Ziskani klonovanych genu

Problém:

genom organismu je komplexni
a je proto obtizné v ném najit
a klonovat specificky gen
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Ziskani klonovanych genu

Po restrikénim Stépeni
genomové DNA i
jednoduchych organismd,
zaclenéni fragmentld DNA

do vektoru a transformaci

dostaneme mnoho klond,
mezi kterymi je treba
identifikovat ten spravny

(a) Restrikce velké molekuly DNA
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‘/———/I Gen, jenz ma DNA
byt klonovan
Insertovat do vektoru

(b) Vznikié molekuly
rekombinantni DNA

(c) VSechny budou
produkovat kolonie




Ziskani klonovanych genu

(a) Prima selekce

Jsou popsany 2 selekéni pristupy: O O Q

*+  prima selekce pozadovaného <« x
genu I

PreZivaji pouze spravni
rekombinanti

+ identifikace klonu pomoci
genové knihovny

(b) Identifikace klonu

Knihovna klon(

Spravny klon




Prima selekce

PoZadovany gen primo zajist'uje

transformovanym burnkam
vlastnost, kterou lze pro selekci
vyuzit (napr. zajist'uje
rezistenci k antibiotiku)

(a) Plazmid R6-5

== L 0

o i I\
EcoRl gk

- 13 odlisnych

. ’\ fragmentd
Ligovat do mista EcoRI

(b) Ligace poskytuje 13 odlinych plazridy pBisze
molekul rekombinantni DNA
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Transformovat
E. coli,
otkovani

(c) Pouze jedno bude riist
na agaru s kanamycinem
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Meédium obsahuje Pfeziji pouze rekombinanti
50 pg/ml kanamycinu obsahuijici gen kan*




Prima selekce - ,marker rescue"

Princip:

+  hostitelsky bakteridlni kmen
nese mutaci pro néktery z
esencidlnich znakl (napf.
auxotrofni mutaci trpA-)

* neroste na pudé bez
tryptofanu

*  klon nesouci standardni trpA
bude deficienci v biosyntéze
tryptofanu kompenzovat

Nevyhody:

»+  pro hledany gen musi existovat
mutantni kmen

* musi existovat médium, na
kterém preziva standarni a ne
mutantni kmen

(a) Konstrukce rekombinantniho pBR322

trpA™
© Neni rekombinant

Mlsta EcoRl EcoHI
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(b) Transformovat E. coli trpA-

trpA”
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Rekombinanti —
rrpA+

(c) Plazmidovy gen
je exprimovan

Protein trpA

(d) Ockovani
na minimalni médium
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Prezivaji pouze

- rekombinanti trpA*




Genova knihovna (genova banka)

» soubor ndhodné klonovanych fragmentu genomové
DNA prislusného organismu

» zdklad klonovacich strategii

* pouzivd se tehdy, kdyz techniky primé selekce
jsou nepouzitelné: je treba ziskat co nejvice klond
(genovou knihovnu) a prohleddvanim (skrininkem)
mezi nimi najit ten sprdvny




Klasifikace

Podle piivodu DNA:

genomova knihovna - soubor klond, ktery zahrnuje viechny
geny daného organismu

knihovna cDNA - soubor klont komplementdrni DNA
(cDNA), které bzli pripraveny zpétnou transkripci mRNA a
v podobé cDNA ftak reprezentuji transkriptom daného
organismu/tkane/bufiky v daném case

knihovny cDNA pripravené z riiznych tkani téhoZ organismu
jsou odlisne

expresni knihovna - knihovna cDNA vytvorend expresnimi
veKtory

- klonované sekvence mohou byt exprimovany




Genomova knihovna

Priprava:

+ izolace celkové bunécné genomové DNA

* frag mentace na ¢dsti o vhodné velikosti
(r'es’rmkc ni endonukledzy)

- klonovani fragmentt do vhodného vektoru

- u vektort Lambda, nebo kosmidu: ligacni
smeés se smisi se sbalovacimi ex‘rr'ak’ry

+ u plazmidovych vektorl: ligacni smés se
pouzije k transformaci bakterii

*knihovna md podobu transformovanych
bakterii nebo fdgovych Edstic

+ identifikace klonu obsahujiciho studovany
fragment

lidska DNA

rozstépeni
restrikéni
endonukleazou
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restrikéni fragmenty
genomoveé DNA

klonovani

DNA-fragmentu
do vektoru

*, rekombinantni

/‘ < DNA

vneseni
do bakterii

genomova knihovna




Vyhledavani genu v knihovné

Hleddni klonl nesoucich studované sekvence.

Obvykle zaloZeno na hybridizacich se sondami DNA
trech typl:

+ cDNA pripravené z mRNA tkadneé, 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 a jednd-li se o knihovnu
espresni, je mozno pro detekci hledaného klonu pouzit
protilatky.




Prohledavani knihovny hybridizaci
(pristup /n situ)

* kolonie nebo plaky jsou preneseny na
nitrocelulédzovou nebo nylonovou
membradnu

* louhem je odstranén kontaminujici
materidl, sou¢asné se denaturuje DNA

» zapecCenim pri 80°C (nitroceluldza)
nebo UV zdrenim (nylon) se
jednovlaknové molekuly DNA pevné
spoji s membrdnou svou cukr-
fosfatovou kostrou, baze se uvolni pro
hybridizaci

* membrdnu promyjeme v roztoku se
znaéenou sondou za hybridizacnich
podminek

» promyti, suseni, autoradiografie nebo
chemiluminiscence
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(d) Vysledny autoradiogram

Pozitivni hybridizace




Prohledavani knihovny hybridizaci
(pristup /n situ)

kotouéek savého papiru

inkubace
se sondou a promyti kolonie
obsahuijici
7 znageny
plasmid
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repliky kolonii




Prohledavani expresni knihovny
protilatkou (imunologicky screening)

transformace E. coll

baktérie produkujlici
eukaryontni proteiny

Iyze
parami g— pfenos
( chloroformu  na nitrocelulosu

autoradiografie

proteiny se vai protildtka
K nitrocelulose znaland %]




Uchovani knihovny

+ zamrazeni bakteridlni
suspenze vytvorené ze
smichanych kolonii nebo
fdgového lyzatu vytvoreného
ze smési plaki

Genomic DNA

e R

Fragmented DNA

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

* knihovna je smichdnim
plvodnich jednotlivych
transformantt nebo fdgovych
viriond amplifikovana: kazdy
klon je v amplifikované
knihovné zastoupen v mnoha
kopiich

l Resuspend colonies

R
[

Amplified library
Each clone is represented
by millions of bacteria




Vyhody a nevyhody

Knihovna cDNA:

mensi velikost (heobsahuje
introny, regulacni sekvence,
neprepisované oblasti)

snadnéjsi prohleddvani

moznost sledovdni zmén
genové exprese souvisejicich
S gLene’rlckyml chorobami,
rakovinou, diferenciaci, atd.

Genomovad knihovna:

- vétsi velikost

- umozfiuje studium gent v
prirozené podobé, véetné
intront a regulacnich
sekvenci

* nutnad pro fyzikdlni analyzu
genomu




Velikost knihovny

- udava minimdlni pocet klonl postacujici pro zachyceni
celého genomu

Zavisi na:

- velikosti genomu
- velikosti inzertu, ktery lze zaclenit do daného vektoru
(klonovaci kapacité vektoru)




Priklad vypoctu poctu klonu nutnych pro
vytvoreni Uplné genové knihovny

Z jednodusené:

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

Mozné jen za predpokladu, ze

a) vsechny klony jsou odlisné

b) klony se neprekryvaji




Vypocet poctu klonu nutnych pro
vytvoreni Uplné genové knihovny

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

- se zvysujicim se poCtem 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(l-F

N = pocet klond
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 1096 Plazmid 4 kb 0,99 46 x 103
A 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 106
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 10*




Ovéreni kvality knihovny

Otdzky:
- jaka je proporce kloni, které obsahuji inzert?
- jaka je velikost klonovanych inzerta?

Odpovedi:

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

» vyuziti ,modro-bilého" testu




Ovéreni kvality
knihovny

Library of BamHI fragments
in a plasmid vector

Plasmid preparation
from individual clones
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Problémy spojené s tvorbou
genovych knihoven

+ nestejnad velikost fragmentu: rozdilna
pravdépodobnost jejich zaclenéni do vektoru

- omezend klonovaci kapacita vektora
neumoznuje charakterizaci dostatecné

dlouhych useki DNA




Prochazeni po chromozomu

Cil:
+ vyhledani klont, které nesou prekryvajici a ha sebe
navazujici mser’ry

* uspordddnim téchto Klont Ize ziskat informaci o
spojité sekvenci v urcité oblasti genomu

Pr'edpoklad

z predchozi genetické analyzy je priblizné zndma
oblast genomu, v niz se hledany gen nebo sekvence
nachdzi

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




Prochazeni po chromozomu - postup

* sondou se vyhleda klon nesouci iz drive
charakterizovany Usek genomu

* 2 koncovych cdsti inzertu takto nalezeného klonu
jsou pripraveny sondy, kterymi je genova knihovna
znovu prohledana, atd.

+ opakovdnim tohoto postupu se ziskd informace o
souvislé sekvenci, ktera ma zacdtek v
charakterizovaném tseku genomu a konci v oblasti
vzddlené stovky kilobazi




80 kb genomova DNA /
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genA gen B
sonda pfipravena a) ¢astec¢né stépeni EcoRl
Z genu A se pouzije b) klonovani do fagového vektoru lambda,
pro vyhledani c) konstrukce genové knihovny

prvniho klonu
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+ Vychozi klon z genomoveé knihovny.

- Sonda pfipravena z koncového Useku inzertu.

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

Sonda se vyuZije
+ k vyhledani dalsiho klonu.

L [ B [ |

Klon obsahuje sekvence hledaného genu B.

Schema pohybu po chromozomu.
—_—
_—
—_— genomova DNA

gen A gen B gen C




~Chromosome walking™
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Nevyhody techniky ,prochazeni po
chromozomu™

+ Neékeré dseky genomu se obtizné klonuji

» Neékteré dseky genomu jsou tvoreny repeticemi,
které nelze jako sondy pouzit




Srovnani knihoven prekryvajicich a
neprekryvajicich se fragmenti DNA

Genomic DNA

B B Overlapping I8

Non-overlapping @
= EE B fragments

fragments

Screen the
Corresponds library Hybridizes
to a single to adjacent
fragment fragments

identified

Genomic DNA =




Cdste&né stépeni DNA (,partial digest™)

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

Mozné experimentdlni pristupy:
» zkrdceny reakcni ¢as

* nizsi pocet jednotek enzymu
» shizend inkubacni teplota




Cdstené $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 preskakovdni, ktera obsahuje
preskakovaci klony

» preskakovaci klony nesou nesousedici sekvence ze
vzddlenych oblasti genomu




Preskakovani po chromozomu - postup

- Castecnym stépenim genomové DNA se vytvori velké fragmenty ze
segmentu DNA, ktery nese hledanou sekvenci a rozdéli se pulzni gelovou
elektroforézou

- izolace fragmentd o velikosti 50-200 kb

- spojenim koncl fragmentt DNA ligdzou se vytvori kruZznicové molekuly -
v nich se plivodné vzddlené sekvence objevi v tésné blizkosti

+ Stépenim kruZnicovych molekul DNA jinou restriktdazou vzniknou
fragmenty, z nichZ ¢dst ponese spojené konce plvodnich fragmentd

* Yato spojeni jsou klonovana do fdgového vektoru za dcelem zaloZeni
knihovny pro preskakovani

» z po¢dtecniho Useku studované DNA se pripravi sonda, kterad se pouzije
k vyhleddni preskakovaciho klonu

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




