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N u c l e i c A c i d s R e s e a r c hP C R - b a s e d cDNA l
i b r a r y c o n s t r u c t i o n : g e n e r a l cDNA l i b r a
r i e s a t t h e l e v e l o f a f e w c e l l s

A . B e l y a v s k y * , T . V i n o g r a d o v a + a n d K .
R a j e w s k y

I n s t i t u t e f o r G e n e t i c s , U n i v e r s i t y o
f C o l o g n e , 5 0 0 0 W e y e r t a l 1 2 1 , FRG

R e c e i v e d F e b r u a r y 1 4 , 1 9 8 9 ; A c c e p t e d
M a r c h 1 4 , 1 9 8 9ABSTRACTA p r o c e d u r e f o r t h e c o
n s t r u c t i o n o f g e n e r a l c D N A l i b r a r i e s i s
d e s c r i b e d w h i c h i s b a s e d o n t h ea m p l i f i c
a t i o n o f t o t a l cDNA i n v i t r o . T h e f i r s t c D N
A s t r a n d i s s y n t h e s i z e d f r o m t o t a l RN A u s
i n ga n o l i g o d T ) - c o n t a i n i n g p r i m e r . A f t
e r o l i g o d G ) t a i l i n g t h e t o t a l c D N A i s a m p
l i f i e d b y PCR u s i n gt w o p r i m e r s c o m p l e m e n
t a r y t o o l i g o d A ) a n d o l i g o d G ) e n d s o f t h e
c D N A . F o r i n s e r t i o n o f t h ec D N A i n t o a v e c
t o r a c o n t r o l l e d t r i m m i n g o f t h e 3 e n d s o f
t h e c D N A b y K l e n o w e n z y m e w a s u s e d .S t a r t
i n g f r o m 1 0 J 5 5 8 L 1 m 3 m y e l o m a c e l l s , t o t a
l cDNA w a s s y n t h e s i z e d a n d a m p l i f i e d a p p r
o x i m a t e l y1 0 5 f o l d . A l i b r a r y c o n t a i n i n
g 1 0 6 c l o n e s w a s e s t a b l i s h e d f r o m 1 / 6 o f t
h e a m p l i f i e d c D N A . S c r e e n i n go f t h e l i b r
a r y w i t h p r o b e s f o r t h r e e g e n e s e x p r e s s e
d i n t h e s e c e l l s r e v e a l e d a n u m b e r o f c o r r
e s p o n d i n gc l o n e s i n e a c h c a s e . T h e l o n g e
s t o b t a i n e d c l o n e s c o n t a i n e d i n s e r t s o f
1 . 5 k b l e n g t h . No s e q u e n c e so r i g i n a t i n g f
r o m c a r r i e r s o r f r o m rRNA w a s f o u n d i n 1 4 r a
n d o m l y p i c k e d c l o n e s .INTRODUCTIOND e s p i t e t h
e e x i s t e n c e o f s o p h i s t i c a t e d a p p r o a c h e
s f o r c l o n i n g cDNA, t h e p r o c e d u r e s t i l lr e m
a i n s h i g h l y i n e f f i c i e n t . O n l y a m i n o r f r
a c t i o n o f cDNA g i v e s r i s e t o r e c o m b i n a n t c
l o n e s ,o f w h i c h 1 0 6 may h a v e t o b e s c r e e n e d
i n o r d e r t o f i n d c l o n e s c o r r e s p o n d i n g t o
r a r em R N A s f o r r e v i e w , s e e 1 ) ) . T h u s , t h e
c l o n i n g o f g e n e s s p e c i f i c a l l y e x p r e s s e
d a t t h el e v e l o f s m a l l c e l l p o p u l a t i o n s ,
w h i c h w o u l d b e o f g r e a t i n t e r e s t f o r s t u d
i e s i n c e l ld i f f e r e n t i a t i o n , n e u r o b i o l
o g y , d e v e l o p m e n t a l b i o l o g y a n d r e l a t e d
f i e l d s , i s n o t f e a s i b l e a tt h e p r e s e n t t e
c h n i c a l l e v e l .T h i s l i m i t a t i o n o f t h e c l
o n i n g p r o c e s s c o u l d b e o v e r c o m e b y t h e p r
i o r a m p l i f i c a t i o n o fc D N A i n v i t r o . I n o u
r p r e v i o u s w o r k , a n o v e l m o d i f i c a t i o n o f
t h e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n( P C R ) f o r
a m p l i f i c a t i o n o f c D N A h a s b e e n d e s c r i b e
d 2 ) . I n c o n t r a s t t o s t a n d a r d P C R ,w h e r e b
y a m p l i f i c a t i o n o f o n l y o n e s p e c i f i c s e q
u e n c e o r a g r o u p o f r e l a t e d s e q u e n c e s i sa
c h i e v e d 3 ) , o u r s c h e m e a l l o w s t o a m p l i f y
v i r t u a l l y a l l c D N A s p e c i e s p r e s e n t i n t h
e r e a c t i o nm i x t u r e . M o r e o v e r , e v e n l o n g
c D N A s , i n t h e s i z e r a n g e o f 2 . 4 - 4 . 4 k b , w e
r e f o u n d t ob e a m p l i f i e d w i t h r e a s o n a b l y
h i g h e f f i c i e n c y . T h i s a p p r o a c h p r o v i d e
s t h e n e c e s s a r y b a s i sf o r a m e t h o d o f c D N A
l i b r a r y c o n s t r u c t i o n , w h i c h i n c l u d e s a
n a m p l i f i c a t i o n s t e p p r i o rt o t h e c l o n i n
g o f c D N A i n b a c t e r i a a n d h e n c e i s e f f i c i e
n t w i t h s i g n i f i c a n t l y l o w e r a m o u n t so f R
N A t h a n w e r e r e q u i r e d i n p r e v i o u s p r o c e d
u r e s . I n t h e p r e s e n t w o r k we d e s c r i b e s u c
ha m e t h o d , w h i c h p e r m i t s t o c o n s t r u c t l a
r g e - s i z e g e n e r a l c D N A l i b r a r i e s s t a r t i
n g f r o m o n l ya f e w c e l l s .MATERIALS ND METHODSR e a g e
n t sA v i a n m y e l o b l a s t o s i s v i r u s ( A M V ) r e
v e r s e t r a n s c r i p t a s e wa s p u r c h a s e d f r o m
L i f e S c i e n c e s ,S t . P e t e r s b u r g , F l o r i d a
. DNA p o l y m e r a s e f r o m T h e r m u s a q u a t i c u s T
a q p o l y m e r a s e ) wa sILPesV o l u m e 1 7 N u m b e r 8 1
9 8 9

( D I R L P r e s s 2919
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N u c l e i c A c i d s R e s e a r c ho b t a i n e d f r o m P
e r k i n E l m e r C e t u s , N o r w a l k , C T . E . c o l i 5
S RN A a n d K l e n o w e n z y m ew e r e o b t a i n e d f r o m
B o e h r i n g e r M a n n h e i m B i o c h e m i c a , FRG P o l
y C , p o l y I p o l y C ,p o l y d I , d T ) , d e o x y n u c l
e o t i d e t r i p h o s p h a t e s a n d t e r m i n a l d e o x
y n u c l e o t i d y l t r a n s f e r a s e w e r ep u r c h a s
e d f r o m P h a r m a c i a - P L F i n e B i o c h e m i c a l s
D N A a n d RN A s i z e l a d d e r s w e r ef r o m B e t h e s d
a R e s e a r c h L a b o r a t o r i e s , G a i t h e r s b u r g
, MD; N u S i e v e GTG a g a r o s e f r o mFMC B i o P r o d u c
t s , R o c k l a n d , ME Q i a g e n t i p s w e r e o b t a i n
e d f r o m D i a g e n , D u s s e l d o r f ,F R G . O l i g o n
u c l e o t i d e s , s y n t h e s i z e d o n a n A p p l i e d B
i o s y s t e m s 3 8 0 A D N A S y n t h e s i z e r ,w e r e p r
o v i d e d b y K a r i n O t t o a n d B e n n o M u l l e r - H i
l l a n d w e r e p u r i f i e d b y e l e c t r o p h o r e s i
so n a 2 0 d e n a t u r i n g p o l y a c r y l a m i d e g e l 4
) .C e l l c u l t u r eT h e J 5 5 8 L A m 3 c e l l l i n e 5 ) ,
w h i c h w a s d e r i v e d f r o m t h e I g X l c h a i n - p r
o d u c i n gp l a s m a c y t o m a l i n e J 5 5 8 L b y t r a n
s f e c t i o n w i t h t h e v e c t o r pSVym a n d w h i c h e x
p r e s s e s t h em e m b r a n e f o r m o f I t I g h e a v y c
h a i n 6 ) , w a s c u l t u r e d i n D u l b e c c o s m o d i f
i e d E a g l e sm e d i u m s u p p l e m e n t e d w i t h 1 0 F
C S , 2 mM L - g l u t a m i n e , 2 0 y M 2 - m e r c a p t o e t
h a n o l ,5 0 U / m i p e n i c i l l i n , 5 0 m g / m i s t r e
p t o m y c i n , 2 j i g / m l m y c o p h e n o l i c a c i d , 2
5 0 a t g / m l x a n t h i n ea n d 1 5 p g / m l h y p o x a n t
h i n e .I s o l a t i o n o f t o t a l RNA m o d i f i e d f r o
m 7 ) )5 j i l o f i n t a c t c e l l s s u s p e n d e d i n s t
e r i l e P B S o r d i s r u p t e d c e l l s i n l y s i s b u f
f e r s e e R e s u l t s )w e r e a d d e d t o 4 0 j i l o f l y
s i s b u f f e r 4 M g u a n i d i n i u m t h i o c y a n a t e ,
2 5 mM s o d i u m c i t r a t epH 7 . 0 , 1 0 0 mM 2 - m e r c a p
t o e t h a n o l , 0 . 5 s o d i u m l a u r o y l s a r c o s i n
a t e ) , w h i c h a l s oc o n t a i n e d j g o f S S RN A f r o
m E . c o l i . T h e l y s a t e w a s v o r t e x e d v i g o r o
u s l y t o s h e a r DNA.2 . 5 t l o f 1 M s o d i u m a c e t a t
e pH 4 . 0 , 5 0 t d o f w a t e r - s a t u r a t e d p h e n o l
a n d 1 0 1 l o f c h l o r o f o r mw e r e a d d e d , w i t h m
i x i n g a f t e r e a c h a d d i t i o n . T h e s a m p l e s w
e r e p u t o n i c e f o r 1 0 m i na n d t h e n c e n t r i f u
g e d a t 1 2 , 0 0 0 g f o r 1 0 m i n . T h e w a t e r p h a s e
w a s t r a n s f e r r e d t o a n o t h e rt u b e , a n d t h e
RN A w a s p r e c i p i t a t e d b y a d d i t i o n o f 2 . 7 v
o l o f a b s o l u t e e t h a n o l a n dc e n t r i f u g a t i
o n a t 1 2 , 0 0 0 g f o r 2 0 m i n . T h e RN A p e l l e t w a
s w a s h e d t w i c e w i t h 7 0 e t h a n o l ,a i r d r i e d
a n d d i s s o l v e d i n 5 y l o f D E P C - t r e a t e d w a t
e r .F i r s t s t r a n d s y n t h e s i sT h e p r o c e d u r e
w a s p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o t h e p r o t o c o l
d e s c r i b e d i n 8 ) . T h e i s o l a t e dt o t a l RN A w a
s r e v e r s e t r a n s c r i b e d i n a t o t a l v o l u m e o
f 1 5 p l i n a b u f f e r c o n t a i n i n g 5 0mM T r i s - H C
l pH 8 . 3 , 5 0 mM K C l , 1 0 mM M g C l 2 , 1 m M DTT, 1 mM
EDTA, dNTPm i x t u r e 2 mM o f e a c h d N T P ) , 0 . 5 mM s p e
r m i d i n e - H C l , 4 mM s o d i u m p y r o p h o s p h a t e
,2 0 p m o l e s T ) p r i m e r , a n d 1 4 u n i t s AMV r e v e
r s e t r a n s c r i p t a s e . S y n t h e s i s w a s p e r f o
r m e df o r 4 5 m i n a t 4 2 C a n d s t o p p e d b y a d d i t
i o n o f 1 6 y l 0 . 1 M N a C l , 4 0 mM EDTA.R e m o v a l o f t
h e p r i m e rA f t e r a d d i t i o n o f 2 t l 0 . 5 y g ) p o
l y l p o l y C , n u c l e i c a c i d s w e r e p r e c i p i t a
t e d b y a d d i t i o no f 2 d 4 1 0 ( w / v ) c e t y l t r i m
e t h y l a m m o n i u m b r o m i d e ( C T A B ) a n d c e n t r
i f u g a t i o n f o r 1 5m i n . T h e p e l l e t w a s d i s s
o l v e d i n 1 4 y l M N a C l a n d r e - p r e c i p i t a t e d
b y a d d i n g 2 5 j i lo f w a t e r a n d d 1 o f 1 0 CTAB. N u
c l e i c a c i d s w e r e r e c o v e r e d b y d i s s o l v i n
g t h e p e l l e ti n a s m a l l v o l u m e o f 1 M N a C l a n
d p r e c i p i t a t i n g w i t h 2 . 7 v o l e t h a n o l . D r
i e d s a m p l e sw e r e d i s s o l v e d i n 5-6 t l o f a g a
r o s e l o a d i n g b u f f e r a n d s e p a r a t e d f o r
60-80 m i n a t 6 0V o n a 1 N u S i e v e a g a r o s e g e l , w
h i c h h a d b e e n p r e - r u n w i t h p o l y l p o l y C ( 1
2 0 n g p e r3 mm s l o t ) . T h e 5 S RN A b a n d w a s v i s u
a l i z e d b y a l o n g - w a v e U V s o u r c e a n d d i s c a
r d e dt o g e t h e r w i t h t h e l o w e r p a r t o f t h e g
e l . N u c l e i c a c i d s w e r e c o n c e n t r a t e d i n a
s m a l l v o l u m eo f a g a r o s e b y e l e c t r o p h o r e
s i s i n t h e o p p o s i t e d i r e c t i o n f o r t h e s a m
e t i m e . R e c o v e r y f r o ma g a r o s e w a s a c h i e v
e d b y m e l t i n g t h e a g a r o s e p i e c e a t 6 0 C a f t
e r a d d i t i o n o f N a C l t o 1 5 0 mMa n d o f 0 . 2 5 / A g
p o l y l I p o l y C , e x t r a c t i n g w i t h h o t b u f f e
r e d p h e n o l , a n d c h r o m a t o g r a p h y2920
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N u c l e i c A c i d s R e s e a r c ho n Q i a g e n - 5 t i p
s . T h i s l a t t e r p r o c e d u r e w a s p e r f o r m e d e
s s e n t i a l l y a s r e c o m m e n d e d b yt h e m a n u f a
c t u r e r f o r t h e p u r i f i c a t i o n o f D N A a f t e r
e l u t i o n f r o m a g a r o s e g e l s , w i t h t h ee x c e
p t i o n t h a t 0 . 8 M i n s t e a d o f 0 . 7 5 M N a C l w a s
u s e d i n t h e w a s h i n g b u f f e r a n d t h a tt h e r e
s i n w a s p r e t r e a t e d w i t h 0 . 5 A g p o l y C a n d 1
. 5 j i g p o l y I p o l y C t o e l i m i n a t e i r r e v e r s
i b l ea d s o r p t i o n o f c D N A . N u c l e i c a c i d s w
e r e e l u t e d w i t h 6 0 0 A l e l u t i o n b u f f e r 1 . 6
M N a C l ,5 0 mM MOPS pH 7 . 6 , 1 5 e t h a n o l ) , c o n t a i
n i n g 0 . 2 5 , u g p o l y l p o l y C , a n d p r e c i p i t a
t e dw i t h 0 . 8 5 v o l i s o p r o p a n o l . A f t e r c e n
t r i f u g a t i o n f o r 2 0 - 3 0 m i n t h e p e l l e t w a s
w a s h e d t w i c ew i t h 70 e t h a n o l a n d d r i e d .O l
i g o d G ) t a i l i n g a n d RNA h y d r o l y s i sP e l l e t
s w e r e d i s s o l v e d i n t a i l i n g b u f f e r , c o n s
i s t i n g o f 2 0 0 mM p o t a s s i u m c a c o d y l a t e , 2
5mM T r i s - C l pH 6 . 9 , 0 . 1 mM D T T , 0 . 5 mM C o C 1 2 ,
5 0 nM d G T P . T a i l i n g w a s p e r f o r m e dw i t h 1 8 u
n i t s t e r m i n a l t r a n s f e r a s e f o r 2 0 m i n a t 3
7 C . T h e r e a c t i o n w a s t e r m i n a t e d b ya d d i t
i o n o f EDTA t o 2 0 mM a n d N a C l t o 0 . 1 M . N u c l e i c
a c i d s w e r e p r e c i p i t a t e d b y a d d i t i o no f
CTAB t o 0 . 4 . T h e p e l l e t w a s d i s s o l v e d i n a s
m a l l v o l u m e o f 1 M N a C l a n d p r e c i p i t a t e da
g a i n w i t h 2 . 7 v o l e t h a n o l a f t e r a d d i t i o n
o f 0 . 2 j i g p o l y d I , d T ) . N u c l e i c a c i d s w e r
e d i s s o l v e di n 2 0 , u l o f 5 0 mM N a O H , 2 mM EDTA a n
d i n c u b a t e d f o r 1 h r a t 6 5 C . A l k a l i w a sn e u
t r a l i z e d b y a d d i t i o n o f 3 y l 3 M s o d i u m a c e
t a t e pH 5 . 2 , a n d D N A w a s p r e c i p i t a t e dw i t h
2 . 7 v o l e t h a n o l . A f t e r w a s h i n g a n d d r y i n
g , t h e p r e c i p i t a t e w a s d i s s o l v e d i n 2 0 I
dH 2 0 .A m p l i f i c a t i o n b y PCRT h e o l i g o d G ) - t
a i l e d f i r s t s t r a n d w a s a m p l i f i e d i n a 1 0 0
- i d l r e a c t i o n v o l u m e i n a b u f f e rc o n t a i n
i n g 1 0 mM T r i s - H C l pH 8 . 3 , 5 0 mM K C l , 4 mM M g C l
2 , 0 . 0 1 ( w / v ) g e l a t i n ,dNTP m i x t u r e 0 . 5 mM o
f e a c h d N T P ) , 1 0 0 p m o l e s o f t h e T ) a n d C ) p r
i m e r s a n d 2u n i t s T a q p o l y m e r a s e . A m p l i f
i c a t i o n w a s p e r f o rm e d o n a p r o g r a m m a b l e
h e a t e r T e c h n e ,C a m b r i d g e , U K ) . T h e r e a c
t i o n c y c l e c o n s i s t e d o f d e n a t u r a t i o n a t
9 6 C f o r 2 m i n , a n n e a l i n ga t 5 8 C f o r 2 m i n , a
n d e l o n g a t i o n a t 7 2 C f o r 4 . 5 m i n . A f t e r 1 5
- 2 0 c y c l e s d e p e n d i n go n t h e i n i t i a l a m o u
n t o f m a t e r i a l ) t h e r e a c t i o n w a s s c a l e d u
p 4 - f o l d b y a d d i n g n e w b u f f e ra n d e n z y m e ,
s p l i t t i n g i n t o 4 s e p a r a t e v o l u m e s , a n d p
e r f o r m i n g 5 a d d i t i o n a l c y c l e s . T h er e a c
t i o n w a s t e r m i n a t e d b y a d d i t i n g a n e x c e s
s o f EDTA, s e p a r a t e r e a c t i o n m i x t u r e s w e r
ep o o l e d a n d t h e a m p l i f i e d m a t e r i a l w a s p
r e c i p i t a t e d w i t h e t h a n o l , r e p r e c i p i t a
t e d w i t h CTABa n d a g a i n w i t h e t h a n o l a s d e s c
r i b e d a b o v e . T h e p e l l e t w a s d i s s o l v e d i n
a s m a l l v o l u m eo f a g a r o s e l o a d i n g b u f f e r
, a n d e l e c t r o p h o r e s e d o n a 1 N u S i e v e a g a r
o s e g e l , u s i n g 1 2 3b p a n d 1 k b DNA l a d d e r s ( B
R L ) a s s i z e m a r k e r s . T h e r e g i o n o f t h e a g a
r o s e g e lc o r r e s p o n d i n g t o cDNAs r a n g i n g i n
s i z e f r o m 3 0 0 b p t o 5 k b w a s c u t i n t o 5-6 p i e c
e s ,w h i c h w e r e p l a c e d i n t o s e p a r a t e t u b e
s . S t a n d a r d 1 0 0 - 1 l PCR m i x e s w e r e e s t a b l i
s h e d a n da m p l i f i c a t i o n w a s p e r f o r m e d f o
r v a r i o u s n u m b e r o f c y c l e s , i n c r e a s i n g p
r o g r e s s i v e l y w i t ht h e i n c r e a s e o f c D N A l
e n g t h , f r o m 1 c y c l e f o r t h e s h o r t e s t t o 1 8
c y c l e s f o r t h e l o n g e s ts p e c i e s . A f t e r p o
o l i n g o f t h e r e a c t i o n m i x t u r e s p h e n o l e x
t r a c t i o n a n d e t h a n o l p r e c i p i t a t i o nw e r
e d o n e , f o l l o w e d b y CTAB a n d e t h a n o l p r e c i
p i t a t i o n s . T h e a m p l i f i e d cDNA w a ss e p a r a t
e d b y e l e c t r o p h o r e s i s i n 1 N u S i e v e a g a r o
s e , a n d f r a g m e n t s s h o r t e r t h a n 3 0 0 b pw e r
e d i s c a r d e d . T h e a m p l i f i e d c D N A w a s r e c o
v e r e d i n a s m a l l v o l u m e b y e l e c t r o p h o r e s
i si n t h e o p p o s i t e d i r e c t i o n a n d i s o l a t e
d b y Q i a g e n c h r o m a t o g r a p h y a s d e s c r i b e d
a b o v e f o rp r i m e r r e m o v a l , w i t h t h e e x c e p
t i o n t h a t o n l y 5 S RN A w a s u s e d f o r e l i m i n a
t i o n o fi r r e v e r s i b l e a d s o r p t i o n a n d t h a
t n o c a r r i e r w a s p r e s e n t d u r i n g t h e e l u t i
o n s t e p .I n s e r t i o n o f cDNA i n t o v e c t o rP l a s
m i d p T Z 1 9 R 9 ) w a s d i g e s t e d w i t h X b a I a n d E
c o R I a n d p u r i f i e d o v e r l o w m e l t i n gt e m p e
r a t u r e - a g a r o s e . O l i g o n u c l e o t i d e a d a p
t o r s , 5 0 0 p m o l e s e a c h , w e r e p h o s p h o r y l a
t e d
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N u c l e i c A c i d s R e s e a r c hp h e n o l - c h l o r o
f o r m a n d p r e c i p i t a t e d b y e t h a n o l . F o r l i
g a t i o n w i t h t h e v e c t o r , t h e cDNAw a s f i r s t p
h o s p h o r y l a t e d b y 1 5 u n i t s p o l y n u c l e o t i
d e k i n a s e i n 1 5 0 i t l s t a n d a r d l i g a s e b u f f
e r 1 0 ) f o r 1 5 m i n a t 3 7 C . A f t e r i n c u b a t i o n
a t 6 5 C f o r 5 m i n 4 0 0 n g v e c t o r a n d 5 u n i t sT 4
l i g a s e w e r e a d d e d , a n d l i g a t i o n w a s p e r f
o r m e d f o r 1 2 h a t 1 5 C .O t h e r p r o c e d u r e sA g a
r o s e e l e c t r o p h o r e s i s d u r i n g p r e p a r a t i
o n o f a m p l i f i e d cDNA w a s p e r f o r m e d i n 1 2 ,5
x8 cm p l a s t i c t r a y s u s i n g m o d i f i e d TAE b u f f
e r , c o n t a i n i n g 5 0 mM T r i s - a c e t a t e pH 8 . 3 ,
0 . 2mM EDTA, 0 . 2 5 y g / m l E t B r . P r e p a r a t i o n o f
c o m p e t e n t DH5a c e l l s a n d t r a n s f o r m a t i o nw
e r e m a d e a c c o r d i n g t o t h e h i g h - e f f i c i e n
c y p r o t o c o l 1 1 ) . T h e l i b r a r y w a s p r e p a r e
d b yp l a t i n g b a c t e r i a o n t o 1 4 - c m p l a t e s a
n d s c r e e n e d a c c o r d i n g t o t h e p r o c e d u r e f
o r h i g h - d e n s i t yp l a s m i d s c r e e n i n g 1 2 ) .
P l a s m i d s w e r e i s o l a t e d b y t h e a l k a l i n e l
y s i s m e t h o d 1 0 ) , a n d f o rs e q u e n c i n g p u r i
f i e d a d d i t i o n a l l y t h r o u g h Q i a g e n c o l u m
n s . S e q u e n c i n g w a s p e r f o r m e d u s i n gS e q u
e n a s e k i t s U n i t e d S t a t e s B i o c h e m i c a l s )
f o l l o w i n g r e c o m m e n d a t i o n s o f t h em a n u f
a c t u r e r . B l o t t i n g o f D N A o n t o G e n e S c r e e
n m e m b r a n e ( N e w E n g l a n d N u c l e a r ) w a sd o n
e u n d e r a l k a l i n e c o n d i t i o n s a c c o r d i n g t
o 1 3 ) . R a d i o a c t i v e p r o b e s w e r e s y n t h e s i
z e db y r a n d o m p r i m i n g o f p l a s m i d s o r p u r i
f i e d i n s e r t s , a n d h y b r i d i z e d a t 6 5 C u n d e
r s t a n d a r dc o n d i t i o n s 1 0 ) .RESULTSP r i n c i p l
e o f t h e a p p r o a c hF o r a m p l i f i c a t i o n - b a s
e d cDNA l i b r a r y c o n s t r u c t i o n t h e a b i l i t y
t o a m p l i f y a l l cDNA s p e c i e s ,i n d e p e n d e n t l
y o f t h e i r s e q u e n c e s , i s o f c e n t r a l i m p o r
t a n c e . T h i s c a n b e a c h i e v e d b y t h ea d d i t i
o n o f c o m m o n p r i m i n g s i t e s t o t h e e n d s o f t
h e s e q u e n c e s t o b e a m p l i f i e d . F o r t h e3 e n
d o f t h e m a j o r i t y o f e u k a r y o t i c mRNAs t h i s i
s d o n e b y t h e c e l l i t s e l f i n t h e f o r m o fp o s
t - t r a n s c r i p t i o n a l p o l y A ) - t a i l i n g . T o
c r e a t e a p r i m i n g s i t e o n t h e o p p o s i t e e n d
, w e u s e da n a p p r o a c h p r o p o s e d b y L a n d e t a
l . 1 4 ) a n d d e v e l o p e d f u r t h e r b y K r a w i n k e
l a n d Z o e b e l e i n 1 5 ) a n d H a n e t a l . 1 6 ) , n a m
e l y o l i g o d G ) t a i l i n g o f t h e f i r s t cDNA s t r
a n d . T h e g e n e r a ls c h e m e o f t h e P C R - b a s e d
cDNA l i b r a r y c o n s t r u c t i o n i s s h o w n i n F i g
. 1 . S y n t h e s i s o f c D N Af r o m i s o l a t e d t o t a
l c e l l u l a r RN A i s p r i m e d b y a p r i m e r / a d a p
t o r r e f e r r e d t o a s T ) p r i m e r ) ,c o n s i s t i n
g o f a n o l i g o d T ) s t r e t c h a t t h e 3 e n d a n d a d
G , d C - r i c h s e q u e n c e a t t h e 5 e n d .A f t e r r e
m o v a l o f t h e p r i m e r t h e f i r s t s t r a n d i s o l
i g o d G ) t a i l e d , a n d t h e RN A s t r a n d i sh y d r o
l y s e d b y a l k a l i t r e a t m e n t . T h e cDNA i s a m p
l i f i e d b y PCR u s i n g T a q D N A p o l y m e r a s e 1 7 )
a n d t w o p r i m e r s c o m p l e m e n t a r y t o t h e o l i
g o d G ) - a n d o l i g o d A ) - e n d s o f t h e cDNA.T h e a
m p l i f i e d cDNA i s t r e a t e d t o p r o d u c e s t i c k
y e n d s , a n d l i g a t e d w i t h a c o m p a t i b l e v e c
t o r .T h e s p e c i f i c s t e p s o f t h e p r o t o c o l a
r e d e s c r i b e d i n m o r e d e t a i l b e l o w .RNA i s o
l a t i o nD e m o n s t r a t i o n o f t h e a m p l i f i c a t
i o n o f t o t a l cDNA i n v i t r o h a s o p e n e d t h e p o
s s i b i l i t y , a tl e a s t i n t h e o r y , t o e s t a b l
i s h cDNA l i b r a r i e s o f c o n s i d e r a b l e s i z e f
r o m s m a l l n u m b e r s o fc e l l s . H o w e v e r , t h i
s g o a l c a n b e o n l y a c h i e v e d a f t e r c o m p l e m
e n t a t i o n o f t h i s b a s i c t e c h n i q u eb y a s e t
o f p r o c e d u r e s p e r m i t t i n g t o i s o l a t e a n d
p r o c e s s m i n u t e a m o u n t s o f RNA. A commonf e a t u
r e o f t h e s e p r o c e d u r e s i s t h e u s e o f a p p r o
p r i a t e c a r r i e r s , w i t h o u t w h i c h s e v e r e l
o s s e sRN A a n d cDNA a r e u n a v o i d a b l e . T h e c a r
r i e r f o r RNA i s o l a t i o n m u s t n o t o n l y e n s u r
ea r e a s o n a b l y h i g h y i e l d o f c e l l u l a r R N A
, b u t s h o u l d a l s o b e n e u t r a l d u r i n g r e v e r
s et r a n s c r i p t i o n , i . e . d o n o t i n h i b i t i t
o r s u p p o r t t h e s y n t h e s i s o f c a r r i e r - s p e
c i f i e d s e q u e n c e s .O u r a t t e m p t s t o u s e t h
e m o s t common a n d r e l i a b l e p r o c e d u r e f o r RN A
i s o l a t i o n , n a m e l yC s C l g r a d i e n t c e n t r i
f u g a t i o n o f g u a n i d i n i u m t h i o c y a n a t e l y
s a t e s 1 8 ) , w e r e u n s u c c e s s f u lf o r c e l l n u
m b e r s s m a l l e r t h a n 1 x 1 0 5 . M o r e s a t i s f a c
t o r y r e s u l t s w e r e o b t a i n e d w i t h t h e

2923


	
8/14/2019 pcr dependent cDNA library.pdf

6/14

N u c l e i c A c i d s R e s e a r c ha c i d p h e n o l i s o
l a t i o n p r o c e d u r e 7 ) . I n t h i s p r o t o c o l c e
l l s a r e d i s r u p t e d w i t h g u a n i d i n i u mt h i o
c y a n a t e , a n d RN A i s i s o l a t e d a l m o s t f r e e
o f c o n t a m i n a t i n g p r o t e i n s a n d DN b y as i n g
l e e x t r a c t i o n w i t h p h e n o l - c h l o r o f o r m a
t pH 4 . 5 S RN A o f E . c o l i w a s f o u n d t o b ea n a p p
r o p r i a t e c a r r i e r f o r t h i s p r o c e d u r e . I t
c o - i s o l a t e d w i t h t h e c e l l u l a r RN A d u r i n
g a c i dp h e n o l p u r i f i c a t i o n p r o v i d i n g m o
r e t h a n 50 r e c o v e r y o f a n RN A l a d d e r a d d e d a
s t r a c e rw i t h c e l l n u m b e r s a s l o w a s 1 x 1 0 3
, a n d w a s f u l l y n e u t r a l i n t h e s u b s e q u e n t
f i r s t s t r a n dc D N A s y n t h e s i s d a t a n o t s h o
w n ) .F i r s t s t r a n d s y n t h e s i s a n d p r i m e r r
e m o v a lT h i s r e a c t i o n i s p e r f o r m e d a c c o r
d i n g t o a r e c e n t p r o t o c o l 8 ) , a l t h o u g h we
u s e d a m o d i f i e d T ) p r i m e r f o r t h e i n i t i a t
i o n o f c D N A s y n t h e s i s , w h i c h c a r r i e s a d G
, d C - r i c h s e q u e n c e5 o f a d T ) 1 6 s t r e t c h s e
e F i g . 1 ) . T h i s a l l o w s t o i n c r e a s e t h e a n n
e a l i n g t e m p e r a t u r e o ft h e T ) p r i m e r d u r i
n g t h e PCR a n d t o g e n e r a t e s t i c k y e n d s b y c o
n t r o l l e d d i g e s t i o n w i t ht h e K l e n o w e n z y
m e s e e b e l o w ) . T h e v e r y s m a l l a m o u n t s o f
RN A u s e d a l l o w t o p e r f o r mcDNA s y n t h e s i s w i
t h t o t a l i n s t e a d o f p o l y A ) + R N A , i n c o n t r
a s t t o t h e m a j o r i t y o f c l o n i n gp r o t o c o l s
.O n e o f t h e t e c h n i c a l l y m o s t d i f f i c u l t s
t e p s i n t h e p r o c e d u r e i s t h e r e m o v a l o f t h
e T )p r i m e r a f t e r t h e f i r s t s t r a n d s y n t h e
s i s . T o a c h i e v e e f f i c i e n t u s e o f t h e t e m p
l a t e , 2 0 p m o l e so f p r i m e r a r e a d d e d t o t h e
f i r s t s t r a n d s y n t h e s i s r e a c t i o n , w h i c h
c o r r e s p o n d s t o a m o r et h a n 1 0 6 f o l d e x c e s
s o f p r i m e r o v e r t e m p l a t e i n t h e c a s e o f l i
b r a r y c o n s t r u c t i o n f r o ms e v e r a l c e l l s .
I f n o t r e m o v e d , t h e p r i m e r w o u l d b e s u b s e
q u e n t l y o l i g o d G ) t a i l e d b y t e r m i n a lt r a
n s f e r a s e a n d e f f i c i e n t l y a m p l i f i e d b y P
C R . T h i s w o u l d i m p o s e , i n t u r n , s e v e r e l i
m i t so n t h e p o s s i b l e d e g r e e o f cDNA a m p l i f i
c a t i o n , b e c a u s e t h e a m p l i f i e d t a i l e d p r
i m e r s w o u l dc o m p e t e w i t h u n t a i l e d p r i m e
r s f o r a n n e a l i n g w i t h c D N A a n d i n h i b i t t h
e s y n t h e s i s o fc o m p l e m e n t a r y cDNA s t r a n d s
. O u r i n i t i a l a t t e m p t s t o u s e g e l - c h r o m a
t o g r a p h y o n S e p h a c r y lS 3 0 0 f o r t h e r e m o v
a l o f t h e p r i m e r g a v e u n s a t i s f a c t o r y r e s
u l t s w i t h s m a l l n u m b e r s o f c e l l s .A t h r e e
s t e p p u r i f i c a t i o n p r o t o c o l w a s t h e r e f o
r e d e v e l o p e d . I n t h e f i r s t s t e p t h e cDNAi s p
r e c i p i t a t e d w i t h C T A B , a c a t i o n i c d e t e r
g e n t w h i c h b i n d s t o n u c l e i c a c i d s a n d i n d
u c e st h e i r a g g r e g a t i o n . S h o r t s i n g l e - s
t r a n d e d f r a g m e n t s p r e c i p i t a t e r a t h e r p
o o r l y , e s p e c i a l l y i n0 . 3 - 0 . 4 M s a l t . T h i
s p e r m i t s r e m o v a l o f 9 9 t o 9 9 . 5 o f t h e p r i m
e r a f t e r t w o c y c l e so f p r e c i p i t a t i o n , w i
t h a l m o s t f u l l r e c o v e r y o f mRNA DNA h y b r i d s
. A t t h i s s t a g e t h ed o u b l e s t r a n d e d p o l y r
i b o n u c l e o t i d e p o l y l p o l y C i s a d d e d a s a c
a r r i e r t o s u b s t i t u t e f o r 5 SRN A a t t h e n e x t
s t e p o f t h e p r o c e d u r e . A d d i t i o n a l p u r i f
i c a t i o n o f t h e c D N A i s a c h i e v e db y m e a n s o
f a g a r o s e e l e c t r o p h o r e s i s a n d d u r i n g t h
e s u b s e q u e n t r e c o v e r y o f t h em R N A - D N A h y
b r i d s o n a Q i a g e n c o l u m n . D u r i n g t h e s e s t
e p s 5 S RN A i s a l s o r e m o v e d ,t h e p r e s e n c e o f
w h i c h i s n o t d e s i r a b l e a t t h e t a i l i n g r e a
c t i o n s e e b e l o w ) . A g a r o s ee l e c t r o p h o r e
s i s i s n o t s t r i c t l y n e c e s s a r y a n d c a n b e o
m i t t e d , w i t h a s o m e w h a t r e d u c e d d e g r e eo
f a m p l i f i c a t i o n .O l i g o d G ) t a i l i n g a n d
RNA r e m o v a lT h e RN A c a r r i e r p r e s e n t i n t h e r
e a c t i o n m i x t u r e s h o u l d n o t s i g n i f i c a n t
l y i n h i b i t t h e t a i l i n gr e a c t i o n o r i t s e l
f b e t a i l e d . P o l y I p o l y C RN A d u p l e x r e d u c
e s d G - t a i l i n g o f cDNA o n l ya p p r o x i m a t e l y 2
f o l d a n d i s o n l y i n s i g n i f i c a n t l y t a i l e d
. 5 S RNA, o n t h e o t h e r h a n d , i s ag o o d s u b s t r a
t e f o r t a i l i n g , w h i c h n e c e s s i t a t e s i t s p
r i o r r e m o v a l . I n m o d e l e x p e r i m e n t s w i t
ha n RN A l a d d e r w e d i d n o t s e e s i g n i f i c a n t d
i f f e r e n c e s i n t h e t a i l i n g e f f i c i e n c y f o
rRNA-DNA h y b r i d s v s . s i n g l e s t r a n d e d DNA. P r e
m a t u r e l y t e r m i n a t e d f i r s t c D N A s t r a n d
sa r e a l s o t a i l e d , w h i c h i s i m p o r t a n t f o r
t h e c l o n i n g o f c D N A s c o m p l e m e n t a r y t o l o
n g mRNAs d a t a n o t s h o w n .A L k a l i n e h y d r o l y s
i s , w h i c h f o l l o w s t h e t a i l i n g s t e p , i s d o
n e m a i n l y t o r e m o v e t h e d o u b l e -2924
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a bcF i g u r e 2 . H y b r i d i z a t i o n o f a m p l i f i
e d cDNA f r o m J 5 5 8 I L m 3 c e l l s a f t e r 1 5 a ) , 2 1
b ) , a n d 2 6 c ) c y c l e s o f PCRw i t h r a d i o a c t i v
e X l p r o b e . c D N A s a m p l e s w e r e s e p a r a t e d b
y e l e c t r o p h o r e s i s i n 1 a g a r o s e w i t h TA E b
u f f e ra n d b l o t t e d o n t o G e n e S c r e e n m e m b r
a n e u n d e r a l k a l i n e c o n d i t i o n s 1 3 ) . T h e r
a d i o a c t i v e p r o b e w a s s y n t h e s i z e db y r a n
d o m p r i m i n g o f p A B X I p l a s m i d 1 9 ) a n d h y b r
i d i z e d u n d e r s t a n d a r d c o n d i t i o n s 1 0 ) .s
t r a n d e d c a r r i e r p o l y I F p o l y C , w h i c h o t h
e r w i s e w o u l d c o m p e t e w i t h p r i m e r s f o r b i
n d i n gt o t h e e n d s o f c D N A . T h e s i m u l t a n e o
u s r e m o v a l o f m R N A g i v e s p l a c e f o r s e c o n d
s t r a n dc D N A s y n t h e s i s . A t t h i s s t a g e t h e
r a n d o m c o - p o l y m e r p o l y d I , d T ) i s a d d e d a
s a c a r r i e rt o p r e v e n t l o s s e s o f s i n g l e - s
t r a n d e d cDNA.PCR a m p l i f i c a t i o nO f t h e t w o p r
i m e r s u s e d i n P C R , o n l y o n e i s f u n c t i o n a l
i n t h e f i r s t c y c l e i n w h i c h t h es e c o n d c D N
A s t r a n d i s s y n t h e s i z e d . T h i s p r i m e r , r e
f e r r e d t o a s C ) p r i m e r , c o n t a i n s a d C ) 1 3 s
t r e t c h c o m p l e m e n t a r y t o t h e o l i g o d G ) t a
i l o f t h e f i r s t s t r a n d a n d a n o n -c o m p l e m e
n t a r y d A , d T - r i c h s e g m e n t a t t h e 5 e n d w h i
c h a l l o w s i n s e r t i o n o f t h e c D N Ai n t o t h e v
e c t o r . I n t h e f i r s t c y c l e , a p r i m i n g s i t e
f u l l y c o m p l e m e n t a r y t o t h e T ) p r i m e ri s a
l s o s y n t h e s i z e d . T h e d G , d C - r i c h s e g m e n
t i n t h e T ) p r i m e r s e q u e n c e p e r m i t s t os i g
n i f i c a n t l y i n c r e a s e t h e t e m p e r a t u r e a n
d , h e n c e , t h e s e l e c t i v i t y o f t h e a n n e a l i
n g s t e p .We r o u t i n e l y p e r f o r m e d t h e a n n e a
l i n g a t 6 0 C , a n d n o d e c r e a s e i n t h e a m p l i f
i c a t i o n

a b c d e fF i g u r e 3 . P r o d u c t s o f a m p l i f i c a
t i o n o f c D N A f r o m J 5 5 8 I L m 3 c e l l s a f t e r 2 5
c y c l e s o f s t a n d a r d PCR a , c ) a n da f t e r a d d i
t i o n a l d i f f e r e n t i a l a m p l i f i c a t i o n b , d
) . H y b r i d i z a t i o n w i t h X I p r o b e a , b ) a n d C
I L p r o b e c , d ) , w h i c hi n t h e s e c e l l s v i s u a
l i z e s t r a n s c r i p t s o f t h e m e m b r a n e f o r m o
f t h e u h e a v y c h a i n I g g e n e . S e p a r a t i o n o f
cDNAa n d b l o t t i n g w e r e p e r f o r m e d a s i n t h e F
i g . 2 . P r o b e s w e r e s y n t h e s i z e d b y r a n d o m
p r i m i n g o f i n s e r t s i s o l a t e df r o m p A B X I -
_ X 1 ) a n d p C y T S I 1 k b P s t l / A v a l C I A - f r a g m
e n t o f p A B / 4 l 1 2 2 ) s u b c l o n e d b y T . S i m o n )
p l a s m i d s .H y b r i d i z a t i o n w a s p e r f o r m e d
u n d e r s t a n d a r d c o n d i t i o n s , t h e l a s t w a s
h w a s m a d e i n 0 . 2 x S S C , 0 . 1 SD S a t 7 0 C .
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) 1 6 | ( G ) 1 3 A A T T C C T T 33 C C C T C C G G G G ( A ) ,
cDNA ( C ) 1 3 T T A A G G A A 5

I d A T P , dGTPK l e n o w enzyme5 GGGAGGCCCC(T) DNA G3A
AGGGG(A) , _ c _ D N A ( C ) , 3 TTAAGGAA 5

I l i g a t i o n w i t ha v e c t o rT Rgac T l e c D N A G ) 1
3 LCt pTZ19R

K p n I BamHI N o t E c o R IX b a l S a c H N c o l X h o Is a
t

F i g u r e 4 . S c h e m e o f c D N A i n s e r t i o n i n t
o t h e v e c t o r . c D N A i s t r e a t e d w i t h K l e n o w
e n z y m e t o p r o du c e 6 b a s e sl o n g c o h e s i v e e n
d s , a n d l i g a t e d w i t h a c o m p a t i b l e v e c t o r
, p r e p a r e d b y l i g a t i o n o f d o u b l e s t r a n d e
d a d a p t o ro l i g o n u c l e o t i d e s ( s h o w n i n b l
a c k b o x e s ) w i t h X b a I / E c o R I - d i g e s t e d p T
Z 1 9 R p l a s m i d .e f f i c i e n c y w a s o b s e r v e d a
t t h i s t e m p e r a t u r e c o m p a r e d t o 5 0 C o r 3 7 C
. I t i s d e s i r a b l et o p e r f o r m t h e r e a c t i o n
u n d e r s t r i n g e n t c o n d i t i o n s , b e c a u s e a c
c o r d i n g t o o u r e x p e r i e n c et h e C ) p r i m e r i
s r a t h e r s t i c k y a n d t e n d s t o p r o d u c e u n s p
e c i f i c p r i m i n g a t i n t e r m e d i a t et e m p e r a
t u r e s .S t a r t i n g f r o m t h e s e c o n d c y c l e t h
e a m p l i f i c a t i o n p r o c e e d s l i k e a s t a n d a r
d P C R . T h ep r o g r e s s o f t h e r e a c t i o n c a n b e
m o n i t o r e d b y h y b r i d i z a t i o n o f t h e c D N A t
o s p e c i f i c p r o b e s .T o o u r s u r p r i s e , we h a v
e o b s e r v e d a p r o n o u n c e d o p t i m u m o f t h e a m
p l i f i c a t i o n r e a c t i o na s i l l u s t r a t e d i n
F i g . 2 . A f t e r 1 6 c y c l e s o f PCR t h e m a j o r i t y
o f t h e c D N A e n c o d i n g X li m m u n o g l o b u l i n l
i g h t c h a i n s e q u e n c e s i s p r e s e n t a s 0 . 8 8 k
b f u l l - l e n g t h 2 0 ) c o p i e s a ) .A d d i t i o n a l
5 b ) o r 1 0 c ) c y c l e s r e s u l t i n t h e s m e a r i n g
a n d l o s s o f t h e f u l l - l e n g t h b a n d ,a l t h o u
g h t h e t o t a l a m o u n t o f t h e X 1 - c o m p l e m e n t
a r y s e q u e n c e s s t i l l c o n t i n u e s t o i n c r e a
s e .T o o b t a i n h i g h e r d e g r e e s o f a m p l i f i c
a t i o n we s c a l e t h e r e a c t i o n u p a f t e r 1 5 - 2
0 c y c l e sb y a d d i n g f r e s h r e a c t i o n b u f f e r
a n d s p l i t t i n g t h e r e a c t i o n v o l u m e i n t o s
e v e r a l p a r t s . T h i sp r o c e d u r e a l l o w s a t l
e a s t 5 a d d i t i o n a l c y c l e s w i t h o u t s i g n i f
i c a n t s m e a r i n g o f t h e s p e c i f i cc D N A b a n d
s .I t i s k n o w n t h a t s h o r t f r a g m e n t s a r e b e
t t e r a m p l i f i e d a n d o v e r g r o w t h e l o n g o n e
s 2 , 1 7 , 2 1 ) .To r e s t o r e a t l e a s t p a r t i a l l y
t h e d i s t o r t e d r a t i o b e t w e e n c l o n e s o f d i
f f e r e n t l e n g t h , wei n t r o d u c e d t h e d i f f e r
e n t i a l a m p l i f i c a t i o n p r o c e d u r e . I n t h i
s s t e p t h e p r o d u c t s o f t h e s t a n d a r dPCR a r e
s e p a r a t e d o n a N u S i e v e a g a r o s e g e l , a n d
cDNAs o f d i f f e r e n t s i z e c l a s s e s a r es e p a r a
t e l y f u r t h e r a m p l i f i e d d i r e c t l y i n t h e m
e l t e d a g a r o s e , t h e l o n g e r p r o d u c t s b e i n
ga m p l i f i e d f o r a p r o g r e s s i v e l y h i g h e r n
u m b e r o f c y c l e s . T h i s p r o c e d u r e h e l p s n o
t o n l y t oi n c r e a s e t h e n u m b e r o f l o n g e r c l
o n e s , b u t d u e t o t h e r e m o v a l o f v e r y s h o r t
a m p l i f i c a t i o np r o d u c t s i n c l u d i n g t a i l
e d T ) p r i m e r ) a l s o t o s i g n i f i c a n t l y i n c r
e a s e t h e o v e r a l l d e g r e e o fa m p l i f i c a t i o
n . F i g . 3 d e m o n s t r a t e s h y b r i d i z a t i o n o f
t h e c D N A a f t e r 2 5 c y c l e s o f PCR a , c )a n d a f t
e r d i f f e r e n t i a l a m p l i f i c a t i o n b , d ) w i t
h c l o n e d i m m u n o g l o b u l i n X l l i g h t c h a i n a
, b )a n d C g h e a v y c h a i n c , d ) p r o b e s . T h e i n
c r e a s e i n t h e a m o u n t o f c D N A s e q u e n c e s a f
t e rd i f f e r e n t i a l a m p l i f i c a t i o n , q u i t e
e v i d e n t i n t h e c a s e o f X l g e n e , b e c o m e s e v
e n m o r ep r o n o u n c e d f o r t h e m e m b r a n e f o r m
o f t h e I c h a i n . I t m u s t b e s t r e s s e d , t h a t i
n t h e l a t t e rc a s e t h e l o n g e s t s p e c i e s s e e
n o n t h e b l o t s a r e 1 . 5 k b l o n g i n s t e a d o f 2 .
7 k b f o r f u l l - l e n g t hc l o n e s 2 3 ) .2926
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7 05.04 . 0 -3 . 02 01.6-

0 . 5 1 -0 . 40 . 2 1 -

a b cF i g u r e 5 . S e p a r a t i o n o f a m p l i f i e d c
D N A f r o m 1 0 J 5 5 8 1 m 3 c e l l s o n 1 agarose g e l a f t
e r 2 5 c y c l e s o f PCR b ) , a n d d i f f e r e n t i a l a m
p l i f i c a t i o n c ) , p e r f o r m e d w i t h 6 s i z e c l
a s s e s o f cDNA r a n g i n g f r o m 0 . 3 k b 1 c y c l e )t o
5 k b 1 8 c y c l e s o f a m p l i f i c a t i o n ) . L a n e a )
d e m o n s t r a t e s t h e r e s u l t o f m o c k e x p e r i m
e n t , p e r f o r m e d e x a c t l ya s i n t h e l a n e b ) ,
b u t w i t h o u t a ny c e l l a d d e d i n t h e b e g i n n i
n g .I n s e r t i o n i n t o v e c t o rF o r c l o n i n g t h e
a m p l i f i e d cDNA, we i n t r o d u c e d a n o v e l i n s e
r t i o n system w h i c h e x p l o i t st h e p r o o f r e a d i
n g a c t i v i t y o f t h e K l e n o w enzyme. T h e p r o c e d
u r e a l l o w s t o p e r f o r m d i r e c t i o n a lc l o n i
n g a n d d o e s n o t r e q u i r e r e s t r i c t i o n enzyme
d i g e s t i o n o f t h e cDNA, w h i c h w o u l d l e a dt o a
l o s s o f c e r t a i n c l o n e s . T h e p r i n c i p l e o f
t h e a p p r o a c h i s s h o w n i n F i g . 4 . T h e 3 e n d
so f t h e a m p l i f i e d c D N A c o n t a i n 6 b a s e - l o
n g s t r e t c h e s , c o n s i s t i n g o f d T a n d dC r e s
i d u e s .I f o n l y dATP a n d dGTP are p r e s e n t i n t h e
r e a c t i o n m i x t u r e , t h e K l e n o w enzyme r e m o v
esdC a n d d T r e s i d u e s f r o m t h e 3 e n d s o f t h e c
D N A m o l e c u l e s b y v i r t u e o f i t s3 - 5 e x o n u c
l e a s e a c t i v i t y , u n t i l a dA or dG r e s i d u e i s
e n c o u n t e r e d . I n t h i s way 6 b a s e -l o n g s i n g
l e - s t r a n d e d s e g m e n t s are f o r m e d a t t h e e n
d s o f t h e c D N A a n d c an b e u s e d f o rl i g a t i o n w
i t h a c o m p a t i b l e v e c t o r . T h e s a m e p r i n c i
p l e was u s e d e a r l i e r b y S a n g e r a n dC o u l s o n
2 4 ) i n t h e i r c l a s s i c a l p l u s/ m i n u s s e q u e
n c i n g s c h e m e .F o r c o n s t r u c t i o n o f a v e c t
o r w i t h c o m p a t i b l e 6 b a s e s - l o n g c o h e s i v
e e n d s , twop h o s p h o r y l a t e d d o u b l e - s t r a n
d e d a d a p t o r s were l i g a t e d w i t h E c o R I / X b a
I - d i g e s t e d pTZ19Rv e c t o r . T h e l e f t a d a p t o r
c o n t a i n s s e v e r a l s i t e s f o r r e s t r i c t i o n
enzymes t h a t g e n e r a t e5 p r o t r u d i n g e n d s p r o
x i m a l t o t h e c D N A i n s e r t a n d 3 p r o t r u d i n g
e n d s d i s t a l t o t h e i n s e r t ,t h u s a l l o w i n g
r a p i d i n s e r t s e q u e n c i n g b y t h e c r e a t i o n
o f i n s e r t d e l e t i o n s w i t h E x o l 2 5 ) .C o n s t
r u c t i o n o f a cDNA l i b r a r y f r o m JO c u l t u r e d c
e l l sTo d e m o n s t r a t e t h e e f f i c i e n c y o f t h e
a p p r o a c h , we e s t a b l i s h e d a l a r g e - s i z e c
D N A l i b r a r yf r o m 1 0 c e l l s o f t h e J 5 5 8 L f s m
3 m y e l o m a c e l l l i n e . B e c a u s e t h e s a m p l i n
g o f c e l l s i n s u c hs m a l l a m o u n t s was f o u n d t
o b e very u n r e l i a b l e , we u s e d a n a l i q u o t o f c
e l l l y s a t e f o r t h el i b r a r y c o n s t r u c t i o n
i n s t e a d o f e x a c t l y 1 0 i n t a c t c e l l s : 1 0 0 0
c e l l s were p l a c e d i n 500 A lo f l y s i s b u f f e r c o
n t a i n i n g 1 0 , u g o f 5 S RNA, a n d a f t e r p r o l o n
g e d v o r t e x i n g 5 u l l y s a t e
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F i g u r e 6 . H y b r i d i z a t i o n o f cDNA, u s e d f o
r c o n s t r u c t i o n o f t h e l i b r a r y , w i t h B I P a
) , C 1 k b ) a n d K k c ) p r o b e s .S a m p l e s w e r e s e
p a r a t e d a n d b l o t t e d , a s d e s c r i b e d i n F i g
. 1 . R a d i o a c t i v e s i n g l e - s t r a n d e d p r o b e
s w e r e s y n t h e s i z e df r o m p l a s m i d s c o n t a i
n i n g c o r r e s p o n d i n g c D N A c l o n e s i s o l a t e
d f r o m a s t a n d a r d a ) o r o u r a m p l i f i e d l i b r
a r y b , c ) ) .P r o b e s y n t h e s i s w a s p r i m e d w i
t h o l i g o d T ) p r i m e r f o l l o w i n g i n g e n e r a l
a p l a s m i d s e q u e n c i n g p r o t o c o l 2 9 ) . ssDNAp
r o b e s w e r e p u r i f i e d b y e l e c t r o p h o r e s i s
i n 6 d e n a t u r i n g p o l y a c r y l a m i d e g e l s , a s
d e s c r i b e d 3 0 ) . H y b r i d i z a t i o na n d w a s h i
n g s w e r e p e rf o r m e d a s d e s c r i b e d f o r F i g .
3 .

w e r e p i p e t t e d i n t o a n e w t u b e t o s t a r t t
h e RN A i s o l a t i o n p r o c e d u r e . D u e t o c o m p l
e t e c e l ll y s i s i n g u a n i d i n i u m t h i o c y a n a
t e a n d s h e a r i n g o f t h e D N A t h e t u b e a t t h e s
t a r t o f t h ep r o c e d u r e s h o u l d h a v e c o n t a i
n e d t h e e q u i v a l e n t o f 1 0 c u l t u r e d c e l l s .
d G - t a i l e d s s c D N Aw a s a m p l i f i e d b y 2 0 c y c
l e s o f PCR a n d a f t e r s c a l i n g - u p f o u r f o l d b
y 5 a d d i t i o n a l c y c l e s .F i g . 5 b s h o w s t h e s
e p a r a t i o n o f t h e a m p l i f i e d cDNA a f t e r a t o
t a l o f 2 5 c y c l e s o f P C R .F o r d i f f e r e n t i a l
a m p l i f i c a t i o n c D N A w a s s p l i t i n t o 6 s i z e
c l a s s e s f r o m 3 0 0 b p t o 5 k b a n da m p l i f i e d f
o r a d i f f e r e n t n u m b e r o f c y c l e s , f r o m 1 f o
r t h e s h o r t e s t s p e c i e s t o 1 8 f o r t h el o n g e
s t o n e s . F i g . 5 c s h o w s e l e c t r o p h o r e s i s o
f t h e p o o l e d cDNA a f t e r t h i s p r o c e d u r e . T h
et o t a l a m o u n t o f a m p l i f i e d cDNA a f t e r r e m o
v a l o f f r a g m e n t s s m a l l e r t h a n 3 5 0 b p w a s a
b o u t1 . 2 / A g , w h i c h s h o u l d c o r r e s p o n d t o
a p p r o x i m a t e l y 1 0 5 f o l d a m p l i f i c a t i o n o
f t h e o r i g i n a lcDNA.2 0 0 n g o f t h e a m p l i f i e d c
D N A i . e . 1 / 6 o f t h e t o t a l m a t e r i a l ) w a s t r
e a t e d w i t h K l e n o wf r a g m e n t t o g e n e r a t e c
o h e s i v e e n d s a n d l i g a t e d w i t h 4 0 0 n g o f v e
c t o r . T r a n s f o r m a t i o no f c o m p e t e n t DH5a b a
c t e r i a g a v e r i s e t o a l i b r a r y c o n t a i n i n g
x 1 0 6 c l o n e s . A n a l y s i s o fr a n d o m l y p i c k e
d c l o n e s h a s s h o w n , t h a t a b o u t 9 5 o f c l o n e
s c o n t a i n e d i n s e r t s , t h e a v e r a g ei n s e r t
l e n g t h b e i n g a p p r o x i m a t e l y 4 5 0 b p .T h e l
i b r a r y w a s s c r e e n e d f o r t h e p r e s e n c e o f c
l o n e s o f a ) s h o r t h i g h l y e x p r e s s e d mRNAs,b )
l o n g m o d e r a t e l y t o h i g h l y t r a n s c r i b e d
mRNAs, a n d c ) a n d l o w - t o m o d e r a t e - a b u n d a n
c yt r a n s c r i p t s o f i n t e r m e d i a t e s i z e . X I
i m m u n o g l o b u l i n l i g h t c h a i n mRNA, c o n s t i t
u t i n g s e v e r a l o f t h e p o l y ( A ) + RN A i n J 5 5 8
L A t m 3 c e l l s ( W . W e i c h e l , p e r s o n a l c o m m u
n i c a t i o n ) , w a st a k e n a s e x a m p l e f o r t h e f
i r s t c l a s s . M e m b r a n e f o r m o f t h e u i m m u n o
g l o b u l i n h e a v y c h a i nmRNA, e x p r e s s e d a c c o
r d i n g t o o u r d a t a a t t h e l e v e l o f 0 . 1 - 1 o f t
h e p o l y ( A ) + RNA,a n d MHC c l a s s I mRNAs, c o n s t i t
u t i n n g 0 . 0 1 - 0 . 1 o f p o l y ( A ) + RN A H . - J . M u
l l e r ,p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) , w e r e t a
k e n a s e x a m p l e s o f t h e s e c o n d a n d t h i r d c l
a s s e s ,r e s p e c t i v e l y .Among 8 0 . 0 0 0 c o l o n i e
s s c r e e n e d , s e v e r a l h u n d r e d s c o n t a i n e d
s e q u e n c e s c o m p l e m e n t a r y2928
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N u c l e i c A c i d s R e s e a r c ht o X l mRNA. O f n i n e
i s o l a t e d c l o n e s t w o c o n t a i n e d 0 . 8 8 k b E c
o R I - B a m H I i n s e r t ,c o r r e s p o n d i n g t o t h e
f u l l - l e n g t h X I c D N A 2 0 ) , w h i l e t h e o t h e r
s c o n t a i n e d i n s e r t s r a n g i n gf r o m 0 . 8 t o 0
. 6 k b . S e q u e n c i n g o f f o u r c l o n e s c o n f i r m
e d t h a t t h r e e o f t h e m i n d e e d w e r eX I c D N A c
l o n e s , w h e r e a s t h e f o u r t h w a s a X 3 c D N A c l
o n e . I n 2 k b t o t a l l y s e q u e n c e d ,o n l y 4 m i s
t a k e s w e r e f o u n d , w h i c h c o r r e s p o n d s t o a
n e r r o r r a t e o f a b o u t 0 . 2 .I n 1 6 0 . 0 0 0 c o l o
n i e s s c r e e n e d f o r t h e p r e s e n c e o f I g i t h e
a v y c h a i n s e q u e n c e s , 1 4 w e r ef o u n d t o b e p
o s i t i v e a f t e r 2 r o u n d s o f r e - s c r e e n i n g a
n d w e r e i s o l a t e d . N o n e c o n t a i n e d a2 . 7 k b
f u l l - l e n g t h cDNA; h a l f o f t h e c l o n e s c o n t a
i n e d i n s e r t s o f 1 k b l e n g t h , t h e o t h e rh a l
f o f 0 . 8 7 k b l e n g t h . O n e c l o n e w a s r e a r r a n
g e d . T h e c l o n e d g e n e s r e p r e s e n t t h e 3 p a r
to f t h e i t m e m b r a n e f o r m h e a v y c h a i n g e n e
, a s j u d g e d b y s e q u e n c i n g o f f o u r c l o n e s .
I na t o t a l o f 3 k b s e q u e n c e d 8 m i s t a k e s w e r
e f o u n d , w h i c h c o r r e s p o n d s t o a n e r r o r r a
t e o fa b o u t 0 . 2 5 .I n a l l 8 s e q u e n c e d l i g h t a
n d h e a v y c h a i n c l o n e s t h e cDNAs w e r e i n s e r t
e d i n t o t h e v e c t o rw i t h t h e e x p e c t e d o r i e
n t a t i o n .

8 0 . 0 0 0 c o l o n i e s w e r e s c r e e n e d w i t h a n
H 2 - K k g e n e p r o b e f o r t h e p r e s e n c e o f MHCc l
a s s I i n s e r t s m a i n l y H 2 - K d a n d H 2 - D d i n t h
i s c e l l l i n e ) , a n d 1 3 p o s i t i v e c l o n e s w e r
ef o u n d . 6 o u t o f 1 0 c l o n e s c o n t a i n e d 1 . 5 5
k b i n s e r t s , i . e . f u l l - l e n g t h o r n e a r l y f
u l l - l e n g t hcDNAs 2 6 , 2 7 ) .I n a d d i t i o n , w e h y
b r i d i z e d t h e a m p l i f i e d c D N A , p a r t o f w h i
c h w a s u s e d f o r c o n s t r u c t i o no f t h e l i b r a
r y , w i t h a p r o b e c o n t a i n i n g i m m u n o g l o b u
l i n b i n d i n g p r o t e i n B I P ) cDNA 2 8 ) .T h e m a j o
r i t y o f cDNA h y b r i d i z i n g w i t h t h e B I P p r o b
e h a d a s i z e o f 1 . 5 a n d 1 . 1 k b F i g . 6 a ) .2 . 1 5
k b l o n g s p e c i e s c o u l d a l s o b e d e t e c t e d o n
t h e b l o t , a l t h o u g h n o f u l l - l e n g t h 2 . 6 k
bc D N A b a n d w a s s e e n . I n p a r a l l e l , t h e s a m
e a m o u n t s o f cDNA w e r e h y b r i d i z e d w i t h C i ta
n d H 2 - K k p r o b e s F i g . 6 b , c ) . T h e a m o u n t o f
r a d i o a c t i v i t y h y b r i d i z i n g t o t h e s e t w o
p r o b e sc o r r e s p o n d e d a p p r o x i m a t e l y t o t
h e r e p r e s e n t a t i o n o f b o t h g e n e s i n t h e l i
b r a r y , a f i n d i n gw h i c h p e r m i t s u s t o e s t i
m a t e t h e n u m b e r o f B I P c D N A - c o n t a i n i n g c
l o n e s i n t h e l i b r a r ya s b e i n g 2 0 - 3 0 .D u r i n
g t h e c o n s t r u c t i o n o f t h i s l i b r a r y RN A a n
d cDNA w e r e i s o l a t e d a n d t r e a t e d i nt h e p r e s
e n c e o f a 1 0 5 - 1 0 6 f o l d e x c e s s o f d i f f e r e n
t c a r r i e r s a n d t h e n a m p l i f i e d 1 0 5 f o l d . T
h i sc o u l d l e a d t o a s i g n i f i c a n t n o i s e , i .
e . a p p e a r a n c e o f c l o n e s n o t o r i g i n a t i n g
f r o m mRNA.T o a n s w e r t h i s q u e s t i o n , w e p e r f
o r m e d a m o c k e x p e r i m e n t , i n w h i c h n o c e l l
l y s a t e w a sa d d e d . F i g . 5 a ) d e m o n s t r a t e s
t h a t a f t e r 2 5 c y c l e s o f PCR s o m e D N A - l i k e m
a t e r i a l w a si n d e e d p r o d u c e d i n t h i s e x p e
r i m e n t , b u t i n a m o u n t s a b o u t 4-5 f o l d l o w e
r t h a n i n t h e p a r a l l e le x p e r i m e n t w h e r e a
n e q u i v a l e n t o f 1 0 c e l l s w a s u s e d t o s y n t h
e s i z e a n d a m p l i f y c D N A .T h e p r o b l e m w a s f
u r t h e r s t u d i e d b y s e q u e n c i n g 1 4 c l o n e s r
a n d o m l y i s o l a t e d f r o m t h e 1 0c e l l - l i b r a
r y . I n n o n e o f t h e s e c l o n e s h o m o l o g y t o 5 S
RN A o f E . c o l i w a s f o u n d . I n a d d i t i o nn o n e o
f t h e c l o n e s c o n t a i n e d s e q u e n c e s o r i g i n
a t i n g f r o m m o u s e r i b o s o m a l R N A , w h i c hd e
m o n s t r a t e s t h e h i g h s e l e c t i v i t y o f p r i m
i n g w i t h t h e T ) p r i m e r o n t h e t o t a l RNA. O u to
f t h e 1 4 s e q u e n c e d c l o n e s , 7 w e r e h o m o l o g
o u s t o 3 e n d s o f v a r i o u s m a m m a l i a n m R N A s
,w h i c h c o d e d m o s t l y f o r h o u s e - k e e p i n g p
r o t e i n s . Among t h e m w e r e s e q u e n c e s h o m o l o
g o u st o r a t D N A h e l i x - d e s t a b i l i z i n g p r o
t e i n , h u m a n t u b u l i n b , m o u s e m a n g a n e s e s
u p e r o x i dd i s m u t a s e a n d o t h e r s d a t a n o t s
h o w n ) . I n a l l c a s e s h o m o l o g y f o r t h e s e m a
i n l y n o n - c o d i n gp o r t i o n s o f m R N A w a s 9 0 o
r h i g h e r . O t h e r c l o n e s , f o r w h i c h n o h o m o
l o g y w a s f o u n d ,a n d 2 a d d i t i o n a l c l o n e s w
e r e u s e d a s p r o b e s f o r N o r t h e r n h y b r i d i z
a t i o n w i t hp o l y ( A ) + R N A i s o l a t e d f r o m J 5
5 8 1 , m 3 c e l l s . O n l y i n 2 c a s e s o u t o f t h e 9 n
o c l e a rh y b r i d i z a t i o n s i g n a l w a s d e t e c t
e d o n N o r t h e r n b l o t s d a t a n o t s h o w n ) . T h u
s , n o more t h a n2 o u t o f 1 6 c l o n e s , i . e . 1 0 -15 o
f t h e t o t a l , c o u l d b e o f non-mRNA o r i g i n .

2929
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N u c l e i c A c i d s R e s e a r c hDISCUSSIONT h e P C R - b
a s e d cDNA c l o n i n g p r o t o c o l d e s c r i b e d h e r
e i s d e s i g n e d s p e c i f i c a l l y f o r d e a l i n gw
i t h v e r y s m a l l a m o u n t s o f c e l l u l a r m a t e r
i a l . T h e p r o c e d u r e w a s t e s t e d o n l y w i t h c
u l t u r e dc e l l s , b u t i t s h o u l d b e a l s o a p p l
i c a b l e t o o t h e r c e l l u l a r m a t e r i a l . B e c a
u s e o f t h e v e r y s m a l la m o u n t s o f c e l l u l a r
RN A a n d o t h e r c o m p o n e n t s c o m p a r e d t o t h e
c a r r i e r , t h e s u c c e s s o fRN A i s o l a t i o n s h o
u l d n o t d e p e n d s i g n i f i c a n t l y o n t h e n a t u
r e o f t h e s t a r t i n g m a t e r i a l .T h e p r o c e d u
r e i s p r o b a b l y n o t q u i t e o p t i m i z e d i n t e r
m s o f s i m p l i c i t y . F o r e x a m p l e , t h ee l e c t
r o p h o r e s i s s t e p d u r i n g r e m o v a l o f t h e p r
i m e r c a n b e o m i t t e d i n m a n y c a s e s . S u b s t i
t u t i o no f t h e d o u b l e s t r a n d e d RN A h o m o p o l
y m e r b y dsRNA o f a l t e r n a t i n g o r s p e c i f i c s e
q u e n c ew i l l m a k e t h e a l k a l i n e h y d r o l y s i
s s t e p u n n e c e s s a r y .

F o r i n s e r t i o n i n t o t h e v e c t o r we u s e d a n
o v e l s y s t e m b a s e d o n t h e c o n t r o l l e d e x o n
u c l e a s ea c t i o n o f K l e n o w e n z y m e . T h e a p p
r o a c h p e r m i t s d i r e c t i o n a l c l o n i n g , i s s
i m p l e r t h a n m e t h o d su s i n g a d a p t o r s o r l i
n k e r s f o r i n s e r t i o n a n d h a s c o m p a r a b l e o
r e v e n h i g h e r e f f i c i e n c y , b e c a u s et h e s t
i c k y e n d s o f b o t h i n s e r t a n d v e c t o r a r e n o
t s e l f - c o m p l e m e n t a r y w h i c h p r e v e n t s t h
ef o r m a t i o n o f n o n - p r o d u c t i v e v e c t o r d i
m e r s . T h e s a m e a p p r o a c h c a n b e u s e d f o r d i
r e c t i o n a lc l o n i n g o f n o r m a l c D N A , i f u s e
d i n t h e s c h e m e s p r o p o s e d b y K r a w i n k e l a n
d Z o e b e l e i n 1 5 ) o r H a n e t a l . 1 6 ) .O n e o f t h
e s t r i k i n g f e a t u r e s o f t h e a m p l i f i c a t i o
n o f t o t a l c D N A w a s t h e o b s e r v a t i o n o fa p r
o n o u n c e d r e a c t i o n o p t i m u m , a f t e r w h i c h
d i s c r e t e b a n d s o f c D N A d i s a p p e a r t o g i v
ep l a c e t o a l o w - m o l e c u l a r w e i g h t s m e a r .
T h e e x i s t e n c e o f t h i s p h e n o m e n o n n e c e s s
i t a t e st h e c a r e f u l m o n i t o r i n g o f t h e r e a
c t i o n b y h y b r i d i z a t i o n w i t h a p r o b e f o r a
n a b u n d a n t l yt r a n s c r i b e d h o u s e - k e e p i n
g g e n e . We d o n o t k n o w t h e r e a s o n s f o r t h i s
b e h a v i o u r . A p l a u s i b l ee x p l a n a t i o n w o u
l d b e t h e f o r m a t i o n o f h y b r i d s b e t w e e n n o
n - h o m o l o g o u s cDNAs v i a t h e i rc o m p l e m e n t a
r y t e r m i n i . T h i s w o u l d i n h i b i t c o p y i n g o
f t h e s e c D N A s p e c i e s b y T a qp o l y m e r a s e . A
t l a t e s t a g e s o f t h e P C R , w h e n t h e c o n c e n t
r a t i o n o f t e r m i n i b e c o m e ss i g n i f i c a n t ,
t h i s r e a c t i o n s l o w s d o w n t h e f o r m a t i o n o
f d o u b l e s t r a n d e d c o p i e s o f c D N Am o l e c u l
e s . T h e s m e a r i n g o f s p e c i f i c b a n d s o n t h e
g e l c o u l d b e d u e t o f o r m a t i o n o f s u c hd u p l
e x e s o f d i f f e r e n t t o t a l s i z e s . I n a d d i t i
o n , v a r i o u s b y - p r o d u c t s o f t h e p r o c e d u r
e , e . g .t a i l e d T ) p r i m e r o r o l i g o d G ) t a i l
s s y n t h e s i z e d o n a c a r r i e r , m a y , a f t e r a s
i g n i f i c a n t n u m b e ro f c y c l e s , e x h a u s t t h
e p r i m e r s w h i c h w o u l d l e a v e t h e c D N A i n a s
i n g l e s t r a n d e d s t a t e .S y m p t o m a t i c a l l y
, a l t h o u g h s i g n i f i c a n t a m o u n t s o f s p e c i
f i c s e q u e n c e s a r e f o u n d o n b l o t si n t h e s h
o r t l e n g t h r e g i o n F i g . 5 ) , we c o u l d n o t i s
o l a t e t h e m a s c l o n e s .F r o h m a n e t a l . 2 1 ) f
o u n d t h a t a s i g n i f i c a n t f r a c t i o n o f s e q u
e n c e s e x i s t s i n s i n g l e - s t r a n d e df o r m a f
t e r PCR e v e n i n t h e c a s e o f s p e c i f i c a m p l i f
i c a t i o n o f cDNA. An e f f e c t i v e r e m e d ya g a i n s
t t h i s u n d e s i r a b l e p h e n o m e n o n i s s c a l i n
g - u p o f t h e r e a c t i o n . A s a n a d d i t i o n a lm o
d i f i c a t i o n we i n t r o d u c e d d i f f e r e n t i a l
a m p l i f i c a t i o n o f c D N A o f d i f f e r e n t s i z e
c l a s s e s .I n o u r p r e v i o u s w o r k we h a v e s h o w
n t h a t e v e n cDNAs 4 . 4 k b i n l e n g t h c a n b e e f f i
c i e n t l ya m p l i f i e d 2 ) . I n p r a c t i c e , t h e l
o n g e r s e q u e n c e s a r e c o m p e t e d o u t b y s h o r
t e r o n e s , a n dd i f f e r e n t i a l a m p l i f i c a t i
o n i s a s i m p l e w a y t o i n c r e a s e t h e p r o p o r t
i o n o f l o n g e r c l o n e s . I n2 o u t o f 3 e x a m p l e
s , we c o u l d c l o n e f u l l - o r a l m o s t f u l l - l e
n g t h c D N A s , t h e l o n g e s t c l o n e sb e i n g 1 . 5
k b i n l e n g t h . F o r B i P cDNA, a l t h o u g h n o a t t e
m p t w a s m a d e t o i s o l a t e s p e c i f i cc l o n e s ,
b l o t a n a l y s i s h a s d e m o n s t r a t e d t h e e x i s
t e n c e o f a r a t h e r l o n g 2 . 1 k b s p e c i e s i nt h
e a m p l i f i e d m a t e r i a l . T h e e f f i c i e n c y o f
c l o n i n g l o n g cDNAs c a n b e i n c r e a s e d b y s i z e
-s e l e c t i o n o f a m p l i f i e d m a t e r i a l .F o r a l
l t h r e e g e n e s t e s t e d we w e r e a b l e t o f i n d c
o r r e s p o n d i n g c l o n e s i n a c D N A l i b r a r y ,a
n d f o r t h e f o u r t h o n e we e x p e c t , o n t h e b a s
i s o f b l o t - h y b r i d i z a t i o n s , a f e w d o z e n c
l o n e si n t h e l i b r a r y . H o w e v e r , t h e r e l a t
i v e p r o p o r t i o n s o f c l o n e s a r e d i s t o r t e d
, l o n g e r c l o n e s2930
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N u c l e i c A c i d s R e s e a r c hb e i n g r e p r e s e n
t e d w i t h l o w e r f r e q u e n c y . F o r e x a m p l e , t
h e B i P c l o n e s , r e p r e s e n t i n g a b o u t0 . 1 o f
c l o n e s i n s t a n d a r d cDNA l i b r a r i e s I . H a a s
, p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) , m i g h tr e p r e
s e n t i n t h i s l i b r a r y o n l y 0 . 0 0 2 - 0 . 0 0 3 o f
t h e c l o n e s . S t i l l , e v e n f o r s u c h a l o n gcDNA
s e v e r a l d o z e n a n d p o s s i b l y u p t o h u n d r e d
c l o n e s s h o u l d b e p r e s e n t i n t h e t o t a l c D N
Al i b r a r y . T h e p r e s e n t m e t h o d t h u s a p p e a
r s t o a l l o w t h e c l o n i n g o f mRN As p r e s e n t i n
o n l ys e v e r a l d o z e n s o f c o p i e s p e r c e l l . I
t s e e m s l i k e l y , t h a t mRNAs l o n g e r t h a n 3 -4 k
b s h o u l db e a l s o c l o n a b l e i n t r u n c a t e d f o
r m v i a p r e m a t u r e l y t e r m i n a t e d a n d t a i l e
d f i r s t s t r a n d s . T h es t r a t e g y t o c l o n e v e
r y l o n g mRNAs w o u l d b e t o u s e s e q u e n c e i n f o r
m a t i o n f r o m t h e 5 r e g i o n so f t r u n c a t e d c l
o n e d cDNAs t o c o n s t r u c t , a m p l i f y a n d s c r e e
n c D N A l i b r a r i e s f r o m RN As p e c i f i c a l l y p r
i m e d f o r f i r s t s t r a n d s y n t h e s i s n e a r t h e
5 e n d o f t h e c l o n e d r e g i o n . T h i s s t r a t e g
yc a n b e p u r s u e d w i t h i n t h e f ra m e o f o u r s c h
e m e w i t h o u t s i g n i f i c a n t c h a n g e s . T h e e f
f i c i e n c yo f s u c h a n a p p r o a c h o n t h e m a c r o
s c a l e w a s d e m o n s t r a t e d r e c e n t l y 2 1 , 3 1 )
, a n d t h e u s eo f c a r r i e r s t h r o u g h o u t o u r p
r o c e d u r e s h o u l d e n s u r e s u c c e s s o f t h i s a
p p r o a c h o n t h em i c r o s c a l e . T h e c l o n i n g o
f e v e n 1 0 k b l o n g cDNAs s h o u l d b e p o s s i b l e a f
t e r 2-3 c y c l e s .

I t i s k n o w n t h a t a m p l i f i c a t i o n o f D N A b
y T a q p o l y m e r a s e l e a d s t o a c c u m u l a t i o n o
f e r r o r si n a m p l i f i e d s e q u e n c e s 1 7 ) . A c c
o r d i n g t o o u r d a t a , t h e e r r o r r a t e w a s a b o
u t 0 . 2 - 0 . 3 .A l t h o u g h t h i s f i d e l i t y s h o u
l d b e q u i t e a c c e p t a b l e e v e n f o r c o n s t r u c
t i o n o f e x p r e s s i o n l i b r a r i e s p r o v i d e d t
h e c l o n e s t o b e i s o l a t e d a r e n o t v e r y l o n g
) , f o r e x a c t s e q u e n c e i n f o r m a t i o n s e v e r
a lc D N A c l o n e s s h o u l d b e a n a l y s e d o r g e n o
m i c c l o n e s i s o l a t e d .O u r l i b r a r y w a s c o n
s t r u c t e d s t a r t i n g f r o m a n e q u i v a l e n t o f
1 0 l y s e d c e l l s . E v i d e n t l y ,t h i s i s n o t t h
e l o w e s t l i m i t a t t a i n a b l e b y t h i s m e t h o d
. T r a n s f o r m a t i o n o f c o m p e t e n t b a c t e r i
aw a s d o n e w i t h 1 / 6 o f t h e a m p l i f i e d c D N A ,
w h i c h c o r r e s p o n d s t o o n l y 1 . 5 -2 c e l l s . B
e c a u s eo f t h e u s e o f a p p r o p r i a t e c a r r i e r
s t h r o u g h o u t t h e p r o c e d u r e , l o s s e s o f m a
t e r i a l a r e l a r g e l yp r e v e n t e d , s o t h a t c D
N A s y n t h e s i s a n d a m p l i f i c a t i o n f r o m j u s
t o n e c e l l s h o u l d b e p o s s i b l ew i t h o u t i n t
r o d u c i n g q u a l i t a t i v e c h a n g e s i n t h e p r o
c e d u r e . T h e m o s t s e r i o u s p r o b l e m t h a tc o
u l d b e e n c o u n t e r e d i n t h i s c a s e i s t h e h i g
h e r b a c k g r o u n d , i . e . t h e a m o u n t o f c l o n e
s n o to r i g i n a t i n g f r o m c e l l u l a r mRNAs. F o r t
h e 1 0 - c e l l l i b r a r y , t h e b a c k g r o u n d l e v e
l d i d n o te x c e e d 1 0 - 1 5 , b u t i f t h e s t a r t i n
g m a t e r i a l w o u l d b e r e d u c e d l O f o l d t h i s l
e v e l w o u l dr i s e t o 1 0 0 - 2 0 0 . I n p r a c t i c e ,
t h i s w o u l d o n l y m e a n a 2-3 f o l d i n c r e a s e i n
t h e s i z eo f t h e l i b r a r y t o b e s c r e e n e d . T h
e o r i g i n o f b a c k g r o u n d m a t e r i a l f o r m e d d
u r i n g PCR i su n k n o w n , b u t i t i s m o s t l i k e l y
n o t a r e s u l t o f t h e a m p l i f i c a t i o n o f c a r r
i e r s e q u e n c e s , b e c a u s et h e p h e n o m e n o n i
s o b s e r v e d e v e n w h e n t h e r e a c t i o n i s s e t u
p w i t h p r i m e r s o n l y w i t h o u ta d d i n g a n y o t
h e r n u c l e i c a c i d s . A d d i t i o n o f p o l y d I , d
T ) e v e n r e d u c e d t h e l e v e l o f b a c k g r o u n ds
y n t h e s i s . O u r p r e l i m i n a r y e x p e r i m e n t s
s u g g e s t t h a t s l i g h t c h a n g e s i n p r i m e r s e
q u e n c e sh e l p t o r e d u c e t h e b a c k g r o u n d s e
v e r a l - f o l d .T h e p r e s e n t a p p r o a c h i m p r o
v e s t h e e f f i c i e n c y o f cDNA c l o n i n g m o r e t h
a n 1 0 4 a n dp o s s i b l y u p t o 1 0 6 f o l d , p e r m i t
s t o e s t a b l i s h cDNA l i b r a r i e s f r o m a f e w a n
d p o s s i b l y s i n g l ec e l l s , a n d i n c o m b i n a t
i o n w i t h s u b t r a c t i v e c l o n i n g w o u l d r e p r
e s e n t a p o w e r f u l t o o l t o s t u d y

g e n e e x p r e s s i o n a t t h e l e v e l o f s m a l l c
e l l u l a r p o p u l a t i o n s . I n a d d i t i o n , t h e m
e t h o d s h o u l da l l o w t h e a m p l i f i c a t i o n o f
a n y c o m p l e x p o p u l a t i o n o f D N A f r a g m e n t s
o f d i f f e r e n t s i z ea n d s e q u e n c e
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