Fyzikalni mapovani genomu

Cil = konstrukce fyzikalni mapy - stanoveni sekvence genomu

- pristup volen podle velikosti a komplexity genomu

Z.akladni strategie
* restrikCni (makrorestrikéni) mapovani

* kontigové mapovani (sefazeni souvislych sekvenci genomu)

* primé sekvencovani DNA




Restrik¢ni mapovani srovnanim jednoduchého a dvojitého Stépeni RE
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Restrikéni mapovani koncové znacené DNA
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Restrikéni mapovani klonovaného fragmentu
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Zakladni strategie pro mapovani a sekvencovani velkych genomu
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Mapovani pomoci pulzni gelové elektroforézy
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Pi‘l'_prava "spojovaci” knihovny (linking library)
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Mapovani genomu s vyuzitim spojovaci knihovny
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Kontigové mapovani

Vyhledavani piekryvajicich se klonu

- Kloné¢. 3

Klon ¢. 2

Klon &. 1 T T

Shoda spektra restrikénich fragmentii
Shoda hybridizace se sondou

Shoda nukleotidové sekvence

- STS - sequence tagged sites

- STC - sequence tagged connection

|

Usporadani klonu tak, aby se sekvence jejich
inzerti pirekryvaly — ziskani kontigi




Metody priFazovani fragmentu do kontigu:

e prochizeni po chromosomu (chromosome walking)

e skakani po chromosomu (chromosome jumping)

e prochazeni primerem (primer walking)

e porovnavani otiskiit DNA (cosmid fingerprinting)

e binarni systém hybridizace s nahodnymi oligonukleotidy

e pouziti markeru se sekvencni adresou (sequence tagged site —
STS)

. exprimovatelné sekven¢ni markery cDNA (expressed sequence
tags —ESTs)

« sekvenéné oznacené spojky (sequence tagged connectors — STC)




Prochéazeni po chromozomu

80 kb genomova DNA!
7/ [E [/
znamy neznamy /
genA gen B
sonda pfipravena a) Castecné stépeni EcoRl
Z genu A se pouzije b) klonovani do fagového vektoru lambda,
pro vyhledani c¢) konstrukce genové knihovny

prvniho klonu

l

+ Vychozi klon z genomové knihovny.
I sonda piipravena z koncového Useku inzertu.

+ Vyhledani dalSiho klonu v genomové knihovné a pfiprava dalsi sondy.

[ T 1]

Sonda se vyuZzije
+ k vyhledani dalSiho klonu.

I — [ |

Klon obsahuje sekvence hledaného genu B.
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Prochéazeni po chromozomu (chromosome walking)

Chromosomal DNA

Genomic DNA
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Continue




Priprava sond pro preskakovani po chromozomu
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Plasmid with
suppressor IRNA

gene (supf)

Cut out SU,A

gene

Prepare very high molecular
weight DNA

Partially digest with Mbol

Separate DNA fragments on
! pulsed field gel
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80 kb and 150 kb

concentrations

O O

I Cut with EcoRl (does not cut within
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P

" supF gene)

Clone inte amber mutation phcges
Plate on supF ™ bacteria

Only phages with supF
inserts form plagues

Screen with starting probe
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~100 kb




Kombinace prochazeni a preskakovani po chromozomu

preskoky
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Usporadani kosmidovych klont srovnanim restrikénich spekter
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Binarni fingerprinting s ndhodnymi oligonukleotidovymi sondami
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Klonovani ve kvasinkovych umélych chromozomech (YACs)

High pYAC4
moleculqr ARS] CEN4
weight \ EcoRl
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Isolate DNA fragments
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Vyhledani specifickych genti v YAC-klonech pomoci PCR

- 240 desticek po 96 komiirkach,
prenos 4 desti¢ek na jeden filtr

Filter 60

l
Spojeni 60
klonu

G

Kontroly:

H = celkova lidska DNA
Y = kvasinkova DNA

Hybridize ponding
filter with PCR product

Idenlify posilivem|ony =

weancien amm?  |dentifikace Y AC-klonu obsahujiciho hledany gen

Plate 3




Mapovani YAC-klonii na polyténnich chromozomech drosofily

-
Third instar larva 2 Grow yeast cells
<TIID ;
Polytene
chromosome Isolate DNA
spread Remove salivary
glands
— [ == |
- Bl
- / [ sve— Separate yeast
< r\ == v Ehromosomes
Isolate YAC — c— 4
Chromocenter — —
Label with <. —_
biotin-CTP e )
Hybridize /_‘—J YAC  Yeast
clone genome
Wash off
excess probe

Cytidine Biotin

|

Add streptavidin-alkaline

phosphatase conjugate Red-brown color identifies D é lka pI'Uhu 2 2 kb

hybridized DNA
/ Part of
X chrompséme

Develop color
reaction




Polohy YAC-klonu drosofily mapovanych na polytennim chromozomu

Ub c 1,
Tm2 tRINA:phe 2 Gbg*A RNA:ala Geneticka
Tm] tRNA:vald Abd-8 SgS-5 tRNA:val4 gl Cha
mapa
H-u.itijl {Il . TG o
Wi L | ,“':[1'“”" ot r
i 1} ) : :G:ﬁ:z: i W (:: i polytenni
- . LIRS R R chromozom 3
T T = e, = polohy YAC-
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89 50 91
PCR in situ

Dal$i mozZnosti <

restrikCni mapovani in situ




STS = misto se sekvencni adresou




Vyuziti STS k mapovani genomu

STS-1 100 000 bp STS-2

——— T ——

—

P—
|I=—1 |I=—1

P1+P1" P2 + P2’

200-500 bp

| |

Identifikace STS v klonech, srovnani se sekvenci v databazich




Pouziti STS k usporadani prekryvajicich se YAC-klonu

STSs (Sequence-tagged sites)
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coverage

—  Qrder uncertain

Nejasné poradi




Usporadani YAC klont pomoci STS

| — "2°°ka ™ {
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S : §2%E §3: 54
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YAC librery Screen with subset Screen positive clones Order the YACs on the
of STS probes with many STS probes basis of their STS patterns




Strategie sekvencovani genomu

VA o W e
aarZ QY
CRILZY,

s
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. . ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTAAA
TGATCATGCTTARACCCTGTGCATCCTACTG. . .

. .ACCGTAAATGGGCTGATCATGCTTARACCCTGTGCATCCTACTG. . .

Genomova DNA

BAC knihovna

usporadani do
kontigové mapy

priprava ndhodnych
klont a stanoveni
jejich sekvence




Postup pouzity pri stanoveni sekvence genomu H. influenzae

shotsun approach
1,83 Mb | »SHotsun app

DNA fragments of various sizes

Extract DNA" - =
\ g ,_/:/-_r

Sonicate —
-

Agarose gel electrophoresis

Purify DNA from
the gel

LANE |: Sonicated H. influenzae DNA
LANE 2: DNA markers '

DNA fragments — 1.6~2.0kb //:-//__f

24 304 sekvenaci - 11 631 48S bp (6x genom Hi)

Prepare a clone library

Zaplnéni mezer

g N\

prochazeni Genomova
primerem  knihovna A

Obtain end-sequences

"‘\\.{DNA inserts

—- — - g

End-sequences

Construct sequence
contigs




Strategie mapovani lidského genomu
STC-BAC sekvencovani

3000 Mb

lidsky genom - DNA vSech chromozomii

d

300 000 kloni v BAC vektorech po 150 kb
(15-ti ndsobn4 redundance klonii)

4

stanoveni sekvence 500 bp obou koncii inzertu kazdého klonu

—
STC = spojky se sekven¢ni adresou -
AT
stanoveni kompletni sekvence jednoho BAC klonu

vyhledani piekryvajicich se BAC kloni

- —

- —ap

¢

20 000 usporné se prekryvajicich BAC klonii pokryvajicich
cely lidsky genom

stanoveni sekvence jednotlivych BAC klonii

ziskani kompletni spojité sekvence

Subklonovani do vektoru

M13, usporadani klonu




