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W niniejszej pracy podjgto probe zastosowania techniki indeksacji  do
sekwencjonowania DNA. Indeksowanie DNA jest metoda polegajaca na izolowaniu
fragmentéw powstatych po cigciu DNA enzymami restrykcyjnymi klasy IIS. Enzymy te
charakteryzuja si¢ zdolno$cia do rozpoznawania specyficznej sekwencji w obrebie DNA i
cigcia w pewnej, Scisle okreslonej od niej odlegtosci. W kolejnym kroku procedury fragmenty
restrykcyjne sa izolowane z zastosowaniem specyficznych indekserow. Takie dwuniciowe
adaptory sktadaja si¢ z indywidualnie przygotowywanej nici indeksujacej (24-nt)
przytaczonej do komplementarnego krétszego oligonukleotydu (20-nt), ktéry jest wspdlny dla
wszystkich nici indeksujacych. Obydwa oligonukleotydy maja odmienne funkcje, podczas
gdy krotszy jest uzywany jako starter w reakcjach amplifikacji i sekwencjonowania DNA, to
dhuzszy decyduje o specyficznosci okreslonego indeksera wzgledem matrycy — produktu
trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi klasy 11S. Enzymy stosowane w tej metodzie (np.:
Aarl, Alw16l, Bbvl, Bbsl, Bsal, BsmAl, BsmBI, BsmFI, BspMlI, Fokl, SfaNI) trawiac DNA
pozostawiaja czteronukleotydowe 5’-lepkie konce. Calkowita liczba wszystkich kombinacji
takich koncow to 256 (44). Dlatego tez, biblioteka indekserdéw sktada sig¢ z 256 dwuniciowych
oligonukleotydow rézniacych si¢ migdzy soba 4-nukleotydowa sekwencja na koncu 5’ nici
indeksujace;.

W proponowanym przez nas podej$ciu klonowany do wektora plazmidowego fragment
DNA jest substratem w kolejnych reakcjach: (i) amplifikacji (stosowane sa do tego startery
uniwersalne w stosunku do uzywanego wektora, np.: M13/pUC); (ii) zautomatyzowanego
sekwencjonowania (w pierwszym etapie uzywa si¢ uniwersalnego startera a w kolejnych
krotszej nici indeksera); (iii) komputerowej analizy uzyskanej sekwencji nukleotydowej w
kierunku poszukiwania miejsc rozpoznawanych przez enzymy klasy IIS; (iv) cze$ciowego
trawienia matrycowego DNA wybranym na podstawie przeprowadzonej analizy enzymem
restrykcyjnym klasy I1S; (v) przytaczenia specyficznego indeksera. Cyklicznos¢ tych reakcji
zapewnia przesuwanie si¢ wzdtuz analizowanego DNA przez przylaczanie w kazdym cyklu
indeksera o innym lepkim koncu. Kazdemu cyklowi towarzyszy skracanie analizowanej
czasteczki DNA. Efektywno$¢ sekwencjonowania DNA przez kroczenie indekserami zostata

z powodzeniem sprawdzona podczas sekwencjonowania plazmidow wyizolowanych z



enteropatogennych szczepow E. coli (pEC157, AF432497; pEC904, AY589570; pEC278,
AY589571). W tym $wietle uprawnione jest stwierdzenie, ze opracowana w ramach niniejszej
pracy metoda w znacznym stopniu moze uprosci¢ zestawianie gotowej sekwencji
nukleotydowej przy sekwencjonowaniu duzych odcinkéw genomowego DNA. Mozliwe jest
takze stosowanie tej metody do zamykania luk pomigdzy kontigami, w kofcowym etapie
zestawiania sekwencji genomowego DNA. Niewatpliwe zalety tego podejscia to mozliwos¢
szybkiego 1 systematycznego analizowania dowolnej czasteczki klonowanego DNA przy
zastosowaniu biblioteki presyntetyzowanych indekserow (ich catkowita liczba to 256).

Podjeto takze probe zastosowania metody sekwencjonowania DNA przez kroczenie
indekserami do analizy wigkszych czasteczek DNA (10-50 kpz) z pominigciem etapu
amplifikacji zindeksowanego fragmentu DNA. Otrzymano czytelne sekwencje zaréwno dla
DNA faga lambda (wielko$¢ czasteczki 48,5 kpz) jak i dla pochodnej plazmidu pGEM3Zf(+)
(insert 10 kpz). Stwierdzono, iz kluczowe znaczenie ma wybor enzymu do reakcji trawienia
DNA.

Zbadano takze mozliwo$¢ zmniejszenia biblioteki indekserow do 64 adaptorow
rozniacych si¢ kohezyjnym koncem 5° poprzez zastosowanie zdegenerowanych nici
indeksujacych. Testy na specyficznosé ligacji zdegenerowanych adaptorow przeprowadzono
poprzez analize klonowanych zindeksowanych fragmentéw DNA (badanie posrednie).
Zastosowano takze adaptory znakowane izotopowo i matryce DNA o wysokiej czystosci,
uzyskane przez zlaczenie dwoch komplementarnych oligonukleotydow oczyszczonych na
HPLC (badanie bezposrednie). Wykazano, iz optymalizacja warunkow reakcji ligacji
zdegenerowanych adaptoréw (podwyzszona temperatura reakcji ligacji 1 wysokie stgzenie soli
w mieszaninie ligacyjnej) umozliwia specyficzne taczenie z matrycowym DNA. Adaptor
zawierajacy zdegenerowany nukleotyd w pozycji 1 od konca 5° (np. 5’-NATT) wykazuje
wysoka specyficzno$¢ przytacznia do matycy w obecnosci 100 mM octanu sodu w
mieszaninie reakcyjnej.

W ramach niniejszej pracy skonstruowano nowy wektor typu BAC/oriV, pKG20 (8694
pz) zawierajacy dwa miejsca inicjacji replikacji. Pierwsze z nich - oriS umozliwia stabilne
utrzymywanie w komorkach E. coli plazmidéow zawierajacych duze inserty poprzez
ograniczenie ilosci kopii do maksymalnie dwoch kopii w jednej komorce bakteryjnej,
natomiast oriV umozliwia uzyskanie znacznych ilosci DNA poprzez indukcje L-arabinoza co
skutkuje wzrostem liczby kopii plazmidow w komorce. W sekwencji plazmidu wystepuja
takze dwa miejsca rozpoznawane przez enzym restrykcyjny klasy IIS Aarl, ktore ograniczaja

obszar zawierajacy marker genetyczny (gen kodujacy endonukleaze restrykcyjna Pvull).
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DNA wektora w duzych ilosciach mozna otrzymaé ze szczepu niosacego gen
metylotransferazy Pvull na chromosomie, gdzie metylowane DNA jest chronione przed
cicciem endonukleaza Pvull. Wtasciwa selekcje klonow przeprowadza si¢ w szczepie
pozbawionym genu metylotrasferazy Pvull. DNA poddawany analizie jest dzielony
mechanicznie na mniejsze fragmenty, taczony z nadmiarem dwuniciowych adaptoréw 0
kohezyjnych koncach 5’ komplementarnych wzgledem koncoéw Aarl. Tak przygotowane
fragmenty DNA sa przylaczane do zlinearyzowanego wektora. Po transformacji jedynie
komorki bakteryjne zawierajace zrekombinowane czasteczki wektora moga si¢ namnazac. Tto
pochodzace z autoligacji jest minimalne poniewaz replikuja si¢ wylacznie plazmidy
pozbawione funkcjonalnego genu dla endonukleazy Pwvull. Przeprowadzone testy
potwierdzity skutecznos$¢ selekcji dla konstrukeji opartej na uktadzie ,,toksyna — antytoksyna”

(gen restryktazy Pvull — gen metylotransferazy Pvull).



