Genova knihovna (genova banka)

- soubor ndhodné klonovanych fragmentt genomové
DNA prislusného organismu

+ zdklad klonovacich strategii

» nutnd pro vyhledani a klonovani uréitého genu




Klasifikace

Podle ptivodu DNA:

genomova knihovna - soubor klonovanych fragmenti vzniklych
Stépenim genomové DNA, které reprezentuji cely genom organismu

knihovha cDNA - soubor klonta cDNA, které byly pripraveny zpétnou
transkripci mMRNA a v podobé cDNA tak reprezentuji transkriptom
daného organismu/tkdné/bunky v daném case

kgilhvov,ny cDNA pripravené z riznych tkéni téhoZ organismu jsou
odligné

expresni knihovna - knihovna cDNA vytvorena expresnimi vektory
- klonované sekvence mohou byt exprimovaény




Genomova knihovna

Priprava:

+ izolace genomové DNA

+  fragmentace na cdsti o vhodné velikosti
(restrikéni endonukledzy)

- klonovéni fragmentu do vhodného vektoru

- u vektord Lambda, nebo kosmidu: ligaéni
smes se smisi se sbalovacimi extrakty

* u plazmidovych vektoru: ligaéni smés se
pouzije k transformaci bakterii

»knihovha ma podobu transformovanych
bakterii nebo fagovych cdstic

+ identifikace klonu obsahujiciho studovany
fragment
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Uchovani knihovny

+ zamrazeni bakteridlni
suspenze vytvorené ze |
sniwichc,m)'/ch kf)lonii nebo Fragmented DNA
fagového lyzatu vytvoreného
ze smési plaki

Genomic DNA

Determine the size
(complexity) of the library
Each colony is an
independent clone

» knihovna je smichdnim
puvodnich jednotlivych
transformantu nebo fdgovych
viriona amplifikovana: kazdy
klon je v amplifikované
knihovné zastoupen v mnoha
kopiich

Amplified library
Each clone is represented
by millions of bacteria




Vyhody a nevyhody

Knihovna cDNA:

»mensi velikost (neobsahuje
introny, regulacni sekvence,
neprepisované oblasti)

* snadnéjsi prohleddvani

*+ moznost sledovdni zmén
genové exprese souvisejicich
s genetickymi chorobami,
rcﬂ(ovinou, diferenciaci, atd.

Genomova knihovna:

- vetsi velikost

- umoznuje studium gent v
prirozené podobé, véetné
intronu a requlaénich
sekvenci

* nutnd pro fyzikalni analyzu
genomu




Velikost knihovny

- udava minimdlni poéet klont postacujici pro zachyceni
celého genomu

Zavisi na:

- velikosti genomu
- velikosti inzertu, ktery lze za¢lenit do daného vektoru
(klonovaci kapacité vektoru)




Priklad vypocétu poctu klonu nutnych pro
vytvoreni Uplné genové knihovny

Z jednodusené:

Velikost genomu = 4 Mb (4x10° b)
Velikost fragmentt = 4 kb (4x103 b)
Pocet klont = 1000

Mozné jen za predpokladu, Ze

a) vsechny klony jsou odlisné

b) klony se neprekryvaji




Vypocet poétu klonu nutnych pro
vytvoreni Uplné genové knihovny

* neni mozné zajistit, aby dand knihovna obsahovala
dplnou genetickou informaci daného genomu se 100%
pravdépodobnosti

- se zvySujicim se poétem klonl se zmensuje
pravdépodobnost, Ze dalsi klon prinese novou
informaci (redundance)

+ matematicky lze stanovit, s jakou pravdépodobnosti
se dany gen v knihovné vyskytuje




Vypocet poétu nezavislych klonu nutnych
pro vytvoreni dplné genové knihovny

N=In(1-A/In(1-F

N = pocet klon
P = pravdépodobnost, ze knihovna obsahuje Zadany
fragment DNA

F = frakce genomu reprezentovand primérnym
klonem (podil primérné velikosti inzertu a celkové
velikosti genomu)




Odhad velikosti genovych knihoven

Organismus Velikost Vektor Velikost P Velikost
genomu inzertu knihovny
(b) (kb)

Bakterie 4 x 10¢6 Plazmid 4 kb 0,99 46 x 103
L subst 18 kb 0,99 10 x 103

Kosmid 40 kb 0,99 458

BAC 300 kb 0,99 59
Savec 3 x 10° Plazmid 4 kb 0,99 3,5 x 10¢
A subst 18 kb 0,99 7,7 x 10°
Kosmid 40 kb 0,99 3,5 x10°
BAC 300 kb 0,99 4,6 x 104




Ovéreni kvality knihovny

Otazky:
+ jaka je proporce klond, které obsahuji inzert?
+ jakad je velikost klonovanych inzertd?

Odpoveédi:

- namnozeni jednotlivych klont, extrakce plazmidové
nebo fagové DNA, restrikcni analyza, gelova
elektroforéza

» vyuziti .modro-bilého" testu
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Vyhledavani genu v knihovné

Hleddni klont nesoucich studované sekvence.

Obvykle zaloZeno na hybridizacich se sondami DNA
trech typu:

- cDNA pripravené z mRNA tkane, ve které dochazi k
silné expresi daného genu

» sekvence DNA genu pribuzného organismu

- synteticky pripravené oligonukleotidy odvozené ze
sekvence aminokyselin proteinu

Je-li zndm proteinovy produkt, je mozno pro detekci
hledaného klonu pouzit protilatek.




Problémy spojené s tvorbou
genovych knihoven

* nestejnd velikost fragmenty: rozdilna
pravdépodobnost jejich zaclenéni do vektoru

- omezend klonovaci kapacita vektord
neumoznuje charakterizaci dostatecné

dlouhych usekld DNA




Prochdzeni po chromozomu

Cil:
- vyhledani klont, které nesou prekryvajici a na sebe
havazujici inserty

+uspordddnim téchto klont Ize ziskat informaci o
spojité sekvenci v urc¢ité oblasti genomu

Predpoklad:

* 2z predchozi genetickeé analyzy je priblizné znama
oblast genomu, v niZ se hledany gen nebo sekvence
nachazi

- jsou k dispozici sekvence okolnich oblasti, které
slouzi jako vychozi body pro prochdzeni




Prochazeni po chromozomu - postup

» sondou se vyhleda klon nesouci jiz drive
charakterizovany usek genomu

z koncovych ¢asti inzertu takto nalezeného klonu
jsou pripraveny sondy, kterymi je genova knihovna
znovu prohledana, atd.

»opakovanim tohoto postupu se ziska informace o
souvislé sekvenci, kterd ma zaéatek v
charakterizovaném useku genomu a konci v oblasti
vzdadlené stovky kilobadzi




80 kb genomova DNA /

7/ 51/
znamy neznamy /

genA gen B
sonda pfipravena a) Castecné stépeni EcoRl
z genu A se pouzZije b) klonovani do fagového vektoru lambda,
pro vyhledani c) konstrukce genové knihovny

prvniho klonu

l

+ Vychozi klon z genomové knihovny.
- Sonda pfipravena z koncového Useku inzertu.

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

Sonda se vyuZije
+ k vyhledani dalSiho klonu.

Klon obsahuje sekvence hledaného genu B.
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~Chromosome walking™
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Srovnani knihoven prekryvajicich a
neprekryvajicich se fragmentu DNA

Genomic DNA [l o Genomic DNA =

Non-overlapping [ [ Overlapping [ [0
fragments 0 EZE| fragments R

Screen the
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fragment fragments
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identified identified
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Casteéné $tépeni DNA (.partial digest™)

Preruseni DNA jen v nékterych z cilovych mist pro dany
restrikéni enzym.

Mozné experimentdlni pristupy:
+ zkrdceny reakcni Cas

* nizsi poCet jednotek enzymu
» snizend inkubacni teplota




Casteéné $tépeni DNA pro pripravu
prekryvajicich se fragmentu
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Preskakovani po chromozomu

Cil:

preklenuti chybéjicich mezer v sekvencich genomové
DNA (doplnék k technologii prochdzeni chromozomu)

Princip:

- priprava knihovny pro preskakovani, ktera obsahuje
preskakovaci klony

- preskakovaci klony nesou nesousedici sekvence ze
vzddlenych oblasti genomu




Preskakovdni po chromozomu - postup

* ¢dstecnym Stépenim genomové DNA se vytvori velké fragmenty,
které se rozdéli pulzni gelovou elektroforézou

- izolace fragmentu o velikosti 50-200 kb

- spojenim konct fragmentu DNA ligdzou se vytvori kruznicové
molekuly - v nich se puvodné vzddlené sekvence objevi v tésné
blizkosti

* Stépenim kruznicovych molekul DNA jinou restriktdzou vzniknou
fragmenty, z nichz ¢dst ponese spojené konce puvodnich
fragmentd

* tato spojeni jsou klonovdna do fdgového vektoru za icelem
zalozeni knihovny pro preskakovdni




Preskakovdni po chromozomu - postup

* z pocdtecniho Useku studované DNA se pripravi sonda, kterd se
pouzije k vyhleddani preskakovaciho klonu

- jakmile je klon nalezen, pouzije se druhy konec jeho inzertu k
pripravé sondy, kterou lze zahdjit prochdzeni po chromozomu obéma

smery




