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Summary

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

1. Wstęp

Jednym z centralnych zadań genetyki jest tworzenie wysoko rozdzielczych map 
genetycznych człowieka i innych ssaków. Umożliwia to charakterystykę specyficz
nych rejonów genomu, pozwalając znaleźć powiązanie genów, a właściwie ich pro
duktów z fenotypem. W ostatnich latach nastąpił ogromny postęp w mapowaniu ge
nomu człowieka. Strategia, technika, i rozwój różnorodnych metod powstałych przy 
pracach nad ludzkim genomem są wykorzystywane do tworzenia map genetycznych 
zwierząt gospodarskich i mapowania QTL (Quantitative trait loci - loci cech ilościo
wych) związanych z kompleksem cech ważnych z ekonomicznego punktu widzenia 
(ETL - economically important trait loci). Mapy genomu człowieka oraz innych orga
nizmów są tworzone dwiema drogami: klasyczną metodą rekombinacji (mapy gene
tyczne, sprzężeniowe) oraz technikami mapowania fizycznego (1).

Mapa genetyczna powstaje na bazie częstości występowania rekombinacji i jest 
otrzymywana w wyniku analiz sprzężeniowych polimorficznych markerów. Podczas 
pierwszej połowy lat dziewięćdziesiątych opracowano kilka genetycznych map 
sprzężeniowych świni (2-4). Ogromny zbiór danych opublikowany przez Rohrera 
i wsp. (5), łączący 1042 markery, z których 996 to były mikrosatelity, zintegrował 
wszystkie wcześniejsze mapy genetyczne, ale nie dał wystarczającej informacji (od
powiedniej liczby markerów) dla efektywnej, wysoko rozdzielczej mapy kompleksu 
loci związanych z cechami ważnymi gospodarczo. Od połowy lat dziewięćdziesiątych 
badacze zaczęli używać tych średnio gęstych map do skanowania genomu pod kątem 
QTL. Odległości pomiędzy markerami w tych mapach to od 5,5 do 13 cM (centiMor- 
gan). Te średnio rozdzielcze mapy genetyczne doprowadziły do odkrycia pewnych 
regionów chromosomów związanych z ekonomicznie ważnymi cechami u świń 
(3,6-12). jednakże mikrosatelitarna mapa sprzężeniowa z odległościami 5-10 cM jest 
wystarczająca jedynie do identyfikacji loci z dużym wpływem na fenotyp, charaktery
styka loci z niskim wpływem wymaga wyższej rozdzielczości (1-2 cM). Zmniejszenie 
tych odległości pociąga za sobą konieczność poszukiwania dodatkowych markerów, 
gdyż rozdzielczość mapy zależy od liczby markerów określonych w danym regionie.

Podstawowym narzędziem do konstruowania mapy fizycznej jest genetyka ko
mórek somatycznych. Jedną z metod tworzenia tej mapy jest użycie promieniowa
nia i transfer genów poprzez fuzję (IFGT - irradiation and fusion gene transfer). Tech
nikę tę opracowali Goss i Harris (13), którzy wykazali, że fragmenty chromosomów 
powstałe w wyniku oddziaływania letalnego napromieniowania na komórki ludzkie 
(dawca), mogą być „ocalone” (rescued) poprzez fuzję do komórek biorczyń szczura. 
Hybrydy, które stworzyli, były użyte do mapowania genów w chromosomie X, ale 
metoda ta nie rozprzestrzeniła się szeroko. Dopiero po latach ponownie zaintereso
wali się nią Cox i wsp. (14), którzy zmodyfikowali oryginalną metodykę i jako komó
rek dawców użyli hybrydy ludzkich komórek somatycznych, zawierające pojedyncze 
ludzkie chromosomy. Powstał w ten sposób panel komórek hybrydowych RH (Radia
tion Hybrid Panel).
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2. Panel komórek hybrydowych stworzony na bazie napromieniowanych 
komórek

Panel ten jest używany od 1990 r. i wykorzystywany do konstruowania mapy 
fragmentów chromosomów. Komórki ludzkie poddano działaniu promieni gamma, 
które rozbijają każdy chromosom na przypadkowe fragmenty. Fragmenty te są póź
niej „ocalone” poprzez fuzje ludzkich komórek ze zdrowymi komórkami chomika. 
Pozwala to na połączenie przypadkowych fragmentów ludzkiego DNA z chromoso
mami chomika. Każda uzyskana komórka hybrydowa, zawierająca obydwa fragmen
ty DNA - chomika i człowieka, może rosnąć jako linia komórek zawierających ten 
sam przypadkowy fragment ludzkiego chromosomu (zwana linią komórek hybrydo
wych lub klonem). Klony te mogą zawierać jeden lub wiele fragmentów ludzkich 
chromosomów lub też nie zawierać ich w ogóle. Tak zrekombinowany klon jest te
stowany na obecność lub brak wybranego markera DNA, np. mikrosatelity (15). In
formacja na temat obecności lub braku markerów w panelu komórek hybrydowych 
jest użyta do szacowania odległości między nimi.

Założeniem jest, że fragmenty chromosomów indukowane promieniowaniem 
powstają przypadkowo (rys. 1). Obserwując parę markerów A i B, położonych blisko 
siebie w chromosomie, przyjmuje się, że promieniowanie nie wywoła pęknięcia 
chromosomu pomiędzy nimi. Równocześnie prawdopodobieństwo, że te dwa mar-

marker A B

chromosom C

r a d a c j a

Rys. 1. Fragment chromosomu z markerami A, B, C i D w panelu komórek hybrydowych wg Slonim 
i wsp. (15).
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kery znajdą się w różnych fragmentach DNA jest bardzo małe, proporcjonalne do 
dystansu pomiędzy nimi. jeżeli loci markerowe są położone blisko siebie w chromo
somie, to są one „zatrzymywane” w tym samym fragmencie, co oznacza, że hybryda 
zawiera albo obydwa albo nie zawiera żadnego z markerów. Przeciwnie dzieje się 
z markerami położonymi w znacznej odległości. Wówczas fragmenty zawierające 
markery B i C są zatrzymywane niezależnie przez wiele komórek hybrydowych.

Zadaniem badaczy jest zrekonstruowanie pozycji markerów w oryginalnym 
chromosomie znając jedynie „częstość zatrzymania” (retention frequency) w panelu 
komórek. Częstość pojawiania się przerw pomiędzy parami markerów w panelu 
100-200 niezależnych linii hybrydowych, pozwala ustalić pozycję markerów i zmie
rzyć dystans między nimi (16). Rozdzielczość RH panelu jest funkcją wielkości frag
mentów, które mają związek z dawką napromieniowania. Proces konstruowania 
mapy markerów RH jest podzielony na dwa etapy: część eksperymentalną (napro
mieniowanie, fuzja) oraz część analityczną (identyfikacja markerów) o charakterze 
matematycznym, opartą na algorytmach.

Sukcesy w zastosowaniu RH panelu do tworzenia mapy genomu człowieka 
WG-RH (Whole Genome Radiation Hybrid Map - mapa genomu stworzona na bazie 
komórek hybrydowych) dały podwaliny do tworzenia map innych gatunków 
zwierząt.

Ustalenie lokalizacji genów w świńskim chromosomie było zasadniczo prowa
dzone poprzez hybrydyzację komórek somatycznych, co dawało jedynie informację 
na temat grup syntenicznych. Panel RH ma przewagę zarówno nad tą metodą jak 
i mapowaniem genetycznym, bowiem nie jest wymagany polimorfizm markerów ani 
informacje o rodowodzie zwierząt, jednocześnie metoda ta umożliwia zmapowanie 
każdego markera w genomie, bez konieczności uwzględniania jego polimorfizmu 
allelicznego (17). Zmiana siły napromieniowania (dawka radów) może natomiast 
zmieniać rozdzielczość mapy.

Panel RH oferuje unikatowe możliwości mapowania nie tylko polimorficznych 
markerów, takich jak mikrosatelity, ale również markerów nie polimorficznych 
i o niskiej heterozygotyczności, włączając sekwencje kodujące i EST (Exspressed sequ
ence tags - sekwencyjne znaczniki ekspresji). Pozwala to na powiązanie EST i ge
nów ze strukturą wysoce polimorficznych mikrosatellitów, a także integrowanie 
sprzężeniowych i cytogenetycznych map różnych gatunków zwierząt (mapowanie 
porównawcze). W dalszej kolejności dąży się do maksymalnego wykorzystania stra
tegii mapowania porównawczego do poszukiwań położenia genów kandydujących 
(positional candidate cloning) czyli genów potencjalnie kształtujących poziom cech 
ilościowych.
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3. Panel komórek hybrydowych świni domowej skonstruowany
we współpracy INRA (Francja) i Uniwersytetu w Minnesocie (USA)

3.1. Powstanie panelu

Wykonano 10 eksperymentalnych fuzji z użyciem diploidalnych komórek fibro- 
blastów lub limfocytów świni. Komórki poddano działaniu promieni rentgenow
skich o sile 6000 lub 7000 radów, w zależności od przeprowadzanego doświadcze
nia (rys. 2). Nastąpiła fuzja limfocytów (fibroblastów) z komórkami Wg3hC12 chomi
ka, pozbawionymi możliwości syntetyzowania fosforybozylotransferazy hipoksanty- 
nowej (HPRT), w obecności glikolu polietylenowego (PEG). Następnie komórki 
umieszczono w medium RPMl z HAT (hypoxantyna, aminopteryna, thymidyna). Me
dium to umożliwia usunięcie z hodowli komórek drugiego komponentu (chomika) 
i dokonuje selekcji hybrydów, które zatrzymują gen HPRT. Po wyselekcjonowaniu 
komórek hybrydowych w trakcie ich dalszej hodowli następują charakterystyczne 
zmiany w ich genomie, polegające na tym, że chromosomy jednego komponentu

swini po napromieniowaniu (HPRT-

niezależne

selekcja

^ podłoże HAT

klony hybrydowe

Rys. 2. Schemat oddziaływania promieniowania na genom świni i transfer genów poprzez fuzję wg 
Walter i wsp. (1).
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komórkowego podlegają stopniowej eliminacji (18). Następnie w ciągu 10-15 dni po 
fuzji poszczególne kolonie umieszczano w osobnych hodowlach, aby stworzyć pa
nel niezależnych klonów hybrydowych. Dla każdego wyselekcjonowanego klonu wy
ekstrahowano DNA i utrzymywano je w ciekłym azocie (19).

3.2. Ekstrakcja DNA

Każdy klon hybrydowy hodowano w kilku powtórzeniach w celu uzyskania więk
szej ilości DNA, które izolowano zgodnie z procedurą Gross-Belard (20). Poszczegól
ne hybrydy zawierały 2-8 mg DNA. Zawartość tych klonów hybrydowych została 
scharakteryzowana metodą hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ - FISH {Fluorescent 
in situ hybridization) z fragmentami SINE (Short Intersperesed Nucleotide Elements - 
krótkie rozproszone elementy nuklotydowe) lub metodą syntezy in situ z użyciem 
oligonukleotydów PRINS {Primed In Situ Labeling). Dodatkowo 32 markery mikrosate- 
litarne o znanym położeniu w chromosomie i jeden marker typu EST były użyte do 
szacowania „częstości zatrzymania” w każdym klonie hybrydowym.

3.3. Tworzenie mapy RH za pomocą panelu komórek hybrydowych

Drugi etap, szacunkowy, ma na celu ustalenie właściwej kolejności położenia 
markerów w chromosomie bazując na ich częstości występowania w poszczegól
nych klonach i oszacowaniu odległości między nimi. Pierwszy program mający na 
celu tworzenie świńskiej mapy RH został zainicjowana przez Hawken i wsp. (21). 
Mapa ta została skonstruowana przy użyciu programów komputerowych RHMAP 
i MAPMAKER (22). Początkowo, na podstawie lokalizacji markerów w genetycznej 
mapie sprzężeniowej Rohrera (5), przydzielono je do grup chromosomowych. Za 
pomocą programu komputerowego RH2PT z pakietu RHMAP 3.0 markery te umiej
scowiono w grupach sprzężeniowych. Wartość współczynnika lod score > 4,8 przyję
to za wskazującą na sprzężenie loci markerów. Dystans między markerami wyrażano 
w cR (centiRay). Dystans 1 cR^j między dwoma markerami odpowiada ]% częstości 
przerwania chromosomu pomiędzy nimi w wyniku ekspozycji na odpowiednią daw
kę promieni X (N = dawka napromieniowania w radach) (21). Zależność między od
ległością w cR i faktycznym dystansem genetycznym, wyrażonym w cM (centiMor- 
gan), zależy od dawki radiacji (1 cM = 10 cR 3000)- Analizę wielopunktową i ustala
nie położenia markerów dokonywano przy użyciu programu komputerowego RHA- 
MXL1K, z pakietu RHMAP 3.0. Ponieważ nie zaobserwowano istotnie wyższej częs
tości zatrzymania fragmentów chromosomów w rejonach centromerowych i telo- 
merowych, użyty został model równej częstości.

Z początkowej liczby 126 linii hybrydowych uzyskanych w wyniku doświadczeń 
ostatecznie pozostało 118, bowiem 8 klonów z częstością zatrzymania <9% wyeli
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minowano z panelu. Do mapowania użyto 903 markery, głównie mikrosatelity, ale 
również ESTs i 49 genów. Otrzymano wyniki dotyczące 757 markerów (84%) 
włączając w to 19 EST i 39 genów. Pozostałych 146 markerów (16%) wyłączono z ba
dań z różnych przyczyn (brak amplifikacji świńskiego DNA, amplifikacja wieloprąż- 
kowa lub amplifikacja DNA chomika). Średnia częstość zatrzymania dla 757 marke
rów wyniosła 29,3%. Najwyższą częstość (95%) zaobserwowano w chromosomie X 
dla dwóch markerów: Sw3137 i Sw707. Jednocześnie rozdzielczość mapy (średnia 
odległość pomiędzy markerami) była dosyć wysoka i wynosiła 35-37 cR (21).

Mapy RH tworzą również doskonałe bazy do mapowania porównawczego, po
zwalając na identyfikację regionów homologicznych w strukturze genomu między 
gatunkami. Mapowanie porównawcze pokazuje jak konserwatywna jest organizacja 
genomu ssaków, jest również narzędziem wykorzystywanym do przewidywania lo
kalizacji w chromosomie genów homologicznych u różnych gatunków zwierząt 
i człowieka, a ponadto u zwierząt gospodarskich, jako metoda selekcjonowania ge
nów kandydujących, odpowiedzialnych za wzrost wydajności cech istotnych z eko
nomicznego punktu widzenia. Moc mapowania porównawczego wzrasta wraz z roz
dzielczością map.

Mapa WG-RH została również użyta do zlokalizowania 1058 świńskich ESTs. 
Mapa ta odsłania istnienie korespondujących ze sobą regionów pomiędzy genoma
mi człowieka i świni, zidentyfikowanych wcześniej metodą malowania chromoso
mów. Znaleziono nowe rejony homologiczne i przeszeregowano markery względem 
uporządkowania istniejącego u człowieka oraz podniesiono rozdzielczość mapy. Po 
raz pierwszy stwierdzono również, że istnienie regionów „bogatych” w geny i „ubo
gich” jest konserwatywne zarówno w genomie człowieka jak i świni (23).

Zebranie informacji na temat mapowania porównawczego pomiędzy genomem 
człowieka i świni jest użyteczne dla zrozumienia ewolucyjnych zależności pomiędzy 
tymi dwoma genomami (24).

Po 2000 r. powstał panel skonstruowany przez badaczy japońskich (25), przy 
użyciu siły napromieniowania 5000 radów, ze zmapowanymi 842 mikrosatelitami 
oraz panel RH świni drugiej generacji skonstruowany we Francji w 2002 r., przy uży
ciu 12 000 radów, będący uzupełnieniem poprzedniego (26). Nowo skonstruowany 
panel jest doskonałym źródłem tworzenia mapy o czterokrotnie wyższej rozdziel
czości niż poprzednia (12-14 kb/cR), ze średnią częstością zatrzymania markerów 
35,4%. Dotychczas określono położenie m.in. 27 markerów w rejonie występowania 
genu RN w chromosomie 15, jednak ogólna liczba markerów zmapowanych w trzech 
interesujących regionach nie jest duża i wynosi około 100. Aktualnie uruchamiany 
zostaje w Newadzie (USA) program mapowania na bazie tego panelu, jednak plano
wana ilość markerów nie jest dokładnie znana (Martine Yearle 2003, informacja ust
na).

Poza mapami pełnego genomu prezentowano również wiele badań dotyczących 
indywidualnych chromosomów świni (9,27,28). Szczególnie interesujące jest stwo
rzenie mapy chromosomu 6 obejmującej rejon występowania genu RYRl (29), waż
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ny z ekonomicznego punktu widzenia oraz jego analiza porównawcza z homolo
gicznym rejonem chromosomu 19 człowieka.

Panele genomu stworzone na bazie napromieniowanych komórek są używane 
aktualnie do tworzenia map chromosomowych nie tylko człowieka (30-32) i świni, 
ałe również kiłku innych gatunków zwierząt: szczura (33-35), myszy (36,37), konia 
(38,39), bydła (40,41), psa (42-44) i kota (45). Szczegółowe informacje na temat ak- 
tuałnie istniejących map RH są dostępne na stronie internetowej: 
http://compgen.riitgers.edu/rhmap/.
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