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1. Wprowadzenie

Stosowanymi w biotechnologii wektorami s¹ ró¿-
nego rodzaju no�niki DNA, które wykorzystuje siê
w celu klonowania genów i ich wprowadzania do ko-
mórek drobnoustrojów gospodarzy [24]. Je¿eli uda³oby
siê wprowadziæ do komórki dowolnego organizmu
niczym niechroniony fragment DNA, to wkrótce
zosta³by on strawiony do pojedynczych nukleotydów.
Natomiast wektory pozwalaj¹ nie tylko na wprowa-
dzenie fragmentu DNA, ale maj¹ równie¿ zdolno�æ
do autonomicznej replikacji w danym typie komórek
i dziêki temu zapewniaj¹ powielanie wprowadzonego
fragmentu DNA oraz umo¿liwiaj¹ ekspresjê genów
w nim zawartych [48].

Do czasów opracowania metod in¿ynierii gene-
tycznej pewne manipulacje polegaj¹ce na wyodrêb-
nianiu genów i ich przenoszeniu z jednej komórki do
drugiej mia³y bardzo ograniczony zasiêg. Ekspery-
menty wykonywano jedynie na bakteriach, wykorzys-

tuj¹c bakteriofagi i metodê transdukcji. Dopiero wpro-
wadzenie metody rekombinacji i klonowania DNA
pozwoli³o na przenoszenie materia³u genetycznego na
wiêksz¹ skalê. G³ówne etapy takiego do�wiadczenia,
przedstawiono na rys. 1.

 Polegaj¹ one na wyizolowaniu fragmentu DNA,
który ma zostaæ sklonowany, pofragmentowaniu DNA
przy u¿yciu enzymów restrykcyjnych, po³¹czeniu frag-
mentów DNA z wektorem za pomoc¹ ligazy i wprowa-
dzaniu cz¹steczek rekombinowanego DNA do komórek,
w których ulegaj¹ one powieleniu [48]. Nastêpnie
przeprowadza siê selekcjê klonów komórek zawiera-
j¹cych zrekombinowany DNA, aby mo¿na praktycz-
nie wykorzystywaæ w ten sposób otrzymane klony. Do
klonowania stosuje siê g³ównie dwa rodzaje wek-
torów: plazmidowe (pochodzenia bakteryjnego) i po-
chodzenia wirusowego. W tej pracy skoncentrowano
siê g³ównie na wektorach pochodzenia bakteryjnego.

We wspó³czesnej biotechnologii rekombinowane
szczepy drobnoustrojów wykorzystywane s¹ bardzo
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czêsto jako narzêdzia produkcyjne. Znajduj¹ one za-
stosowania w laboratoriach gdzie mog¹ byæ u¿ywane
w celu poznawania funkcji genów lub bia³ek ró¿nych
organizmów. W medycynie szczególnie wa¿nym osi¹g-
niêciem jest wykorzystywanie szczepów rekombino-
wanych do biosyntezy bia³ek lub hormonów ludzkich,
które maj¹ du¿e znaczenie terapeutyczne. Coraz czê�-
ciej s³yszy siê te¿ o wykorzystywaniu technik rekombi-
nacji DNA do otrzymywania rekombinowanych szcze-
pionek, które stosuje siê do szczepieñ ochronnych
ludzi i zwierz¹t [24].

Aby wektor by³ u¿yteczny, powinien spe³niæ kilka
podstawowych warunków. Musi byæ zdolny do auto-
nomicznej replikacji w swoistym gospodarzu i posia-
daæ miejsca restrykcyjne umo¿liwiaj¹ce odpowiednie
wstawienie fragmentu DNA. Wektor powinien równie¿
nie�æ gen markerowy pozwalaj¹cy na selekcjê, czyli od-
ró¿nienie komórek gospodarza, które pobra³y zrekom-
binowany wektor, od tych, które go nie pobra³y [20].

Obecnie dysponujemy du¿¹ gam¹ wektorów o ró¿-
nych cechach, takich jak zakres gospodarza, wielko�æ
fragmentu DNA (który mo¿e byæ niesiony przez wek-
tor), liczba kopii plazmidu, miejsca rozpoznawane
przez enzymy restrykcyjne, ilo�æ i typ genów marke-
rowych [20]. Ze wzglêdu na rodzaj gospodarza mo¿na
podzieliæ wektory miêdzy innymi na bakteryjne, grzy-
bowe, komórek ssaków, komórek ro�linnych, komórek
owadzich [24]. Wektory mo¿emy te¿ opisywaæ ze
wzglêdu na funkcjê, jak¹ spe³niaj¹ w komórkach go-
spodarza, na przyk³ad wektory ogólnego stosowania
do klonowania genów (np. pBR322, pUC), wektory
u³atwiaj¹ce sklonowanie produktów reakcji PCR
� ³añcuchowa reakcja polimerazy; polymerase chain
reaction (np. pDrive, TOPO wektory), wektory ekspre-
syjne do efektywnej syntezy bia³ka (np. seria pGEM),
wektory umo¿liwiaj¹ce produkcjê bia³ek ludzkich (np.
zawieraj¹ce gen insuliny).

W niniejszej pracy przedstawiono podstawowe
w³a�ciwo�ci wektorów bakteryjnych oraz mo¿liwo�ci,

jakie daje ich zastosowanie. Opisano zarówno wektory
klasyczne, które jako pierwsze stosowane by³y w bio-
technologii, jak i najnowsze wektory znajduj¹ce obec-
nie zastosowanie w ró¿nych dziedzinach. Wymienione
s¹ równie¿ cechy, jakie powinien spe³niaæ wektor eks-
presyjny oraz pokrótce przedstawiono wykorzystanie
wektorów bakteryjnych nios¹cych geny reporterowe,
umo¿liwiaj¹ce prost¹ obserwacjê ekspresji innych ge-
nów w komórce.

2. Zastosowania wektorów bakteryjnych

2.1. Wektory jako podstawowe narzêdzie
do klonowania

Podstawowym zastosowaniem wektorów bakteryj-
nych jest u¿ycie ich jako narzêdzi do klonowania. Po-
mys³ takiego zastosowania powsta³ wkrótce po tym jak
odkryto istnienie bia³ek przecinaj¹cych DNA w specy-
ficznych miejscach nazywanych enzymami restrykcyj-
nymi. Enzymy restrykcyjne rozcinaj¹ d³ugie cz¹steczki
DNA na specyficzne fragmenty, którymi mo¿na ³atwo
manipulowaæ. Drugim niezbêdnym narzêdziem w la-
boratorium biologicznym s¹ ligazy, czyli enzymy po-
zwalaj¹ce na ³¹czenie fragmentów nici DNA. Ligazy
katalizuj¹ tworzenie wi¹zañ fosfodiestrowych w obsza-
rach zerwania nici DNA przy wykorzystaniu energii
ATP lub NAD+. Zastosowanie enzymów restrykcyjnych
oraz ligaz DNA umo¿liwia wycinanie fragmentów
DNA, a nastêpnie ich ligacjê z DNA no�nikowym, czyli
wektorem oraz pó�niejszy transfer tak zrekombinowa-
nego DNA do komórek bakteryjnych, gdzie mo¿na
tworzyæ ich setki tysiêcy kopii, klonów. To z kolei
umo¿liwia izolacjê sklonowanych fragmentów DNA
na du¿¹ skalê. Du¿e ilo�ci specyficznych sekwencji
DNA mog¹ byæ nastêpnie wykorzystywane do ró¿nych
celów � izolacji genów, analizy ich organizacji i eks-
presji, odczytania sekwencji nukleotydowej [2].

Rys. 1. Ogólny schemat klonowania
Wektor zawiera miejsce inicjacji replikacji (ori), marker selekcyjny (np. gen oporno�ci na antybiotyk) oraz miejsce MCS (multiple cloning site), które
jest sekwencj¹ DNA zawieraj¹c¹ wiele miejsc rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne. Zarówno wektor oraz klonowany fragment DNA trawione
s¹ odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi (symbol no¿yczek na rysunku), które pozostawiaj¹ kompatybilne koñce. Nastêpnie przeprowadzana

jest ligacja obu fragmentów.
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Mo¿liwo�æ wyizolowania i sklonowania specyficz-
nych fragmentów DNA otworzy³a nowy rozdzia³
w medycynie genetycznej, biologii molekularnej i ko-
mórkowej oraz w biochemii. Sklonowanie wybranego
fragmentu DNA umo¿liwi³o szukanie mutacji i poli-
morfizmów zwi¹zanych z dan¹ chorob¹, identyfiko-
wanie ekspresji genów w wybranych tkankach oraz
warunków ekspresji genów [28]. Z biegiem czasu
stworzono bardzo wiele wektorów s³u¿¹cych do klono-
wania, które staj¹ siê coraz bardziej wyspecjalizowane,
s¹ zdolne do przenoszenia coraz wiêkszych fragmen-
tów DNA i umo¿liwiaj¹ przeprowadzanie skompliko-
wanych badañ [20].

2.1.1. Klasyczne wektory

Wektor pBR322. Jednym z pierwszych najlepiej po-
znanych i czêsto wykorzystywanych wektorów bak-
teryjnych by³ plazmid pBR322 (rys. 2). Jest to ma³y
plazmid (4366 pz), który zosta³ skonstruowany przez
B o l i v a r a  i R o d r i g u e z a  w 1976 roku. Mo¿na
do niego wstawiaæ fragmenty DNA do 10 kpz [10].
Zawiera on miejsce inicjacji replikacji origin of repli-
cation pozwalaj¹ce na replikacjê w jedynym gospoda-
rzu � Escherichia coli. pBR322 jest stabilnym plazmi-
dem, normalnie wystêpuj¹cym w ilo�ci 20�30 kopii
na komórkê (po dodaniu do pod³o¿a chloramfenikolu
liczba kopii mo¿e wzrosn¹æ nawet do 1000�3000).
Zawiera dwa geny oporno�ci: na ampicylinê (w obrê-
bie genu $-laktamazy) i tetracyklinê. W obrêbie genu
tetracykliny znajduj¹ siê miejsca restrykcyjne BamHI,
HindIII, i SalI, natomiast w obrêbie genu oporno�ci
na ampicylinê miejsce restrykcyjne PstI. Oprócz tego

plazmid pBR322 zawiera te¿ miejsce restrykcyjne
EcoRI, poza rejonem koduj¹cego DNA [10].

Plazmid pBR322 sta³ siê prekursorem wielu now-
szych, coraz bardziej doskonalszych wektorów. Udo-
skonalone zosta³y miêdzy innymi metody selekcji klo-
nów zawieraj¹cych zrekombinowany DNA, dodano
nowe miejsca umo¿liwiaj¹ce klonowanie (MCS � mul-
tiple cloning site), zwiêkszono liczbê kopii plazmidów
w komórce oraz skonstruowano wektory wielofunk-
cyjne, s³u¿¹ce do szczegó³owej analizy genów [21].

Wektor pUC. Przyk³adami takich ulepszonych plaz-
midów s¹ plazmidy pUC18 i pUC19. Wektory te ró¿-
ni¹ siê od siebie jedynie odwrotn¹ orientacj¹ poli-
linkera w genie lacZ [24]. Zosta³y one skonstruowane
na Uniwersytecie w Kalifornii przez naukowców
M e s s i n g a  i  V i e i r a. Przy ich konstrukcji opar-
to siê o plazmid pBR322 i maj¹ one 40% wspólnego
z nim DNA. S¹ to ma³e plazmidy o wielko�ci 2686 pz,
nios¹ce gen oporno�ci na ampicylinê oraz N-koñcowy
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, ¿e plazmidy pUC wystêpuj¹ w wiêk-
szej liczbie kopii na komórkê (do 500 kopii) ni¿ plaz-
mid pBR322. Ich zalet¹ w stosunku do pBR322 jest
równie¿ to, ¿e zawieraj¹ polilinker, w którym znajduj¹
siê sekwencje rozpoznawane przez wiele enzymów re-
strykcyjnych [20]. Kolejn¹ zalet¹ tych plazmidów jest
prostszy sposób selekcji komórek zawieraj¹cych zre-
kombinowane DNA. Kolonie komórek zawieraj¹cych
plazmid pUC z dodatkowo wstawionym DNA bêd¹
mia³y bowiem inny kolor, od tych które zawieraj¹
sam, niezmieniony plazmid pUC (selekcja na bia³o-
niebieskie kolonie). Bezpo�rednia selekcja pozytyw-
nych rekombinantów jest mo¿liwa dziêki zjawisku
"-komplementacji. W tego typu do�wiadczeniach sto-
suje siê szczepy bakteryjne, posiadaj¹ce pojedyncz¹
delecjê w genie lacZ (mutacja we fragmencie lacZ")
kodowanym na chromosomie bakteryjnym. Takie
szczepy (np. DH5a) produkuj¹ jedynie defektywn¹
formê enzymu $-galaktozydazy. Stosuj¹c plazmidy
zawieraj¹ce fragment tego genu (lacZ") nastêpuje
komplementacja mutacji na chromosomie, powstaje
aktywna forma $-galaktozydazy z podjednostki LacZS
kodowanej na chromosomie oraz LacZ" kodowanej na
plazmidzie. Aby zaobserwowanie tego zjawiska by³o
mo¿liwe, komórki wysiewa siê na pod³o¿e zawieraj¹ce
induktor IPTG (izopropylo-$-tiogalaktopiranozyd)
umo¿liwiaj¹cy transkrypcjê genu lacZ, oraz chromo-
genny substrat dla $-galaktozydazy � zwi¹zek X-Gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolylo-$-D-galaktopiranozyd).
Kolonie komórek zawieraj¹ce plazmid z nieprzerwanym

Rys. 2. Mapa plazmidu pBR322
Zaznaczono: rep � replikon pozwalaj¹cy na replikacjê plamidu (z plaz-
midu pMB1), rop � fragment koduj¹cy bia³ko Rop, amp � gen $-lakta-
mazy nios¹cy oporno�æ na ampicylinê, tet � gen oporno�ci na tetracyklinê.
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fragmentem genu lacZ (lacZ") s¹ zdolne do komple-
mentacji i wytwarzaj¹ $-galaktozydazê, która powo-
duje rozszczepienie X-gal, przez co na pod³o¿u selek-
cyjnym komórki bêd¹ zabarwione na niebiesko. Wsta-
wienie fragmentu DNA w miejsce MCS powoduje
przerwanie genu lacZ", komórki na pod³o¿u selek-
cyjnym bêd¹ wówczas bia³e, poniewa¿ nie powstanie
funkcjonalna $-galaktozydaza. Natomiast gen opor-
no�ci na ampicylinê jest markerem pozwalaj¹cym na
³atw¹ selekcjê bakterii zawieraj¹cych zarówno plazmid
zrekombinowany jak i niezrekombinowany [24, 32].

2.1.2. Wektory komercyjne, nowe strategie

Obecnie wektory do klonowania czêsto tworzone
s¹ w laboratoriach ró¿nych firm komercyjnych. S¹ to
wektory skonstruowane tak by w maksymalnym stop-
niu u³atwiæ i przyspieszyæ pracê w laboratorium, s¹
tworzone do konkretnych zastosowañ, jak na przyk³ad
wektory do szybkiego klonowania produktów reakcji
PCR. Przyk³adami takich wektorów analizowanymi
w pracy s¹ wektory pDrive, pGEM T i pGEM T easy
oraz wektory z topoizomeraz¹.

Wektor pDrive. Wektor pDrive (rys. 3) pozwala na
szybkie wykorzystanie produktów reakcji PCR. Fakt,
¿e na koñcach niektórych produktów reakcji PCR pozo-
stawiona jest adenozyna, pozwoli³ na skonstruowanie
wektora, który z wysok¹ specyficzno�ci¹ hybrydyzuje
z produktami PCR. Do reakcji PCR konieczne jest
wówczas zastosowanie odpowiedniej polimerazy, która
na koñcach nowosyntetyzowanych nici do³¹cz¹ dodat-
kow¹ zasadê � adenozynê. Polimeraz¹, która spe³nia ten

warunek jest polimeraza Taq, wyizolowana z bakterii
Thermus aquaticus [29]. Nie mo¿na stosowaæ natomiast
polimeraz takich jak np. polimeraza Pfu z Pyrococcus
furiosus, która nie dodaje dodatkowej adenozyny.

Wektor pDrive ma formê liniow¹ i na jego koñcach
wystêpuje uracyl komplementarny do adenozyny znaj-
duj¹cej siê na zewnêtrznych fragmentach produktów
po reakcji PCR z wykorzystaniem polimerazy Taq.
Konstrukcja wektora znacznie upraszcza procedurê
klonowania, poniewa¿ wektor pDrive jest ju¿ przy-
gotowany do bezpo�redniego zastosowania w reakcji
ligacji z produktem reakcji PCR. Wektor pDrive nie-
sie gen oporno�ci na kanamycynê i ampicylinê. Prost¹
selekcjê umo¿liwia gen lacZ� (selekcja na bia³o-nie-
bieskie kolonie) [57].

Wektory pGEM T i pGEM T easy. Wektory pGEM T
(rys. 4) i pGEM T easy s¹ wektorami o zastosowaniu
podobnym do zastosowania wektorów pDrive. S¹ rów-
nie¿ narzêdziami u³atwiaj¹cymi pracê przy klonowa-
niu produktów reakcji PCR. Oba wektory wystêpuj¹
w formie zlinearyzowanej, a na swoich koñcach maj¹
do³¹czon¹ tyminê, która poprawia wydajno�æ ligacji
produktu PCR z wektorem.

W ten sposób zapobiega siê recyrkulizacji wektora
i zapewnia kompatybilne sekwencje dla produktu PCR
namno¿onego odpowiednimi, termostabilnymi poli-
merazami, które na koñcach 3� produktu PCR dodaj¹
pojedyncz¹ adeninê. Wektory te wystêpuj¹ w komórce
w du¿ej liczbie kopii [56].

Wektory TOPO. Kolejnym wektorem u³atwiaj¹cym
pracê w laboratorium jest miêdzy innymi wektor za-
wieraj¹cy enzym topoizomerazê I (produkowany jest

Rys. 4. Mapa wektora pGEM T firmy Promega
Zaznaczono geny: amp � oporno�ci na ampicylinê, origin replikacji, lacZ
oraz promotory T7 i SP6. Zaznaczono równie¿ miejsce do klonowania,
które jest przerwane, a jego sekwencja na koñcu 3� zawiera tymidynê
(T), co pozwala na szybk¹ ligacjê odpowiednich produktów po reakcji

PCR z wektorem.

Rys. 3. Mapa plazmidu pDrive firmy Qiagen
Zaznaczono geny: kan � oporno�ci na kanamycynê, amp � gen lacZ�
nios¹cy oporno�æ na ampicylinê, miejsce inicjacji replikacji oraz promo-
tory T7 i SP6. Na rysunku zaznaczono równie¿ miejsce do klonowania,
które jest przerwane, a jego sekwencja na koñcu 3� zawiera uracyl (U),
co pozwala na bezpo�rednie u¿ycie produktów reakcji PCR (reakcja

PCR z polimeraz¹ Taq) do ligacji z wektorem.
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przez firmê Invitrogen pod nazw¹ TOPO vector).
Wektor ten jest zlinearyzowany, a na obu koñcach do
reszty 3� fosforanowej ma do³¹czon¹ wi¹zaniem ko-
walencyjnym topoizomerazê I. Biologiczn¹ funkcj¹
topoizomerazy I jest nacinanie oraz ponowne ³¹czenie
DNA podczas procesu replikacji. Topoizomeraza I
wykorzystywana w TOPO wektorach pochodzi z wi-
rusa ospy krowiej vaccina virus. Enzym ten rozpozna-
je sekwencjê 5� (C/T)CCTT 3� i tworzy wi¹zanie ko-
walencyjne z grupami fosforanowymi do³¹czonymi do
3� tyminy. Nacina jedn¹ z nici DNA, pozwalaj¹c na
rozwiniêcie DNA. Nastêpnie enzym religuje koñce
rozciêtych nici i uwalnia DNA. Forma liniowa wekto-
rów TOPO pozwala na proste przeprowadzenie ligacji
wektora z kompatybilnymi koñcami produktu PCR.

Produkt PCR mo¿e byæ amplifikowany zarówno
z u¿yciem polimerazy Taq (rys. 5), zostawiaj¹cej lep-
kie koñce (dodatkowa adenozyna), jak i polimeraz zo-
stawiaj¹cych têpe koñce (rys. 6).

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

Wektory BAC. Wektory zwane BAC (bacterial arti-
ficial chromosomes) czyli sztuczne chromosomy bak-
teryjne s¹ bakteryjnymi systemami do klonowania,

których g³ówn¹ zalet¹ jest mo¿liwo�æ klonowania na
nich du¿ych fragmentów obcego DNA (do 300 kpz).
Znakomicie nadaj¹ siê do tworzenia bibliotek genomo-
wych, pozwalaj¹ na zawarcie ca³ego genomu danego
organizmu w stosunkowo niewielkiej liczbie klonów.
Skonstruowane s¹ one na bazie wektora plazmidowego
F wystêpuj¹cego powszechnie u E. coli. Czynnik F
u E. coli determinuje p³eæ bakterii, jest plazmidem
o wielko�ci oko³o 100 kpz, który koduje ponad 60 bia-
³ek [48]. Wektor BAC ma wielko�æ 7,5 kpz i z genów,
które wystêpowa³y pierwotnie na wyj�ciowym plaz-
midzie, zawiera miêdzy innymi geny parA i parB
odpowiedzialne za replikacjê. Replikacja czynnika F
podlega �cis³ej kontroli systemów reguluj¹cych E. coli
i w wektorze BAC zapewnia to utrzymywanie jego
niskiej liczby kopii. To pozwala na stabilne utrzy-
mywanie du¿ych insertów DNA oraz obni¿a ryzyko
rekombinacji miêdzy fragmentami DNA niesionymi
przez wektor. Geny parA i parB s¹ odpowiedzialne
za prawid³ow¹ segregacjê plazmidów do komórek
potomnych. Uniemo¿liwiaj¹ one wspó³wystêpowa-
nie systemów BAC w pojedynczej komórce, co jest
zalet¹ w porównaniu do wektorów dro¿d¿owych YAC
(yeast artificial chromosome; sztuczne chromosomy
dro¿d¿owe) [40].

Rys. 5. Zastosowanie wektora TOPO TA w procesie klonowania

Wektor TOPO TA jest zlinearyzowany, a na obu koñcach do reszty 3� fosforanowej (oznaczenie P na rysunku) ma do³¹czon¹ topoizomerazê I (TOPO).
Topoizomeraza I rozpoznaje specyficzn¹ sekwencjê DNA (miejsca oznaczone *) i pozwala na po³¹czenie wektora TOPO TA z produktem PCR
o lepkich koñcach (A na rysunku oznacza dodatkow¹ adenozynê), amplifikowanym polimeraz¹ Taq. Po ligacji topoizomeraza I uwalnia DNA,

a wektor TOPO TA zawiera wstawiony produkt PCR.

Rys. 6. Zastosowanie wektora Zero Blunt TOPO w procesie klonowania
Wektor Zero Blunt TOPO jest zlinearyzowany, a na obu koñcach do reszty 3� fosforanowej (oznaczenie P na rysunku) ma do³¹czon¹ topoizomerazê
I (TOPO). Topoizomeraza I rozpoznaje specyficzn¹ sekwencjê DNA (miejsca oznaczone *) i pozwala na po³¹czenie wektora Zero Blunt  TOPO

z produktem PCR o têpych koñcach. Po ligacji topoizomeraza I uwalnia DNA, a wektor Zero Blunt TOPO zawiera wstawiony produkt PCR.
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2.2. Wektory s³u¿¹ce do przenoszenia genów
miêdzy organizmami

Wa¿nym zastosowaniem wektorów bakteryjnych
jest wykorzystanie ich do przenoszenia genów miêdzy
ró¿nymi organizmami, równie¿ takimi, które nie s¹ ze
sob¹ spokrewnione. Wektory umo¿liwiaj¹ce przenosze-
nie DNA w ten sposób nazywane s¹ wektorami waha-
d³owymi. Zawieraj¹ one systemy replikacyjne pozwa-
laj¹ce im na replikacjê w dwóch ró¿nych organizmach.
W ten sposób mo¿na je przenosiæ miêdzy tymi organi-
zmami bez potrzeby jakiejkolwiek modyfikacji wek-
tora. Jako przyk³ady mo¿na wymieniæ miêdzy innymi
wektory maj¹ce zdolno�æ replikacji w E. coli i Bacillus
subtilis, w E. coli i dro¿d¿ach, w E. coli i komórkach
ssaków oraz wiele innych [25]. Najwa¿niejszymi cecha-
mi wektorów s³u¿¹cych do przenoszenia genów miê-
dzy organizmami jest oprócz posiadania miejsca inicja-
cji replikacji dla obu gospodarzy, posiadanie markerów
selekcyjnych, dziêki którym mo¿na przeprowadziæ se-
lekcjê zarówno w jednym jak i w drugim gospodarzu.

Aby osi¹gn¹æ stabilne utrzymywanie siê i ekspre-
sjê genów w danym organizmie b¹d� tkance stworzono
wektory integracyjne. Wystêpuj¹ one w bardzo niskiej
liczbie kopii (na ogó³ jedna kopia) na komórkê [25].
Wektory te zawieraj¹ sekwencje rekombinacyjne, ho-
mologiczne do sekwencji w chromosomie gospodarza,
które umo¿liwiaj¹ integracjê w odpowiednim miejscu
w chromosomie.

2.2.1. Transport genów do komórek eukariotycznych

Czêsto zachodzi potrzeba wykorzystania wektorów
nie tylko w celu ekspresji genów w ró¿nych komór-
kach bakteryjnych, lecz równie¿ w komórkach euka-
riotycznych. Wektory bakteryjne na przyk³ad w postaci
plazmidu s¹ wtedy no�nikami fragmentu DNA, który
ma zostaæ umieszczony w komórce eukariotycznej.
Istnieje jednak równie¿ potrzeba u¿ycia kolejnego
wektora, który pozwoli na dostarczenie plazmidu do
komórki. W tym celu wykorzystywane s¹ zazwyczaj
komórki bakteryjne takie jak Listeria monocytogenes
lub E. coli z wklonowanymi genami pochodz¹cymi od
bakterii z rodzaju Listeria lub Yersinia. Dziêki takim
systemom mo¿na dostarczyæ do komórek eukariotycz-
nych bia³ka [14] lub DNA [11], które mog¹ równie¿
pe³niæ funkcjê indukowania odpowiedzi immunolo-
gicznej organizmu (szczepionki nowej generacji) [8].

D i e t r i c h  i wsp. [7] przedstawiaj¹ wykorzysta-
nie atenuownego szczepu bakterii L. monocytogenes
w celu dostarczenia przez wektor bakteryjny genu ko-
duj¹cego antygen do cytozolu makrofagów. Gen lizyny
faga L. monocytogenes znajduje siê pod kontrol¹ pro-
motora genu actA, dziêki czemu po wnikniêciu do cy-
tozolu makrofagów komórki bakteryjne s¹ lizowane.

Umo¿liwia to uwolnienie plazmidów � wektorów eks-
presyjnych, które znajdowa³y siê w cytoplazmie ko-
mórek L. monocytogenes. Plazmidy ulegaj¹ ekspresji
w j¹drze makrofagów, a jest to mo¿liwe, poniewa¿
zawieraj¹ eukariotyczne promotory. W ten sposób
uzyskano efektywn¹ ekspresjê wklonowanych genów
reporterowych oraz prezentacjê antygenu.

Podobne zastosowania s¹ opisane w pracy
S p r e n g�a i wsp. [41], gdzie prezentowane s¹ dwa
systemy pozwalaj¹ce na dostarczenie rekombinowa-
nych bia³ek lub DNA do komórek eukariotycznych.
Jeden z nich wykorzystuje atenuowane szczepy bak-
terii gramujemnych, które umo¿liwiaj¹ sekrecjê hete-
rologicznych antygenów przez system sekrecji � hemo-
lizyny z E. coli. Drugi system opiera siê na opisanym
powy¿ej wykorzystaniu bakterii L. monocytogenes
pozwalaj¹cym na dostarczenie wektora ekspresyjnego
do cytoplazmy komórek prezentuj¹cych antygen, takich
jak makrofagi.

Ciekawym przyk³adem wykorzystania metody in-
¿ynierii genetycznej jest indukowanie komórkowej
odpowiedzi immunologicznej w komórkach ssaków
lub projektowanie szczepionek przeciw patogenom
wewn¹trzkomórkowym. H i g g i n s  i wsp. [14] opi-
suj¹ wykorzystanie bakterii E. coli produkuj¹cej cyto-
plazmatyczne, zrekombinowane bia³ko listeriolizyny,
które pozwala na dostarczenie innych bia³ek do cyto-
zolu makrofagów w komórkach ssaków. Przy u¿yciu
takiego systemu mo¿na dostarczyæ do cytozolu dowol-
ne bia³ko, które mo¿e byæ nastêpnie wytwarzane przez
E. coli, bez potrzeby uprzedniego jego oczyszczania.

2.3. Wektory ekspresyjne

Wektory bakteryjne mog¹ byæ wykorzystywane
jako narzêdzie do produkcji bia³ek oraz ich ewentual-
nego pó�niejszego oczyszczania (wektory ekspresyjne),
jak i do analizy lokalizacji bia³ek w komórce � wektory
zawieraj¹ce geny reporterowe, np. gen koduj¹cy zie-
lone bia³ko fluorescencyjne GFP (green fluorescent
protein), które bêd¹ opisane w kolejnym rozdziale.
W ró¿nego rodzaju badaniach nad bia³kami wektory
ekspresyjne mog¹ byæ wykorzystywane do produkcji
bia³ek do celów poznawczych takich jak analizy funk-
cjonalne i strukturalne, lub aplikacyjnych � terapia
i profilaktyka chorób organicznych i zaka�nych.
Umo¿liwiaj¹ one nadprodukcjê bia³ek, które na ogó³
w organizmach ¿ywych wystêpuj¹ w ilo�ci niewystar-
czaj¹cej by umo¿liwiæ ich izolacjê na du¿¹ skalê [42].

2.3.1. Nadprodukcja bia³ek

Do nadprodukcji okre�lonego bia³ka niezbêdne s¹
trzy elementy � dobrany gospodarz, którym na ogó³
jest organizm modelowy E. coli, w³a�ciwy wektor oraz
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odpowiednio namno¿ony gen b¹d� fragment genu, ko-
duj¹cy oczyszczane bia³ko [42]. W³a�ciwy gospodarz
wraz z wektorem, który w nim poprawnie funkcjonuje
stanowi¹ razem system ekspresyjny [39].

Przy tworzeniu systemu ekspresyjnego nie bez zna-
czenia jest wybór odpowiedniego gospodarza, który
powinien spe³niaæ pewne kryteria. Po¿¹dane jest, aby
by³ zdolny do szybkiego wzrostu na tanich substra-
tach, jego genom powinien byæ dobrze scharakteryzo-
wany, a u¿ywany szczep nie powinien byæ patogenny.
Najczê�ciej stosowanymi s¹ systemy ekspresyjne,
w których gospodarzem jest E. coli. Jest to modelowy
organizm, dla którego metody hodowli s¹ dobrze opra-
cowane, a jego genom jest scharakteryzowany o wiele
lepiej ni¿ innych mikroorganizmów [1]. Gospodarz
musi byæ odpowiednio dobrany w stosunku do genu
bia³ka, tak by by³ on efektywnie eksprymowany. Wa¿-
ne jest miêdzy innymi, aby nie wystêpowa³y znaczne
ró¿nice w czêstotliwo�ci wystêpowania poszczególnych
kodonów gospodarza w stosunku do genu bia³ka,
mRNA powinno byæ stabilne, translacja mRNA po-
winna przebiegaæ efektywnie [26]. Gospodarz musi
umo¿liwiaæ poprawne przeprowadzanie procesów
takich jak modyfikacje posttranslacyjne bia³ek, fa³do-
wanie bia³ek, sekrecjê bia³ek do pod³o¿a. Powstaj¹ce
w du¿ej ilo�ci bia³ko nie powinno byæ równie¿ tok-
syczne w stosunku do gospodarza [26]. Mimo ¿e
E. coli posiada bardzo wiele zalet, niejednokrotnie
konieczne jest u¿ycie organizmu innego gatunku jako
gospodarza. W przypadku, gdy nie mo¿emy jako go-
spodarza wykorzystaæ szczepu E. coli alternatyw¹
mog¹ byæ bakterie z rodzaju Bacillus, Streptomyces,
czy gatunki Lactococcus lactis, Corynebacterium glu-
tamicum. Ze wzglêdu na pewne modyfikacje posttran-
slacyjne zdarza siê, ¿e niezbêdnym jest zastosowanie
gospodarzy innych ni¿ bakteryjne (np. grzyby z typu
workowców lub grzyby strzêpkowe, komórki owa-
dzie, mysie lub ludzkie linie komórek ssaczych) [42].

2.3.2. Cechy, które powinien spe³niaæ
wektor ekspresyjny

Charakterystyczne w³a�ciwo�ci wektorów ekspre-
syjnych zosta³y schematycznie przedstawione na rys. 7.
Ka¿dy wektor ekspresyjny zawiera sekwencjê promoto-
row¹ inicjacji transkrypcji, która jest umieszczona �po-
wy¿ej� miejsca wklonowania obcego fragmentu DNA.

Za miejscem inicjacji transkrypcji znajduje siê
sekwencja nazywana miejscem wi¹zania rybosomu
(Shine Dalgarno), poni¿ej której znajduje siê miejsce
insercji klonowanego DNA. Na pocz¹tku fragmentu
obcego DNA znajduje siê kodon AUG inicjuj¹cy
translacjê, a na koñcu kodon stop, który jest terminato-
rem syntezy polipeptydu. Oprócz tych sekwencji wek-
tory posiadaj¹ równie¿ miejsce inicjacji replikacji oraz

gen umo¿liwiaj¹cy przeprowadzenie selekcji. Szersz¹
analizê poszczególnych elementów wektorów ekspre-
syjnych przedstawiono w dalszej czê�ci pracy.

Promotor. W eksperymentach s³u¿¹cych nadproduk-
cji bia³ek g³ówny cel stanowi otrzymanie du¿ej ilo�ci
badanego bia³ka. W wiêkszo�ci przypadków wa¿ne
jest by nadprodukowane bia³ko stanowi³o 10�30%
wszystkich bia³ek w komórce. W zwi¹zku z tym za-
stosowany promotor powinien byæ silny, ale jednocze�-
nie powinien wykazywaæ minimaln¹ ekspresjê podsta-
wow¹ [26]. Oprócz tego optymaln¹ sytuacj¹ jest gdy
indukcja promotora jest prosta i mo¿liwa przy u¿yciu
tanich substratów, które nie s¹ stosowane w standar-
dowych pod³o¿ach [13].

Znaczniki. Znaczniki, które s¹ do³¹czane do rekom-
binowanych bia³ek maj¹ na celu u³atwienie ich oczysz-
czania, detekcji, lub zwiêkszenia rozpuszczalno�ci.
Znacznikiem mo¿e byæ krótki peptyd, domena, b¹d�
ca³e bia³ko. Znacznik powinien wykazywaæ du¿e po-
winowactwo do z³o¿a, na którym bêdzie oczyszczane
bia³ko, pozwalaæ na elucjê substancjami niskocz¹stecz-
kowymi, mieæ niewielki wp³yw na aktywno�æ i struk-
turê trzeciorzêdow¹ bia³ka, jak i ³atw¹ wykrywalno�æ
[45]. Wa¿nymi cechami znaczników jest równie¿ mo¿-
liwo�æ ich jednoetapowej adsorpcji na z³o¿u, ³atwe
i specyficzne usuniêcie ich w celu otrzymania natyw-
nego bia³ka oraz mo¿liwo�æ zastosowania do ró¿nych
bia³ek. Jednak ka¿dy ze znaczników w czasie oczysz-
czania wymaga specyficznych warunków, które mog¹
wp³ywaæ na w³a�ciwo�ci bia³ka. Z tego powodu ist-
niej¹ ró¿ne strategie u¿ywane przy produkcji bia³ek
na du¿¹ skalê. Jedn¹ z nich jest u¿ywanie ma³ych
znaczników, które nie powinny wp³ywaæ na oczysz-
czane bia³ko, takich jak: poly-Arg, FLAG-, poli-his,
S-tag. W niektórych wypadkach ma³e znaczniki nie

Rys. 7. Cechy charakterystyczne wektora ekspresyjnego
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musz¹ byæ usuwane z bia³ka. Czasem lepsz¹ strategi¹
jest u¿ycie du¿ych peptydów lub bia³ek jako znaczni-
ków. Zalet¹ tego typu znaczników jest nadawanie
przez nie bia³ku rozpuszczalno�ci, wad¹ natomiast, ¿e
w wiêkszo�ci przypadków musz¹ byæ z produkowa-
nego bia³ka usuniête [44].

Niestety nie istniej¹ znaczniki idealne, które spe³nia-
³yby wszystkie po¿¹dane kryteria. Niekiedy optymal-
nym rozwi¹zaniem jest wiêc stosowanie jednocze�nie
dwóch lub wiêcej znaczników [47]. W zwi¹zku z za-
potrzebowaniem na ró¿nego rodzaju znaczniki praco-
wano nad ich konstrukcj¹ ju¿ w latach 80 i 90. Bior¹c
pod uwagê tak du¿¹ ilo�æ kryteriów, które powinny
byæ spe³nione przez dobry znacznik nie jest zaskocze-
niem fakt, ¿e nadal istnieje potrzeba konstruowania
nowych, coraz lepiej nadaj¹cych siê do konkretnych
do�wiadczeñ znaczników [45]. Znaczniki, które s¹
najczê�ciej stosowane zaprezentowano w tabeli I.

Terminatory procesu transkrypcji oraz translacji.
W wektorach ekspresyjnych terminator transkrypcji
umieszcza siê na ogó³ poni¿ej eksprymowanego genu
(co zwiêksza stabilno�æ plazmidu zapobiegaj¹c trans-
krypcji przez miejsce startu replikacji) [38] oraz po-
wy¿ej (aby zminimalizowaæ ekspresjê podstawow¹)
[13]. W organizmach prokariotycznych terminacja
transkrypcji mo¿e byæ powodowana przez dwa mecha-
nizmy: Rho-zale¿ny b¹d� Rho-niezale¿ny. W mecha-
nizmie Rho-zale¿nym terminacja tranksrypcji zale¿y od
heksamerycznego bia³ka Rho powoduj¹cego uwolnie-
nie powstaj¹cego mRNA z matrycy [26]. Terminatory
Rho-niezale¿ne sk³adaj¹ siê natomiast z odwróconych
sekwencji nukleotydowych, po których nastêpuje ci¹g
nukleotydów adenylowych. Po przej�ciu polimerazy
RNA przez sekwencjê odwróconych powtórzeñ mRNA
tworzy strukturê szpilki do w³osów, co powoduje za-
trzymanie siê enzymu. Ci¹g nukleotydów urydynylo-

wych znajduj¹cy siê za sekwencj¹ odwróconych po-
wtórzeñ s³abo oddzia³uje z nukleotydami adenylowymi
na nici matrycowej, przez co polimeraza oddysocjo-
wuje. W wektorach ekspresyjnych wykorzystuje siê
terminatory Rho-niezale¿ne [38]. Najwiêksze efekty
terminacji translacji uzyskuje siê stosuj¹c przed³u¿ony
kodon stop UAAU lub kilka kolejnych kodonów stop
umieszczonych jeden za drugim [35].

Markery selekcyjne. Najczê�ciej w wektorach eks-
presyjnych stosowane s¹ jako markery selekcyjne
geny warunkuj¹ce oporno�æ na antybiotyki (np. ampi-
cylinê, kanamycynê, chloramfenikol, tetracyklinê).
Alternatywnymi strategiami mog¹ byæ miêdzy innymi
systemy trucizna-antidotum (np. system hok/sok z plaz-
midu R1), które zapewniaj¹ stabilny rozdzia³ plazmi-
dów miêdzy komórkami potomnymi [42].

2.3.3. Przyk³ady wektorów ekspresyjnych

Plazmid pUB110. Wektor pUB oraz jego pochodne s¹
plazmidami pochodz¹cymi z bakterii Staphylococcus
aureus przystosowanymi do wykorzystania w pracach
z B. subtilis. Ze wzglêdu na mo¿liwo�æ u¿ywania tych
wektorów przy pracy z B. subtilis maj¹ one wiele zalet.
Mog¹ byæ u¿ywane do analizy procesu sporulacji, kie³-
kowania przetrwalników i transformacji. Równocze�nie
wektory te daj¹ mo¿liwo�æ porównywania systemu eks-
presji genów z B. subtilis w stosunku do E. coli. Zalet¹
u¿ycia B. subtilis jest te¿ fakt, ¿e bakteria ta jest nie-
patogenna oraz nie wystêpuje w naturalnej mikro-
florze cz³owieka [12]. Ponadto B. subtilis jest bakteri¹
do�æ dobrze poznan¹, która nie posiada zewnêtrznej
b³ony, co upraszcza sekrecjê i oczyszczanie produ-
kowanego bia³ka [9]. Poza tym szczepy Bacillus s¹
czêsto u¿ywane do produkcji antybiotyków, enzymów,
insektycydów, jak i w procesach fermentacji.

Poly-Arg znacznik poliargininowy, sk³ada siê z piêciu do sze�ciu arginin, oczyszczany na z³o¿u kationowymiennym
SP-Sephadex, mo¿e wp³ywaæ na strukturê trzeciorzêdow¹ bia³ka

Poly-His znacznik polihistydynowy, oczyszczany na z³o¿u niklowym Ni2+-NTA, lub Co2+-CMA, umo¿liwia oczyszczanie
w warunkach natywnych i denaturuj¹cych, elucja zachodzi w ³agodnych warunkach, z³o¿e jest tanie, specyficzno�æ
IMAC jest mniejsza ni¿ innych metod chromatografii powinowactwa, nie zwiêksza rozpuszczalno�ci bia³ka

FLAG znacznik wykorzystuj¹cy krótki, hydrofilowy o�mioaminokwasowy peptyd, wi¹¿e siê do przeciwcia³a M1, mo¿e
byæ przy³¹czony do bia³ka na C- lub N-koñcu, mo¿e byæ u¿ywany w ró¿nego typu komórkach, ma wysok¹ specy-
ficzno�æ, oczyszczanie zachodzi w warunkach niedenaturuj¹cych, z³o¿e jest drogie

Strep-tag znacznik sk³adaj¹cy siê z nonapeptydu, wi¹¿e siê do streptawidyny, ma wysok¹ specyficzno�æ, eluowany w ³agod-
nych warunkach, stosowane z³o¿e jest drogie

S-tag 15-aminokwasowy fragment rybonukleazy A, ma wysok¹ specyficzno�æ, pozwala na proste wykrycie ilo�ci rekom-
binowanego bia³ka mniejszych ni¿ 1 fmol, elucja nastêpuje w surowych warunkach, z³o¿e jest drogie, znacznik nie
zwiêksza rozpuszczalno�ci bia³ka

Tabela I
Cechy charakterystyczne niektórych najczê�ciej u¿ywanych znaczników [wg 43, 45, 32]

Znacznik Opis i w³a�ciwo�ci
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Wektor pUB110 zawiera geny oporno�ci na bleo-
mycynê i kanamycnê. Jest on stabilny w komórkach
B. subtilis, wystêpuje w liczbie kopii oko³o 50 na
chromosom [19]. G r y c z a n  i wsp. [12] wykazali, ¿e
jest on utrzymywany w komórkach B. subtilis, nawet
przy braku kanamycyny w pod³o¿u. Mo¿na go izo-
lowaæ na du¿¹ skalê, w B. subtilis replikuje siê auto-
nomicznie i jest wówczas wysokokopiowy. Ustalono
wiele miejsc restrykcyjnych dla tego plazmidu. pUB110
daje siê ³atwo transformowaæ do komórek gospodarza
i pozwala na efektywn¹ selekcjê zrekombinowanych
komórek [12].

Problemami pojawiaj¹cymi siê w pracy z B. subtilis
jako z organizmem do produkcji bia³ek s¹ czêsto: niesta-
bilno�æ strukturalna zrekombinowanego plazmidu oraz
niestabilno�æ rekombinowanych bia³ek wydzielanych
do pod³o¿a. Przyczyna molekularnej niestabilno�ci jest
u nich zwi¹zana ze sposobem replikacji plazmidów
� wed³ug modelu tocz¹cego siê ko³a. Powstaje wów-
czas jednoniciowe DNA oraz krótkie sekwencje pow-
tórzone (direct repeats), co mo¿e prowadziæ do delecji
jednego z dwóch powtórzeñ i inwersji fragmentu DNA
umieszczonego miêdzy nimi. Ta obserwacja doprowa-
dzi³a do rozwoju grupy wektorów nios¹cych kasetê
ekspresyjn¹ umieszczon¹ w �rodku genów takich jak
amyE, thrC, lacA, pyrD. W miejscach w chromosomie,
gdzie znajduj¹ siê wy¿ej wymienione geny, wektory te
umo¿liwiaj¹ stabiln¹ integracjê sekwencji DNA [30].

Kolejnym problemem zwi¹zanym z prac¹ z B. sub-
tilis jest produkcja przez tê bakteriê pozakomórkowych
proteaz, które rozpoznaj¹ i degraduj¹ wiêkszo�æ hetero-
logicznych bia³ek wydzielanych do pod³o¿a [9]. Pro-
blem ten mo¿na rozwi¹zaæ przez wprowadzanie muta-
cji typu null w genach koduj¹cych proteazy. Zosta³y
stworzone szczepy z sze�cioma lub nawet o�mioma
tego typu mutacjami. Alternatywnym rozwi¹zaniem
tego problemu by³oby zidentyfikowanie i znalezienie
gospodarza, który nie wydziela³by proteaz [30].

Wektory pET. Wektory typu pET s¹ interesuj¹cymi
narzêdziami wykorzystywanymi do klonowania i nad-

produkcji bia³ek w E. coli. Wszystkie s¹ pochodnymi
plazmidu pBR322. S¹ skonstruowane w oparciu o sys-
tem promotora T7 [43], geny klonowane na tym wek-
torze znajduj¹ siê pod kontrol¹ sygna³ów transkryp-
cyjnych i translacyjnych pochodz¹cych z bakteriofaga
T7. Natomiast ekspresja kontrolowana jest przez ope-
ron laktozowy i jej inicjacja nastêpuje przez dodanie
IPTG do pod³o¿a.

Istnieje wiele wektorów serii pET (rys. 8), które
w zale¿no�ci od celu wykorzystania, mog¹ ró¿niæ siê
na przyk³ad sekwencj¹ liderow¹, sygna³ami ekspresyj-
nymi, miejscami restrykcyjnymi, genami nios¹cymi
oporno�æ na antybiotyki oraz znacznikami dodawa-
nymi do bia³ek. Mo¿na wyró¿niæ dwie g³ówne grupy
wektorów pET pe³ni¹cych funkcje wektorów transkryp-
cyjnych lub translacyjnych. Wektory transkrypcyjne
pozwalaj¹ na ekspresjê docelowego RNA, ale nie za-
wieraj¹ sygna³ów translacyjnych. S¹ przydatne w wy-
padku, gdy po¿¹dane jest uzyskanie bia³ek kodowanych
przez geny, które posiadaj¹ w³asne sygna³y transla-
cyjne. Wektory translacyjne natomiast same zawieraj¹
sygna³y inicjacji translacji. Wektory pET mog¹ umo¿li-
wiaj¹ ró¿nego rodzaju zastosowania, miêdzy innymi:

� pET-31b(+) wysokowydajna produkcja pepty-
dów i ma³ych bia³ek

� pEt-32a-c produkcja rozpuszczalnych, aktyw-
nych bia³ek w E. coli

� pET-33b produkcja docelowych bia³ek nadaj¹-
cych siê do wyznakowania P32

� pET-44a-c dodawanie sekwencji Nus�Tag�
oraz N- i C-terminalnej metki His�Tag

� pET-45b(+) dodawanie metki histydynowej przy
sekwencji terminalnej bia³ka [52�54].

Wektory pQE. Wektory typu pQE (rys. 9) s³u¿¹ do
klonowania i ekspresji genów, s¹ alternatyw¹ dla wek-
torów typu pET. Umo¿liwiaj¹ one dodanie do bada-
nych bia³ek metki histydynowej. Stworzono równie¿
wektory pQE z podwójn¹ metk¹ zawieraj¹ce, oprócz
metki histydynowej w czê�ci N-terminalnej, Tag*100
w czê�ci C-terminalnej. Wektory te osi¹gaj¹ wysoki

Rys 8. Schematyczne mapy ró¿nych wektorów typu pET
Zaznaczono: ori � miejsce inicjacji replikacji, f1 origin, promotor T7, gen lacI, amp � gen oporno�ci na ampicylinê, kan � gen oporno�ci na kanamycynê.
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(+)
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poziom ekspresji w E. coli, a metkowane mo¿e byæ
ka¿de bia³ko.

Metka histydynowa umo¿liwia oczyszczenie bia³-
ka na matrycy Ni2+-NTA i jego immobilizacjê. Z kolei
metka Tag*100 w czê�ci C-terminalnej jest rozpozna-
wan¹ przez przeciwcia³a monoklonalne, co pozwala na
bardzo specyficzn¹ detekcjê bia³ka (przy u¿yciu anty-
mysich przeciwcia³ skoniugowanych z IgG) [58].

Zastosowanie wektorów BAC w nadprodukcji bia-
³ek. Opracowanie systemów do klonowania BAC mia-
³o do�æ du¿y zwi¹zek z projektem odczytania sekwen-
cji ludzkiego genomu Human Genome Project. Przy
realizacji tego projektu niezbêdne by³o tworzenie map
fizycznych ludzkich chromosomów, które pozwala³y-
by na izolacjê, sekwencjonowanie oraz inne manipu-
lacje na fragmentach DNA. Pocz¹tkowo w odpowie-
dzi na te potrzeby zosta³y rozwiniête systemy YAC.
Stwarza³y one jednak pewne problemy w stosowaniu.
Przeszkod¹ by³ równie¿ fakt, ¿e praca z komórkami
dro¿d¿owymi by³a bardziej skomplikowana ni¿ z do-
brze poznanym organizmem modelowym jakim jest
E. coli. Wykorzystanie systemów BAC u³atwi³o prace
badawcze i pozwoli³o na klonowanie wiêkszych ni¿
dotychczas fragmentów DNA [40].

Wektory typu BAC odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê przy
produkcji bia³ek w komórkach ssaków [3]. Jednym
z punktów krytycznych w produkcji rekombinowanych
bia³ek jest izolacja pojedynczych komórek, które po-
zwalaj¹ na ekspresjê genów i otrzymywanie bia³ka
w du¿ych ilo�ciach. Na ogó³ stosuje siê wektory zawie-
raj¹ce promotor, konkretny gen oraz marker selekcyj-
ny. Jednak metoda ta nie jest wystarczaj¹co skuteczna,

poniewa¿ chromatyna otaczaj¹ca miejsce integracjii
istotnie wp³ywa na ekspresjê genów w takim uk³adzie
oraz wystêpuje tendencja do wyciszania ekspresji [50].
W takiej sytuacji korzystne jest u¿ycie systemu do klo-
nowania BAC, poniewa¿ jest on mniej wra¿liwy na
stopieñ upakowania i aktywno�ci chromatyny otacza-
j¹cej miejsce integracji [3].

2.3.4. Produkcja insuliny

Pierwszym bia³kiem z organizmu ssaków produko-
wanym w komórkach bakteryjnych dziêki wykorzys-
taniu techniki rekombinacji DNA by³a ludzka insulina
[17, 34]. Ludzka insulina jest bardzo wa¿nym lekiem
dla pacjentów chorych na cukrzycê. Insulina produko-
wana jest przez komórki $ wyspy Langerhansa. Bod�-
cem do jej produkcji jest zwiêkszone stê¿enie glukozy
we krwi (np. po spo¿yciu posi³ku). Insulina wp³ywa na
komórki efektorowe � miocyty, adipocyty, hepatocyty,
przez co zwiêksza siê transport glukozy do wnêtrza
komórek i jednocze�nie obni¿a poziom glukozy we
krwi. Niedobór insuliny u chorych na cukrzycê powo-
duje zaburzenia gospodarki wêglowodanowej. Zasto-
sowanie w leczeniu chorych ludzkiej insuliny ma
znaczn¹ przewagê nad stosowaniem insuliny zwierzê-
cej (uzyskiwanej od ciel¹t b¹d� �wiñ). Insulina zwie-
rzêca wprawdzie nieznacznie ró¿ni siê od insuliny pro-
dukowanej w organizmie ludzkim, ale jej podawanie
mo¿e powodowaæ u pacjenta produkcjê przeciwcia³
skierowanych przeciwko insulinie zwierzêcej. W ten
sposób dzia³anie takiej insuliny by³oby obni¿one oraz
mog³oby powodowaæ stan zapalny. Ludzka insulina
produkowana w bakteriach jest identyczna do tej, która
jest produkowana w organizmie cz³owieka. Jest wiêc
du¿o lepiej tolerowana przez pacjenta.

Prace nad otrzymaniem preparatu ludzkiej insuliny
zosta³y podjête ju¿ w 1978 roku przez wspó³pracuj¹ce
ze sob¹ firmy Eli Lilly i Genentech. Fragmenty DNA
koduj¹ce ³añcuch A i B insuliny zosta³y oddzielnie
wklonowane do plazmidu pBR322 i umieszczone
w fuzji z genem $-galaktozydazy [21]. Pierwszym pre-
paratem zawieraj¹cym ludzk¹ insulinê dostêpnym dla
pacjentów by³ lek lispro, który na rynku ukaza³ siê
w 1996 roku. Nadal jednak opracowywane s¹ leki, które
maj¹ coraz lepsze w³a�ciwo�ci takie jak wiêksza stabil-
no�æ, mniejsza zmienno�æ, tworzone s¹ analogi o krót-
kim b¹d� d³ugim dzia³aniu. Ma to na celu jak najlepsze
dostosowanie indywidualnej terapii do pacjenta [46].

2.3.5. Produkcja szczepionek nowej generacji

Jednym z nowoczesnych i bardzo wa¿nych zasto-
sowañ wektorów bakteryjnych jest ich wykorzystanie
do produkcji szczepionek nowej generacji. Obecnie
nadal znakomit¹ wiêkszo�æ szczepionek, które s¹ sto-

Rys. 9. Mapa plazmidu pQE-100 firmy Qiagen
Zaznaczono: promotor T5 (PT5), operator lac (lac O), miejsce wi¹zania
rybosomu (RBS), kodon startowy (ATG), metka histydynowa (6xHis),
miejsce wielokrotnego klonowania (MCS), metka Tag·100, kodon stop,

origin replikacji (Col E1), amp � gen oporno�ci na ampicylinê.
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sowane zarówno w medycynie jak i w weterynarii sta-
nowi¹ szczepionki tradycyjne, skonstruowane w opar-
ciu o wykorzystywanie atenuowanych lub zabitych
mikroorganizmów albo oczyszczonych toksyn bakte-
ryjnych [37]. Konstruowane s¹ one na ogó³ poprzez
pasa¿owanie mikroorganizmów patogennych na pod-
³o¿ach stwarzaj¹cych nieoptymalne warunki wzrostu,
b¹d� przez poddawanie ich mutagenezie chemicz-
nej lub fizycznej. Mutacje powstaj¹ce w ten sposób
w genomie s¹ przypadkowe i zawsze istnieje pewne
ryzyko rewersji szczepu do pe³nej zjadliwo�ci. Wyko-
rzystanie metod rekombinacji DNA pozwala na wpro-
wadzanie �ci�le zdefiniowanych mutacji, co znacz-
nie zmniejsza szansê rewersji szczepu do typu wiru-
lentnego [33].

Nowe strategie tworzenia szczepionek polegaj¹ na
wykorzystaniu mikrooganizmów zmodyfikowanych
genetycznie, rekombinowanych bia³ek oraz stosowa-
niu zarówno wektorów bakteryjnych jak i wiruso-
wych. Dziêki temu staje siê mo¿liwe projektowanie
szczepionek, które zapewniaj¹ wy¿sz¹ efektywno�æ
oraz bezpieczeñstwo dla pacjenta [22], a ponadto
znacznie redukuj¹ koszty [9]. Istotnymi zaletami
szczepionek nowej generacji jest zwiêkszona immu-
nogenno�æ, ³atwo�æ przechowywania i podawania,
brak konieczno�ci stosowania adiuwantów, mo¿liwo�æ
indukcji konkretnego typu odpowiedzi, mo¿liwo�æ
immunizacji wieloma antygenami równocze�nie i teo-
retyczna mo¿liwo�æ prezentacji antygenów w natyw-
nej postaci [33].

Bardzo wa¿nym etapem przy konstrukcji szczepio-
nek jest wybór sposobu umieszczenia heterologicz-
nych genów w komórkach no�nika. Mo¿na wykorzy-
staæ tu plazmidy, które po dostarczeniu do komórki
docelowej bêd¹ wystêpowa³y w cytoplazmie w ró¿nej
ilo�ci kopii. Zalet¹ takiego podej�cia jest mo¿liwo�æ,
w zale¿no�ci od liczby kopii plazmidu, sterowania
ilo�ci¹ produktu obcego genu. Wad¹ natomiast to, ¿e
plazmidy w warunkach in vivo bez presji selekcyjnej
nie s¹ stabilnie utrzymywane. Aby omin¹æ ten pro-
blem mo¿na zaopatrzyæ wektory w geny metabolizmu
podstawowego, które komplementuj¹ chromosomalne
delecje w analogicznych genach. Alternatywnym po-
dej�ciem jest zastosowanie wektorów, które pozwala-
j¹ na insercjê obcego genu do chromosomu szczepu
no�nikowego (co jednocze�nie eliminuje problem nie-
stabilno�ci plazmidu). Niestety czêsto zdarza siê, ¿e
ilo�æ powstaj¹cego produktu mo¿e byæ niewystar-
czaj¹ca do indukcji odpowiednio silnej odpowiedzi
immunologicznej. Ekspresja obcych genów na ogó³
kontrolowana jest przez promotory szczepu no�niko-
wego. Je�li jest zbyt silna to du¿a ilo�æ powstaj¹cego
produktu obcego genu w komórce mo¿e byæ dla niej
toksyczna. Z tego wzglêdu zosta³y rozwiniête syste-
my zawieraj¹ce promotory, które mog¹ byæ aktywo-

wane in vivo, dopiero gdy mirkroorganizm no�nikowy
dotrze do konkretnej niszy ekologicznej gospodarza.
Wówczas, nawet je�li powstanie zabójcza ilo�æ he-
terologicznego antygenu dla komórki no�nikowej, nie
zostanie zaburzona indukcja w³a�ciwej odpowiedzi
immunologicznej [33].

W celu dostarczenia heterologicznego antygenu do
komórek eukariotycznych nie wystarczy jednak sam
wek'tor bakteryjny w postaci plazmidu, potrzebny jest
jeszcze jeden wektor, którym jest najczê�ciej zrekom-
binowany szczep bakteryjny, pozwalaj¹cy na dostar-
czenie plazmidu do cytoplazmy komórki. Szczepem
no�nikowym mo¿e byæ prawdopodobnie ka¿dy scha-
rakteryzowany patogen, którego biologia jest dosta-
tecznie dobrze poznana. W�ród szczepów no�nikowych
wyró¿nia siê g³ównie bakterie nale¿¹ce do gatunków
Mycobacterium bovis i Salmonella enterica oraz ro-
dzajów: Vibrio, Shigella, Listeria [33].

Mikroorganizmem no�nikowym o interesuj¹cych
w³a�ciowo�ciach, które mog¹ byæ wykorzystane do
konstrukcji szczepionki, jest L. monocytogenes. Bak-
teria ta to Gram-dodatnia pa³eczka, która jest fakulta-
tywnie wewn¹trzkomórkowym patogenem zdolnym
do wnikania, prze¿ywania oraz namna¿ania siê w ko-
mórkach eukariotycznych. Ma ona do�æ unikalny cykl
¿yciowy, a jej g³ównym czynnikiem wirulencji jest
listeriolizyna O (LLO). LLO kodowana przez gen hly,
jest pozakomórkowo wydzielan¹ hemolizyn¹. Powo-
duje ona zniszczenie b³ony fagolizosomu i pozwala
bakterii na wydostanie siê do cytopazmy [16]. Przy
konstruowaniu szczepionek wykorzystuje siê ate-
nuowane delecyjnie szczepy Listeria, które s¹ niezdol-
ne do rozprzestrzeniania miêdzykomórkowego. Poza
tym rozwijane s¹ systemy oparte na wykorzystaniu
rekombinowanych szczepów, takich jak E. coli, B. sub-
tilis, Mycobacterium bovis i Salmonella Typhimurium
nios¹cych gen hly z Listeria [16]. Listeria w trakcie
infekcji atakuje komórki prezentuj¹ce antygen � APC
antigen presenting cells. W ten sposób Listeria mo¿e
wywieraæ bardzo du¿y efekt na odpowied� immuno-
logiczn¹ i jest przez to bardzo wygodnym narzêdziem
przy produkcji szczepionek. Indukowana przez infek-
cjê L. monocytogenes odpowied� immunologiczna
obejmuje aktywacjê neutrofili, makrofagów, komórek
NK, limfocytów CD4+, limfocytów CD8+ oraz pro-
dukcjê wielu cytokin [18].

L. monocytogenes mo¿e byæ równie¿ wykorzysta-
na w produkcji szczepionek przeciwnowotworowych.
Próbê jej skonstruowania podjê³a miêdzy innymi fir-
ma advaxis w celu uzyskania szczepionki przeciwko
rakowi szyjki macicy, wywo³ywanemu przez wirus
HPV (Human Papilloma Virus) (preparat Lovaxin C,
obecnie w fazie testów klinicznych). W bakterii zosta³
umieszczony plazmid zawieraj¹cy gen koduj¹cy wy-
brany antygen komórki rakowej [51].
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2.4. Wektory nios¹ce geny reporterowe

Geny reporterowe to geny koduj¹ce bia³ka, których
obecno�æ mo¿na w ³atwy sposób zbadaæ w komórce.
Metodami in¿ynierii genetycznej tworzy siê ich fuzje
z genami b¹d� promotorami genów, których aktyw-
no�æ jest obiektem zainteresowañ. Ca³o�æ umieszcza
siê na wektorze ekspresyjnym. Pozwoli on na wyra¿e-
nie bia³ka kodowanego przez gen reporterowy w da-
nym uk³adzie. Istnieje wiele ró¿nych genów repor-
terowych, których aktywno�æ bada siê metodami
autoradiograficznymi, spektrofotometrycznymi, bio-
i chemoluminescencyjnymi. Najczê�ciej u¿ywanymi
genami s¹ $-galaktozydaza, acetylotransferaza chlor-
amfenikolu, lucyferaza, $-glukoronidaza, oraz zielone
bia³ko fluorescencyjne (GFP) [20].

Geny reporterowe s¹ wa¿nym narzêdziem u¿ywa-
nym w medycynie na przyk³ad w celu badania zmian
na poziomie komórkowym lub molekularnym zwi¹za-
nych z chorobami nowotworowymi w zwierzêtach
modelowych in vivo. Pomagaj¹ one w zrozumieniu
mechanizmów chorób nowotworowych oraz rozwija-
niu efektywnych terapii [6].

Bia³ka fluorescencyjne. Bia³ka fluorescencyjne umo¿-
liwiaj¹ obserwacjê ekspresji genów przy¿yciowo, np.
w organizmie myszy. Coraz czê�ciej d¹¿y siê do pro-
wadzania obserwacji na zwierzêtach multireportero-
wych, w których umieszcza siê kilka genów reporte-
rowych w jednym locus. Wtedy bardzo przydatne
okazuj¹ siê wektory typu BAC, ze wzglêdu na ich
du¿¹ wielko�æ, która pozwala na bli¿sz¹ prawdzie ob-
serwacjê endogennej ekspresji genów. Jako przyk³ady
tego typu wektorów mog¹ s³u¿yæ m.in. wektory GM
i SP opisane w pracy Maye�a [27], s³u¿¹ce do obser-
wacji ekspresji genów w organizmach myszy: Trap
(Tartrate Resistant Acid Phosphatase) w osteoklastach,
Dmp1 (Dentin Matrix Protein-1) i Ibsp (Integrin Bin-
ding Sialoprotein) w osteocytach i osteoblastach [27].

Najczê�ciej wykorzystywanym bia³kiem fluores-
cencyjnym w badaniach biologicznych jest zielone
bia³ko fluorescencyjne � GFP wyizolowane z organiz-
mu meduzy Aequorea victoria. Ze wzglêdu na swoje
w³a�ciwo�ci, takie jak stabilno�æ oraz to, ¿e jego chro-
mofor powstaje w wyniku autokatalitycznej cyklizacji
aminokwasów, która wymaga jedynie obecno�ci tlenu,
jest ono wyj¹tkowo u¿yteczne. Bia³ko GFP jest czêsto
wykorzystywane miêdzy innymi do analizy lokalizacji
bia³ek obecnych w ¿ywych komórkach, wzajemnych
interakcji bia³ek oraz jako gen reporterowy w monito-
rowaniu wzoru i poziomu ekspresji genów [4, 5].

Jak dot¹d stworzono wiele mutantów bia³ka GFP
na przyk³ad: o zwiêkszonej fluorescencji, emituj¹cych
�wiat³o o innej d³ugo�ci fali ni¿ dzikie bia³ko GFP, sys-
temy te umo¿liwiaj¹ obserwacjê nawet do 3 bia³ek na

raz w komórce. Jednak s¹ one tworzone g³ównie do
badañ na du¿ych komórkach eukariotycznych i nie
nadaj¹ siê do u¿ycia w komórkach mikroorganizmów,
ze wzglêdu na zbyt ma³¹ jasno�æ bia³ek GFP w tych
komórkach. Aby prowadziæ obserwacjê jednocze�nie
dwóch bia³ek w komórkach mikroorganizmów potrze-
ba systemów z wysokofluorescencyjnym bia³kiem GFP.
Seria tego typu systemów zosta³a opisana w pracy
L e w i s�a [23]. Wektory te pozwalaj¹ na tworzenie
zarówno N- jak i C-koñcowych fuzji genów badanych
bia³ek z genami reporterowymi gfpmut1 oraz gfpuv.
Opisane bia³ka reporterowe mog¹ byæ te¿ umiejsco-
wione w tej samej komórce, poniewa¿ maj¹ ró¿ne wid-
ma wzbudzenia [23].

3. Podsumowanie

W dzisiejszych czasach rozwój nauki i postêp tech-
niki nastêpuje bardzo szybko. Wiedza genetyczna, po-
siadana przez nas jak i dostêpne technologie pozwalaj¹
osi¹gaæ cele, które kiedy� by³y niemo¿liwymi do reali-
zacji. Wykorzystanie praktyczne badañ z takich dziedzin
naukowych jak in¿ynieria genetyczna i biotechnologia
spowodowa³o rozwój przemys³u biotechnologicznego
oraz postêp w medycynie. Nic wiêc dziwnego, ¿e bio-
technologia jest obecnie bardzo dynamicznie rozwija-
j¹c¹ siê dziedzin¹ gospodarki XXI wieku.

Wektory bakteryjne s¹ wa¿nymi narzêdziami bio-
technologii, pozwalaj¹cymi na wiele istotnych zastoso-
wañ. Wykorzystywane s¹ na ró¿nych etapach pracy
w laboratorium. Ich najbardziej podstawowym u¿yciem
jest wykorzystanie jako wektorów do klonowania.
Stosowanie wektorów pozwala na tworzenie bibliotek
genowych ró¿nych organizmów, a w konsekwencji u³a-
twi³o i nadal u³atwia poznanie genomów wielu organiz-
mów jak i przeszukiwanie bibliotek genowych pod
k¹tem znalezienia odpowiednich genów. Wektory bak-
teryjne s¹ kluczowym narzêdziem przy przenoszeniu
DNA miêdzy ró¿nymi organizmami. Taki transfer
genów pozwala na produkcjê ró¿nego rodzaju bia³ek
w organizmach, które naturalnie ich nie wytwarzaj¹.
Godne podkre�lenia s¹ przede wszystkim bia³ka o zna-
czeniu terapeutycznym wykorzystywane w medycynie.
Nie bez znaczenia jest te¿ wp³yw wektorów bakteryj-
nych na postêp w przemy�le biotechnologicznym.
W laboratorium wektory s¹ równie¿ czêsto wykorzysty-
wane przy prowadzeniu wielu rodzajów badañ, a bardzo
wa¿nym ich zastosowaniem jest niesienie genów repor-
terowych umo¿liwiaj¹cych obserwacjê procesów za-
chodz¹cych w ró¿nych organizmach. Wektory s¹ tak¿e
wygodnymi systemami kieruj¹cymi ekspresj¹ badanych
genów. Pozwalaj¹ one na utrzymywanie ekspresji na
minimalnym poziomie w stanie represji, jednocze�nie
umo¿liwiaj¹c szybk¹ i prost¹ indukcjê ekspresji genu.
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Nale¿y podkre�liæ, ¿e wektory bakteryjne u³atwia-
j¹ bardzo wiele aspektów pracy biotechnologa i wiele
technik wykorzystywanych w laboratoriach biologicz-
nych na ca³ym �wiecie, które bez u¿ycia wektorów
bakteryjnych nie by³yby mo¿liwe do zastosowania.
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