy
Spreng’a i wsp. [41], gdzie prezentowane sa dwa
systemy pozwalajace na dostarczenie rekombinowa-
nych biatek lub DNA do komorek eukariotycznych.
Jeden z nich wykorzystuje atenuowane szczepy bak-
terii gramujemnych, ktére umozliwiaja sekrecje hete-
rologicznych antygenow przez system sekrecji — hemo-
lizyny z E. coli. Drugi system opiera si¢ na opisanym
powyzej wykorzystaniu bakterii L. monocytogenes
pozwalajacym na dostarczenie wektora ekspresyjnego
do cytoplazmy komorek prezentujacych antygen, takich
jak makrofagi.

Ciekawym przyktadem wykorzystania metody in-
zynierii genetycznej jest indukowanie komorkowej
odpowiedzi immunologicznej] w komodrkach ssakow
lub projektowanie szczepionek przeciw patogenom
wewnatrzkomoérkowym. Higgins 1 wsp. [14] opi-
suja wykorzystanie bakterii E. coli produkujacej cyto-
plazmatyczne, zrekombinowane biatko listeriolizyny,
ktore pozwala na dostarczenie innych bialek do cyto-
zolu makrofagdéw w komorkach ssakow. Przy uzyciu
takiego systemu mozna dostarczy¢ do cytozolu dowol-
ne biatko, ktore moze by¢ nastgpnie wytwarzane przez
E. coli, bez potrzeby uprzedniego jego oczyszczania.

2.3. Wektory ekspresyjne

Wektory bakteryjne moga by¢ wykorzystywane
jako narzedzie do produkcji biatek oraz ich ewentual-
nego pozniejszego oczyszczania (wektory ekspresyjne),
jak 1 do analizy lokalizacji biatek w komodrce — wektory
zawierajace geny reporterowe, np. gen kodujacy zie-
lone biatko fluorescencyjne GFP (green fluorescent
protein), ktére beda opisane w kolejnym rozdziale.
W réznego rodzaju badaniach nad biatkami wektory
ekspresyjne moga by¢ wykorzystywane do produkcji
biatek do celéw poznawczych takich jak analizy funk-
cjonalne i strukturalne, lub aplikacyjnych — terapia
i profilaktyka chorob organicznych i zakaznych.
Umozliwiaja one nadprodukcje biatek, ktore na ogot
w organizmach zywych wystepuja w ilo$ci niewystar-
czajacej by umozliwi¢ ich izolacj¢ na duza skalg [42].

2.3.1. Nadprodukcja bialek
Do nadprodukeji okreslonego biatka niezbgdne sa

trzy elementy — dobrany gospodarz, ktérym na ogot
jest organizm modelowy E. coli, wlasciwy wektor oraz
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odpowiednio namnozony gen badz fragment genu, ko-
dujacy oczyszczane biatko [42]. Wlasciwy gospodarz
wraz z wektorem, ktory w nim poprawnie funkcjonuje
stanowig razem system ekspresyjny [39].

Przy tworzeniu systemu ekspresyjnego nie bez zna-
czenia jest wybor odpowiedniego gospodarza, ktory
powinien spelnia¢ pewne kryteria. Pozadane jest, aby
byt zdolny do szybkiego wzrostu na tanich substra-
tach, jego genom powinien by¢ dobrze scharakteryzo-
wany, a uzywany szczep nie powinien by¢ patogenny.
Najczesciej stosowanymi sg systemy ekspresyjne,
w ktorych gospodarzem jest E. coli. Jest to modelowy
organizm, dla ktérego metody hodowli sa dobrze opra-
cowane, a jego genom jest scharakteryzowany o wiele
lepiej niz innych mikroorganizméw [1]. Gospodarz
musi by¢ odpowiednio dobrany w stosunku do genu
biatka, tak by byt on efektywnie eksprymowany. Waz-
ne jest migdzy innymi, aby nie wystgpowaty znaczne
réznice w czgstotliwosci wystgpowania poszczegdlnych
kodonow gospodarza w stosunku do genu biatka,
mRNA powinno by¢ stabilne, translacja mRNA po-
winna przebiega¢ efektywnie [26]. Gospodarz musi
umozliwia¢ poprawne przeprowadzanie procesOw
takich jak modyfikacje posttranslacyjne biatek, fatdo-
wanie biatek, sekrecj¢ bialek do podtoza. Powstajace
w duzej iloéci biatko nie powinno by¢ rowniez tok-
syczne w stosunku do gospodarza [26]. Mimo ze
E. coli posiada bardzo wiele zalet, niejednokrotnie
konieczne jest uzycie organizmu innego gatunku jako
gospodarza. W przypadku, gdy nie mozemy jako go-
spodarza wykorzysta¢ szczepu E. coli alternatywa
moga by¢ bakterie z rodzaju Bacillus, Streptomyces,
czy gatunki Lactococcus lactis, Corynebacterium glu-
tamicum. Ze wzgledu na pewne modyfikacje posttran-
slacyjne zdarza si¢, ze niezbgdnym jest zastosowanie
gospodarzy innych niz bakteryjne (np. grzyby z typu
workowcow lub grzyby strzgpkowe, komorki owa-
dzie, mysie lub ludzkie linie komoérek ssaczych) [42].

2.3.2. Cechy, ktére powinien spelniaé
wektor ekspresyjny

Charakterystyczne wlasciwosci wektoréw ekspre-
syjnych zostaly schematycznie przedstawione na rys. 7.
Kazdy wektor ekspresyjny zawiera sekwencjg¢ promoto-
rowa inicjacji transkrypcji, ktdra jest umieszczona ,,po-
wyzej” miejsca wklonowania obcego fragmentu DNA.

Za miejscem inicjacji transkrypcji znajduje sig
sekwencja nazywana miejscem wigzania rybosomu
(Shine Dalgarno), ponizej ktorej znajduje si¢ miejsce
insercji klonowanego DNA. Na poczatku fragmentu
obcego DNA znajduje si¢ kodon AUG inicjujacy
translacje, a na koncu kodon stop, ktory jest terminato-
rem syntezy polipeptydu. Oprocz tych sekwencji wek-
tory posiadaja rowniez miejsce inicjacji replikacji oraz
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Rys. 7. Cechy charakterystyczne wektora ekspresyjnego

gen umozliwiajacy przeprowadzenie selekcji. Szersza
analize poszczegdlnych elementéw wektorow ekspre-
syjnych przedstawiono w dalszej czgSci pracy.

Promotor. W eksperymentach stuzacych nadproduk-
cji bialek glowny cel stanowi otrzymanie duzej ilosci
badanego biatka. W wigkszos$ci przypadkéw wazne
jest by nadprodukowane biatko stanowito 10-30%
wszystkich bialek w komoérce. W zwiazku z tym za-
stosowany promotor powinien by¢ silny, ale jednoczes-
nie powinien wykazywac minimalna ekspresj¢ podsta-
wowa [26]. Oprocz tego optymalng sytuacja jest gdy
indukcja promotora jest prosta i mozliwa przy uzyciu
tanich substratow, ktore nie sa stosowane w standar-
dowych podtozach [13].

Znaczniki. Znaczniki, ktore sa dotaczane do rekom-
binowanych biatek maja na celu utatwienie ich oczysz-
czania, detekcji, lub zwigkszenia rozpuszczalnos$ci.
Znacznikiem moze by¢ krotki peptyd, domena, badz
cate bialko. Znacznik powinien wykazywa¢ duze po-
winowactwo do ztoza, na ktérym bedzie oczyszczane
biatko, pozwala¢ na elucj¢ substancjami niskoczastecz-
kowymi, mie¢ niewielki wptyw na aktywnos¢ i struk-
ture trzeciorzedowa biatka, jak i tatwa wykrywalnos¢
[45]. Waznymi cechami znacznikdw jest rowniez moz-
liwos¢ ich jednoetapowej adsorpcji na ztozu, tatwe
i specyficzne usunigcie ich w celu otrzymania natyw-
nego biatka oraz mozliwo$¢ zastosowania do réznych
biatek. Jednak kazdy ze znacznikéw w czasie oczysz-
czania wymaga specyficznych warunkow, ktore moga
wplywaé na wiasciwosci biatka. Z tego powodu ist-
nieja rdzne strategie uzywane przy produkcji biatek
na duza skalg. Jedna z nich jest uzywanie matych
znacznikow, ktore nie powinny wpltywaé na oczysz-
czane biatko, takich jak: poly-Arg, FLAG-, poli-his,
S-tag. W niektorych wypadkach mate znaczniki nie
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Tabela I
Cechy charakterystyczne niektorych najczesciej uzywanych znacznikow [wg 43, 45, 32]

Znacznik Opis 1 whasciwosci

Poly-Arg | znacznik poliargininowy, sktada sig z pigciu do szesciu arginin, oczyszczany na zlozu kationowymiennym
SP-Sephadex, moze wplywac na strukture trzeciorzedowa biatka

Poly-His | znacznik polihistydynowy, oczyszczany na ztozu niklowym Ni**-NTA, lub Co?**-CMA, umozliwia oczyszczanie
w warunkach natywnych i denaturujacych, elucja zachodzi w tagodnych warunkach, ztoze jest tanie, specyficznos¢
IMAC jest mniejsza niz innych metod chromatografii powinowactwa, nie zwigksza rozpuszczalno$ci biatka

FLAG znacznik wykorzystujacy krotki, hydrofilowy o$mioaminokwasowy peptyd, wiaze si¢ do przeciwciala M1, moze
by¢ przytaczony do biatka na C- lub N-koncu, moze by¢ uzywany w réznego typu komorkach, ma wysoka specy-
ficzno$¢, oczyszczanie zachodzi w warunkach niedenaturujacych, ztoze jest drogie

Strep-tag | znacznik sktadajacy si¢ z nonapeptydu, wiaze si¢ do streptawidyny, ma wysoka specyficznosé, eluowany w tagod-
nych warunkach, stosowane ztoze jest drogie

S-tag 15-aminokwasowy fragment rybonukleazy A, ma wysoka specyficzno$¢, pozwala na proste wykrycie ilosci rekom-
binowanego biatka mniejszych niz 1 fmol, elucja nastgpuje w surowych warunkach, ztoze jest drogie, znacznik nie
zwigksza rozpuszczalnos$ci biatka

muszg by¢ usuwane z biatka. Czasem lepsza strategia
jest uzycie duzych peptydow lub biatek jako znaczni-
kéw. Zaleta tego typu znacznikéw jest nadawanie
przez nie biatku rozpuszczalno$ci, wada natomiast, ze
w wigkszosci przypadkéw musza by¢ z produkowa-
nego biatka usunigte [44].

Niestety nie istnieja znaczniki idealne, ktore spetnia-
lyby wszystkie pozadane kryteria. Niekiedy optymal-
nym rozwiazaniem jest wigc stosowanie jednocze$nie
dwoch lub wigcej znacznikow [47]. W zwiazku z za-
potrzebowaniem na réznego rodzaju znaczniki praco-
wano nad ich konstrukcja juz w latach 80 i 90. Biorac
pod uwagg tak duza ilo$¢ kryteriow, ktore powinny
by¢ spetnione przez dobry znacznik nie jest zaskocze-
niem fakt, ze nadal istnieje potrzeba konstruowania
nowych, coraz lepiej nadajacych si¢ do konkretnych
doswiadczen znacznikow [45]. Znaczniki, ktore sa
najczesciej stosowane zaprezentowano w tabeli 1.

Terminatory procesu transkrypcji oraz translacji.
W wektorach ekspresyjnych terminator transkrypcji
umieszcza si¢ na ogo6t ponizej eksprymowanego genu
(co zwigksza stabilno$¢ plazmidu zapobiegajac trans-
krypcji przez miejsce startu replikacji) [38] oraz po-
wyzej (aby zminimalizowa¢ ekspresje podstawowa)
[13]. W organizmach prokariotycznych terminacja
transkrypcji moze by¢ powodowana przez dwa mecha-
nizmy: Rho-zalezny badz Rho-niezalezny. W mecha-
nizmie Rho-zaleznym terminacja tranksrypcji zalezy od
heksamerycznego biatka Rho powodujacego uwolnie-
nie powstajacego mRNA z matrycy [26]. Terminatory
Rho-niezalezne skladaja si¢ natomiast z odwrdconych
sekwencji nukleotydowych, po ktorych nastepuje ciag
nukleotydow adenylowych. Po przej$ciu polimerazy
RNA przez sekwencje odwroconych powtdrzen mRNA
tworzy strukturg szpilki do wloséw, co powoduje za-
trzymanie si¢ enzymu. Ciag nukleotydow urydynylo-

wych znajdujacy si¢ za sekwencja odwroconych po-
wtorzen stabo oddziatuje z nukleotydami adenylowymi
na nici matrycowej, przez co polimeraza oddysocjo-
wuje. W wektorach ekspresyjnych wykorzystuje si¢
terminatory Rho-niezalezne [38]. Najwicksze efekty
terminacji translacji uzyskuje si¢ stosujac przedtuzony
kodon stop UAAU lub kilka kolejnych kodonéw stop
umieszczonych jeden za drugim [35].

Markery selekecyjne. Najczgsciej w wektorach eks-
presyjnych stosowane sa jako markery selekcyjne
geny warunkujace oporno$¢ na antybiotyki (np. ampi-
cyling, kanamycyng, chloramfenikol, tetracykling).
Alternatywnymi strategiami moga by¢ migdzy innymi
systemy trucizna-antidotum (np. system hok/sok z plaz-
midu R1), ktore zapewniaja stabilny rozdzial plazmi-
dow miedzy komdrkami potomnymi [42].

2.3.3. Przyklady wektoréw ekspresyjnych

Plazmid pUB110. Wektor pUB oraz jego pochodne sa
plazmidami pochodzacymi z bakterii Staphylococcus
aureus przystosowanymi do wykorzystania w pracach
z B. subtilis. Ze wzgledu na mozliwos$¢ uzywania tych
wektoréw przy pracy z B. subtilis maja one wiele zalet.
Moga by¢ uzywane do analizy procesu sporulacji, kiet-
kowania przetrwalnikow i transformacji. RoOwnocze$nie
wektory te daja mozliwos$¢ porownywania systemu eks-
presji genow z B. subtilis w stosunku do E. coli. Zaleta
uzycia B. subtilis jest tez fakt, ze bakteria ta jest nie-
patogenna oraz nie wystepuje w naturalnej mikro-
florze cztowieka [12]. Ponadto B. subtilis jest bakteria
dos¢ dobrze poznang, ktéra nie posiada zewngtrznej
btony, co upraszcza sekrecje i oczyszczanie produ-
kowanego biatka [9]. Poza tym szczepy Bacillus sa
czgsto uzywane do produkcji antybiotykow, enzymow,
insektycydow, jak i w procesach fermentacji.
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Zaznaczono: ori — miejsce inicjacji replikacji, f1 origin, promotor T7, gen lacl, amp — gen oporno$ci na ampicyling, kan — gen opornosci na kanamycyng.

A: wektory pET-3a-d, pET-12a-c, pET-14b, pET-17b, pET-17xb

B: wektory pET-21(+), pET-21a-d(+), pET-22b(+), pET-25b(+), pET-31b(+), pET-32a-c(+), pET-32 Ek/LIC, pET-32 Xa/LIC, pET-43.1a-c(+)
C: wektory pET-24+, pET-24a-d(+), pET-26b(+), pET-27b(+), pET-28a-c(+), pET-29a-c(+), pET-30a-c(+), pET-30 LIC, pET-33b(+), pET-34b(+),
pET-35b(+), pET-36b(+), pET-37b(+), pET-38b(+), pET-39b(+), pET-40b(+), pET-41a-c(+), pET-42a-c(+)

Wektor pUB110 zawiera geny opornosci na bleo-
mycyng i kanamycng. Jest on stabilny w komoérkach
B. subtilis, wystepuje w liczbie kopii okoto 50 na
chromosom [19]. Gryczan iwsp.[12] wykazali, ze
jest on utrzymywany w komorkach B. subtilis, nawet
przy braku kanamycyny w podtozu. Mozna go izo-
lowa¢ na duza skale, w B. subtilis replikuje si¢ auto-
nomicznie i jest wowczas wysokokopiowy. Ustalono
wiele miejsc restrykcyjnych dla tego plazmidu. pUB110
daje sig tatwo transformowac do komorek gospodarza
1 pozwala na efektywna selekcjg zrekombinowanych
komorek [12].

Problemami pojawiajacymi si¢ w pracy z B. subtilis
jako z organizmem do produkcji bialek sa czgsto: niesta-
bilno$¢ strukturalna zrekombinowanego plazmidu oraz
niestabilno$¢ rekombinowanych biatek wydzielanych
do podtoza. Przyczyna molekularnej niestabilnosci jest
u nich zwiazana ze sposobem replikacji plazmidow
— wedhug modelu toczacego si¢ kota. Powstaje wow-
czas jednoniciowe DNA oraz krétkie sekwencje pow-
torzone (direct repeats), co moze prowadzi¢ do delecji
jednego z dwoch powtdrzen i inwersji fragmentu DNA
umieszczonego migdzy nimi. Ta obserwacja doprowa-
dzita do rozwoju grupy wektorow niosacych kasete
ekspresyjna umieszczona w srodku gendow takich jak
amyE, thrC, lacA, pyrD. W miejscach w chromosomie,
gdzie znajduja si¢ wyzej wymienione geny, wektory te
umozliwiaja stabilna integracj¢ sekwencji DNA [30].

Kolejnym problemem zwigzanym z praca z B. sub-
tilis jest produkcja przez t¢ bakteri¢ pozakomorkowych
proteaz, ktore rozpoznaja i degraduja wigkszos¢ hetero-
logicznych biatek wydzielanych do podtoza [9]. Pro-
blem ten mozna rozwiazaé¢ przez wprowadzanie muta-
¢cji typu null w genach kodujacych proteazy. Zostaty
stworzone szczepy z szescioma lub nawet o$mioma
tego typu mutacjami. Alternatywnym rozwigzaniem
tego problemu byloby zidentyfikowanie i znalezienie
gospodarza, ktory nie wydzielatby proteaz [30].

Wektory pET. Wektory typu pET sa interesujacymi
narzedziami wykorzystywanymi do klonowania i nad-

produkgcji biatek w E. coli. Wszystkie sa pochodnymi
plazmidu pBR322. Sa skonstruowane w oparciu o sys-
tem promotora T7 [43], geny klonowane na tym wek-
torze znajduja si¢ pod kontrola sygnalow transkryp-
cyjnych i translacyjnych pochodzacych z bakteriofaga
T7. Natomiast ekspresja kontrolowana jest przez ope-
ron laktozowy i jej inicjacja nastepuje przez dodanie
IPTG do podtoza.
Istnieje wiele wektorow serii pET (rys. 8), ktore
w zaleznosci od celu wykorzystania, moga r6zni¢ sig
na przyktad sekwencja liderowa, sygnatami ekspresyj-
nymi, miejscami restrykcyjnymi, genami niosacymi
oporno$¢ na antybiotyki oraz znacznikami dodawa-
nymi do biatek. Mozna wyr6zni¢ dwie gtowne grupy
wektorow pET petniacych funkcje wektorow transkryp-
cyjnych lub translacyjnych. Wektory transkrypcyjne
pozwalaja na ekspresje docelowego RNA, ale nie za-
wieraja sygnalow translacyjnych. Sa przydatne w wy-
padku, gdy pozadane jest uzyskanie biatek kodowanych
przez geny, ktore posiadaja wlasne sygnaly transla-
cyjne. Wektory translacyjne natomiast same zawieraja
sygnaty inicjacji translacji. Wektory pET moga umozli-
wiajg r6znego rodzaju zastosowania, migdzy innymi:
— pET-31b(+) wysokowydajna produkcja pepty-
dow i matych biatek
— pEt-32a-c¢ produkcja rozpuszczalnych, aktyw-
nych biatek w E. coli
— pET-33b produkcja docelowych biatek nadaja-
cych sie do wyznakowania P32
— pET-44a-c dodawanie sekwencji NuseTag™
oraz N- i C-terminalnej metki Hise Tag
— pET-45b(+) dodawanie metki histydynowej przy
sekwencji terminalnej biatka [52-54].

Wektory pQE. Wektory typu pQE (rys. 9) stuza do
klonowania i ekspresji genow, sa alternatywa dla wek-
torow typu pET. Umozliwiaja one dodanie do bada-
nych bialek metki histydynowej. Stworzono réwniez
wektory pQE z podwdjna metka zawierajace, oprocz
metki histydynowej w czg¢éci N-terminalnej, Tag*100
w czesci C-terminalnej. Wektory te osiagaja wysoki
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poziom ekspresji w E. coli, a metkowane moze by¢
kazde biatko.

Metka histydynowa umozliwia oczyszczenie bial-
ka na matrycy Ni>*-NTA i jego immobilizacje. Z kolei
metka Tag*100 w czgséci C-terminalnej jest rozpozna-
wana przez przeciwciata monoklonalne, co pozwala na
bardzo specyficzng detekcjg biatka (przy uzyciu anty-
mysich przeciwciat skoniugowanych z IgG) [58].

Zastosowanie wektorow BAC w nadprodukcji bia-
lek. Opracowanie systemow do klonowania BAC mia-
o do$¢ duzy zwiazek z projektem odczytania sekwen-
cji ludzkiego genomu Human Genome Project. Przy
realizacji tego projektu niezbedne byto tworzenie map
fizycznych ludzkich chromosomdw, ktére pozwalaty-
by na izolacje, sekwencjonowanie oraz inne manipu-
lacje na fragmentach DNA. Poczatkowo w odpowie-
dzi na te potrzeby zostaly rozwinigte systemy YAC.
Stwarzaty one jednak pewne problemy w stosowaniu.
Przeszkoda byt réwniez fakt, ze praca z komérkami
drozdzowymi byta bardziej skomplikowana niz z do-
brze poznanym organizmem modelowym jakim jest
E. coli. Wykorzystanie systeméw BAC utatwilo prace
badawcze i pozwolito na klonowanie wigkszych niz
dotychczas fragmentow DNA [40].

Wektory typu BAC odgrywaja wazna rolg przy
produkeji biatek w komoérkach ssakow [3]. Jednym
z punktoéw krytycznych w produkcji rekombinowanych
biatek jest izolacja pojedynczych komorek, ktore po-
zwalaja na ekspresjg¢ genow i otrzymywanie biatka
w duzych iloSciach. Na ogoét stosuje si¢ wektory zawie-
rajace promotor, konkretny gen oraz marker selekcyj-
ny. Jednak metoda ta nie jest wystarczajaco skuteczna,

poniewaz chromatyna otaczajaca miejsce integracjii
istotnie wplywa na ekspresj¢ genow w takim uktadzie
oraz wystepuje tendencja do wyciszania ekspresji [50].
W takiej sytuacji korzystne jest uzycie systemu do klo-
nowania BAC, poniewaz jest on mniej wrazliwy na
stopien upakowania i aktywno$ci chromatyny otacza-
jacej miejsce integracji [3].

2.3.4. Produkcja insuliny

Pierwszym bialkiem z organizmu ssakow produko-
wanym w komorkach bakteryjnych dzigki wykorzys-
taniu techniki rekombinacji DNA byta ludzka insulina
[17, 34]. Ludzka insulina jest bardzo waznym lekiem
dla pacjentéw chorych na cukrzyce. Insulina produko-
wana jest przez komorki B wyspy Langerhansa. Bodz-
cem do jej produkcji jest zwigkszone stezenie glukozy
we krwi (np. po spozyciu positku). Insulina wplywa na
komérki efektorowe — miocyty, adipocyty, hepatocyty,
przez co zwigksza si¢ transport glukozy do wnetrza
komorek i jednoczes$nie obniza poziom glukozy we
krwi. Niedobor insuliny u chorych na cukrzyce powo-
duje zaburzenia gospodarki weglowodanowej. Zasto-
sowanie w leczeniu chorych ludzkiej insuliny ma
znaczng przewage nad stosowaniem insuliny zwierze-
cej (uzyskiwanej od cielat badz $win). Insulina zwie-
rzeca wprawdzie nieznacznie roézni si¢ od insuliny pro-
dukowanej w organizmie ludzkim, ale jej podawanie
moze powodowac¢ u pacjenta produkcje przeciwciat
skierowanych przeciwko insulinie zwierzgcej. W ten
sposob dziatanie takiej insuliny byloby obnizone oraz
mogloby powodowaé stan zapalny. Ludzka insulina
produkowana w bakteriach jest identyczna do tej, ktdra
jest produkowana w organizmie cztowieka. Jest wigc
duzo lepiej tolerowana przez pacjenta.

Prace nad otrzymaniem preparatu ludzkiej insuliny
zostaty podjete juz w 1978 roku przez wspotpracujace
ze soba firmy Eli Lilly i Genentech. Fragmenty DNA
kodujace tancuch A i B insuliny zostaly oddzielnie
wklonowane do plazmidu pBR322 i umieszczone
w fuzji z genem [-galaktozydazy [21]. Pierwszym pre-
paratem zawierajacym ludzka insuling dostepnym dla
pacjentéow byt lek lispro, ktory na rynku ukazat si¢
w 1996 roku. Nadal jednak opracowywane sg leki, ktore
maja coraz lepsze wiasciwosci takie jak wigksza stabil-
no$¢, mniejsza zmienno$¢, tworzone sa analogi o krot-
kim badz dtugim dziataniu. Ma to na celu jak najlepsze
dostosowanie indywidualnej terapii do pacjenta [46].

2.3.5. Produkcja szczepionek nowej generacji

Jednym z nowoczesnych i bardzo waznych zasto-
sowan wektoréw bakteryjnych jest ich wykorzystanie
do produkcji szczepionek nowej generacji. Obecnie
nadal znakomita wigkszo$¢ szczepionek, ktore sa sto-
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sowane zarowno w medycynie jak 1 w weterynarii sta-
nowia szczepionki tradycyjne, skonstruowane w opar-
ciu o wykorzystywanie atenuowanych lub zabitych
mikroorganizméw albo oczyszczonych toksyn bakte-
ryjnych [37]. Konstruowane s one na ogdél poprzez
pasazowanie mikroorganizméw patogennych na pod-
tozach stwarzajacych nieoptymalne warunki wzrostu,
badz przez poddawanie ich mutagenezie chemicz-
nej lub fizycznej. Mutacje powstajace w ten sposob
w genomie sa przypadkowe i zawsze istnieje pewne
ryzyko rewersji szczepu do petnej zjadliwosci. Wyko-
rzystanie metod rekombinacji DNA pozwala na wpro-
wadzanie $cisle zdefiniowanych mutacji, co znacz-
nie zmniejsza szansg rewersji szczepu do typu wiru-
lentnego [33].

Nowe strategie tworzenia szczepionek polegaja na
wykorzystaniu mikrooganizméw zmodyfikowanych
genetycznie, rekombinowanych biatek oraz stosowa-
niu zaréwno wektorow bakteryjnych jak i wiruso-
wych. Dzigki temu staje si¢ mozliwe projektowanie
szczepionek, ktore zapewniaja wyzsza efektywnos$é
oraz bezpieczenstwo dla pacjenta [22], a ponadto
znacznie redukuja koszty [9]. Istotnymi zaletami
szczepionek nowej generacji jest zwigkszona immu-
nogenno$¢, tatwos§¢ przechowywania i podawania,
brak koniecznosci stosowania adiuwantow, mozliwos¢
indukcji konkretnego typu odpowiedzi, mozliwo$¢
immunizacji wieloma antygenami rownoczesnie i teo-
retyczna mozliwos$¢ prezentacji antygenéw w natyw-
nej postaci [33].

Bardzo waznym etapem przy konstrukcji szczepio-
nek jest wybor sposobu umieszczenia heterologicz-
nych gendéw w komorkach nos$nika. Mozna wykorzy-
sta¢ tu plazmidy, ktére po dostarczeniu do komorki
docelowej beda wystgpowaly w cytoplazmie w roznej
ilosci kopii. Zaleta takiego podejscia jest mozliwosc,
w zaleznos$ci od liczby kopii plazmidu, sterowania
iloscia produktu obcego genu. Wada natomiast to, ze
plazmidy w warunkach in vivo bez presji selekcyjnej
nie sa stabilnie utrzymywane. Aby ominaé ten pro-
blem mozna zaopatrzy¢ wektory w geny metabolizmu
podstawowego, ktore komplementuja chromosomalne
delecje w analogicznych genach. Alternatywnym po-
dejsciem jest zastosowanie wektorow, ktore pozwala-
ja na insercj¢ obcego genu do chromosomu szczepu
no$nikowego (co jednocze$nie eliminuje problem nie-
stabilno$ci plazmidu). Niestety czesto zdarza sig, ze
ilos¢ powstajacego produktu moze by¢ niewystar-
czajaca do indukcji odpowiednio silnej odpowiedzi
immunologicznej. Ekspresja obcych genéow na ogot
kontrolowana jest przez promotory szczepu nosniko-
wego. Jesli jest zbyt silna to duza ilo§¢ powstajacego
produktu obcego genu w komoérce moze by¢ dla niej
toksyczna. Z tego wzgledu zostaly rozwinigte syste-
my zawierajace promotory, ktére moga by¢ aktywo-

wane in vivo, dopiero gdy mirkroorganizm no$nikowy
dotrze do konkretnej niszy ekologicznej gospodarza.
Woéwecezas, nawet jesli powstanie zabdjcza ilos¢ he-
terologicznego antygenu dla komorki no$nikowej, nie
zostanie zaburzona indukcja wlasciwej odpowiedzi
immunologicznej [33].

W celu dostarczenia heterologicznego antygenu do
komorek eukariotycznych nie wystarczy jednak sam
wek'tor bakteryjny w postaci plazmidu, potrzebny jest
jeszcze jeden wektor, ktorym jest najczesciej zrekom-
binowany szczep bakteryjny, pozwalajacy na dostar-
czenie plazmidu do cytoplazmy komoérki. Szczepem
no$nikowym moze by¢ prawdopodobnie kazdy scha-
rakteryzowany patogen, ktoérego biologia jest dosta-
tecznie dobrze poznana. Wérod szczepdw nosnikowych
wyroznia si¢ glownie bakterie nalezace do gatunkow
Mycobacterium bovis 1 Salmonella enterica oraz ro-
dzajow: Vibrio, Shigella, Listeria [33].

Mikroorganizmem nos$nikowym o interesujacych
wlasciowos$ciach, ktore moga by¢ wykorzystane do
konstrukcji szczepionki, jest L. monocytogenes. Bak-
teria ta to Gram-dodatnia pateczka, ktora jest fakulta-
tywnie wewnatrzkomorkowym patogenem zdolnym
do wnikania, przezywania oraz namnazania si¢ w ko-
morkach eukariotycznych. Ma ona dos¢ unikalny cykl
zyciowy, a jej glownym czynnikiem wirulencji jest
listeriolizyna O (LLO). LLO kodowana przez gen Aly,
jest pozakomoérkowo wydzielana hemolizyna. Powo-
duje ona zniszczenie btony fagolizosomu i pozwala
bakterii na wydostanie si¢ do cytopazmy [16]. Przy
konstruowaniu szczepionek wykorzystuje si¢ ate-
nuowane delecyjnie szczepy Listeria, ktore sa niezdol-
ne do rozprzestrzeniania migdzykomorkowego. Poza
tym rozwijane sa systemy oparte na wykorzystaniu
rekombinowanych szczepow, takich jak E. coli, B. sub-
tilis, Mycobacterium bovis 1 Salmonella Typhimurium
niosacych gen hly z Listeria [16]. Listeria w trakcie
infekcji atakuje komorki prezentujace antygen — APC
antigen presenting cells. W ten sposob Listeria moze
wywiera¢ bardzo duzy efekt na odpowiedz immuno-
logiczna i jest przez to bardzo wygodnym narzedziem
przy produkcji szczepionek. Indukowana przez infek-
cje L. monocytogenes odpowiedz immunologiczna
obejmuje aktywacj¢ neutrofili, makrofagéw, komoérek
NK, limfocytéw CD4", limfocytow CD8" oraz pro-
dukcje wielu cytokin [18].

L. monocytogenes moze by¢ rowniez wykorzysta-
na w produkcji szczepionek przeciwnowotworowych.
Probe jej skonstruowania podjgla migdzy innymi fir-
ma advaxis w celu uzyskania szczepionki przeciwko
rakowi szyjki macicy, wywotywanemu przez wirus
HPV (Human Papilloma Virus) (preparat Lovaxin C,
obecnie w fazie testow klinicznych). W bakterii zostat
umieszczony plazmid zawierajacy gen kodujacy wy-
brany antygen komorki rakowej [51].
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2.4. Wektory niosace geny reporterowe

Geny reporterowe to geny kodujace biatka, ktorych
obecno$¢ mozna w tatwy sposob zbada¢ w komorce.
Metodami inzynierii genetycznej tworzy si¢ ich fuzje
z genami badZz promotorami genow, ktorych aktyw-
no$¢ jest obiektem zainteresowan. Cato$¢ umieszcza
si¢ na wektorze ekspresyjnym. Pozwoli on na wyraze-
nie biatka kodowanego przez gen reporterowy w da-
nym uktadzie. Istnieje wiele ré6znych gendéw repor-
terowych, ktéorych aktywno$¢ bada si¢ metodami
autoradiograficznymi, spektrofotometrycznymi, bio-
i chemoluminescencyjnymi. Najczgéciej uzywanymi
genami sa P-galaktozydaza, acetylotransferaza chlor-
amfenikolu, lucyferaza, -glukoronidaza, oraz zielone
biatko fluorescencyjne (GFP) [20].

Geny reporterowe sa waznym narz¢dziem uzywa-
nym w medycynie na przyktad w celu badania zmian
na poziomie komoérkowym lub molekularnym zwiaza-
nych z chorobami nowotworowymi w zwierzgtach
modelowych in vivo. Pomagaja one w zrozumieniu
mechanizméw chordb nowotworowych oraz rozwija-
niu efektywnych terapii [6].

Bialka fluorescencyjne. Biatka fluorescencyjne umoz-
liwiaja obserwacj¢ ekspresji gendw przyzyciowo, np.
w organizmie myszy. Coraz czgsciej dazy si¢ do pro-
wadzania obserwacji na zwierzgtach multireportero-
wych, w ktorych umieszcza si¢ kilka genéw reporte-
rowych w jednym locus. Wtedy bardzo przydatne
okazuja si¢ wektory typu BAC, ze wzgledu na ich
duza wielko$¢, ktora pozwala na blizsza prawdzie ob-
serwacj¢ endogennej ekspresji genéw. Jako przyktady
tego typu wektoréw moga stuzy¢ m.in. wektory GM
i SP opisane w pracy Maye’a [27], stuzace do obser-
wacji ekspresji genéw w organizmach myszy: Trap
(Tartrate Resistant Acid Phosphatase) w osteoklastach,
Dmpl (Dentin Matrix Protein-1) i /bsp (Integrin Bin-
ding Sialoprotein) w osteocytach i osteoblastach [27].

Najczesciej wykorzystywanym biatkiem fluores-
cencyjnym w badaniach biologicznych jest zielone
biatko fluorescencyjne — GFP wyizolowane z organiz-
mu meduzy Aequorea victoria. Ze wzgledu na swoje
wlasciwosci, takie jak stabilno$¢ oraz to, ze jego chro-
mofor powstaje w wyniku autokatalitycznej cyklizacji
aminokwaséw, ktora wymaga jedynie obecnosci tlenu,
jest ono wyjatkowo uzyteczne. Biatko GFP jest czgsto
wykorzystywane migdzy innymi do analizy lokalizacji
biatek obecnych w zywych komdrkach, wzajemnych
interakcji bialek oraz jako gen reporterowy w monito-
rowaniu wzoru i poziomu ekspresji genow [4, 5].

Jak dotad stworzono wiele mutantéw bialtka GFP
na przyktad: o zwigkszonej fluorescencji, emitujacych
$wiatlo o innej dlugosci fali niz dzikie biatko GFP, sys-
temy te umozliwiaja obserwacj¢ nawet do 3 biatek na

raz w komorce. Jednak sa one tworzone gtéwnie do
badan na duzych komorkach eukariotycznych i nie
nadaja si¢ do uzycia w komorkach mikroorganizmow,
ze wzgledu na zbyt mata jasno$¢ biatek GFP w tych
komorkach. Aby prowadzi¢ obserwacje¢ jednocze$nie
dwoch biatek w komorkach mikroorganizmow potrze-
ba systemow z wysokofluorescencyjnym biatkiem GFP.
Seria tego typu systemow zostata opisana w pracy
Lewis’a [23]. Wektory te pozwalaja na tworzenie
zardwno N- jak i C-koncowych fuzji genéw badanych
biatek z genami reporterowymi gfpmutl oraz gfpuv.
Opisane biatka reporterowe moga by¢ tez umiejsco-
wione w tej samej komorce, poniewaz maja rozne wid-
ma wzbudzenia [23].

3. Podsumowanie

W dzisiejszych czasach rozwoj nauki i postep tech-
niki nastgpuje bardzo szybko. Wiedza genetyczna, po-
siadana przez nas jak i dostgpne technologie pozwalaja
osiagac¢ cele, ktore kiedy$ byly niemozliwymi do reali-
zacji. Wykorzystanie praktyczne badan z takich dziedzin
naukowych jak inzynieria genetyczna i biotechnologia
spowodowato rozwdj przemystu biotechnologicznego
oraz postgp w medycynie. Nic wige dziwnego, ze bio-
technologia jest obecnie bardzo dynamicznie rozwija-
jaca si¢ dziedzing gospodarki XXI wieku.

Wektory bakteryjne sa waznymi narzedziami bio-
technologii, pozwalajacymi na wiele istotnych zastoso-
wan. Wykorzystywane sa na roéznych etapach pracy
w laboratorium. Ich najbardziej podstawowym uzyciem
jest wykorzystanie jako wektorow do klonowania.
Stosowanie wektoréw pozwala na tworzenie bibliotek
genowych réznych organizméw, a w konsekwencji uta-
twito 1 nadal utatwia poznanie genomoéw wielu organiz-
moéw jak 1 przeszukiwanie bibliotek genowych pod
katem znalezienia odpowiednich genow. Wektory bak-
teryjne sa kluczowym narzedziem przy przenoszeniu
DNA migdzy roéznymi organizmami. Taki transfer
gendéw pozwala na produkcj¢ r6znego rodzaju biatek
w organizmach, ktore naturalnie ich nie wytwarzaja.
Godne podkreslenia sa przede wszystkim biatka o zna-
czeniu terapeutycznym wykorzystywane w medycynie.
Nie bez znaczenia jest tez wpltyw wektoréw bakteryj-
nych na postep w przemysle biotechnologicznym.
W laboratorium wektory sa rowniez czgsto wykorzysty-
wane przy prowadzeniu wielu rodzajow badan, a bardzo
waznym ich zastosowaniem jest niesienie genow repor-
terowych umozliwiajacych obserwacj¢ procesow za-
chodzacych w réznych organizmach. Wektory sa takze
wygodnymi systemami kierujacymi ekspresja badanych
gendw. Pozwalaja one na utrzymywanie ekspresji na
minimalnym poziomie w stanie represji, jednoczes$nie
umozliwiajac szybka i prosta indukcj¢ ekspresji genu.
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Nalezy podkresli¢, ze wektory bakteryjne utatwia-
ja bardzo wiele aspektow pracy biotechnologa i wiele
technik wykorzystywanych w laboratoriach biologicz-
nych na calym $wiecie, ktore bez uzycia wektorow
bakteryjnych nie bytyby mozliwe do zastosowania.
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