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Co to je?

BAC (Bacterial Artificial Chromosome)
PAC (P1 Artificial Chromosome)
YAC (Yeast Artificial Chromosome)

umele syntetizovana plazmidova DNA, kterou Ize vlozit
do ,organizmu” (vektor)

vektor x klonovaci vektor nékolik tisic bp
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BAC, PAC, YAC klonovaci vektory jsou
agens, ktere vnaseji usek DNA do
hostitelske bunky



Schema
klonovani
do P1 vektoru

Klonovaci vektor
musi obsahovat:

- pocCatek replikace

- misto pro restrikCni
endonukleazu (jedno)
- gen pro rozlisitelnou
vlastnost
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Hostitelska bunka

» Escherichia coli (G-, Enterobacteriaceae)
* vhodny modelovy organismus protoze:
- Je dobre znam jeho genom (kruhova molekula DNA)

- nenarocne se Kkultivuje, rychle roste, produkuje
pocetneé potomstvo (déleni)
- obsahuje F-faktor = konjugativni plazmid o
velikosti 100 Kb, ktery odpovida za prenos
geneticke informace z F+ do F- bunky

« plazmid ma vlastni pocCatek replikace — replikuje
se nezavisle na bakterialnim chromozomu



Prenos DNA do bakterii

konjugace: donorova bunka — recipientni bunka
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F-plazmid se v bunice vyskytuje ve 2 formach:
plazmid a Hfr (high frequency of recombination)

transformace: prijem DNA z okoli bakterie (zacClenéni
homologni rekombinaci) BAC!!!

transdukce: temperovany bakteriofag (mistne specificka

rekombinace) Nepresna excize DNA z hostitelského chromozomu
— vezme sebou i kus chromozomalni DNA a zabali se do kapsidu.

Infekci se SiFi dal. PAC!!!




YAC systemy

podilely se na mapovani lidskeho genomu

klonovaci kapacita az 1000 Kb, mohou
nest celé lidské geny

v kvasince se udrzuji relativne stabilne v 1
nebo vice kopiich

ale pri manipulaci problemy (nestabilita,
preskupovani DNA, tvorba chimer s
cizorodou DNA, malé vytezky), nizsi
ucinnost transformace



BAC systemy

struktura odvozena od F-plazmidu bakterie
Eschericha coli

klonovaci kapacita 50-350 Kb
v bunce v nizkem poctu kopii (1-2)
vysoka strukturalni stabilita v bunce E. coli,

schopnost udrzet viozenou DNA, snadna
manipulace s DNA

snadna izolace diky kruhove plazmidove strukture
(alkalicka lyze, sloupcova chromatografie)

tvorba chimér méneé casta nez u YAC



BAC systemy - 2

» dobra izolace diky selekcnim
znakum (pr. gen pro rezistenci
na antibiotika, pritomnost lacZ)

» vektory dale obsahuji: mista pro
restrikCni enzymy, geny pro
regulaci: parA a parB, klonovaci
mista (Hindlll, BamH]I)

BAC




PAC systémy

* 1. vektor odvozen od bakteriofaga A (nebyl
vhodny pro mapovani savCiho genomu)

 proto vyvinuty P1 vektory a PAC systemy
(odvozeny od temperovaneho faga P1)

* P1 vektor se sklada ze 2 domen:
adenovirovy fragment (plni fagove kapsidy
DNA) a P1 lyticky replikon (spousti
amplifikaci plazmidove DNA)



PAC systémy - 2

PAC systém ma misto adenovirového
fragmentu plazmid pUC povahy (zvysuje
vytezek DNA)

je to kombinace P1 vektoru a bakterialniho
vektoru

klonovaci kapacita 130 - 150 Kb

mensi stupen chimerizmu (jako u BAC),
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priprava vektoru



Vyuziti klonovacich vektor

fyzikalni mapovani, analyza a sekvenace
nejen savcinho genomu

priprava DNA sond

detekce ruznych poruch geneticke
informace (delece, inzerce, ...) «=—= . ..
klinickeé

detekce nadorovych bunék Shsll€e: WuEll
studium struktury chromatinu v bunkach
tvorba genomovych knihoven



Genomove knihovny

zasobarny klonu s ruznymi vloZzenymi useky
sekvenovane genomove DNA

useky obsahuji i nekodujici sekvence (introny,
repetitivni DNA, regulacni oblasti gend, ...)
cDNA knihovny: celkova mMRNA—cDNA

(neprerusend kodujici sekvence genu — Ize vycist
aminokyselinove slozeni proteinu a vyuzit je pro jejich
syntézu v bakteriich nebo kvasinkach)

hledani v knihovnhach: pomoci sond
a) pro vyhledavani sekvenci DNA
b) pro vyhledavani produktu hledanych genu

http://bacpac.chori.org/ http://www.biologia.uniba.it/rmc/



Konstrukce BAC knihoven

linearizace vektoru restrikCnimi enzymy a
ligace s nastepenou genomickou DNA

produkt elektroporaci nebo chemickou
transformaci (CaCl,) vnesen do E. coli a
transformanty selektovany na plotnach s
antibiotikem nebo IPTG a X-gal

vybrane transformanty jsou razeny do
mikrotitracnich desticek

vektory pomnozovany v kmenech E. coli s
poruchou rekombinace (DH5a, DH10B)




Konstrukce PAC knihoven

linearizace vektoru restrikCnimi enzymy
a ligace s fragmenty DNA

produkty ligace zabaleny do fagovych
kapsidu a pak infekce bunék E. coli

selekce (sacB) na médiu s antibiotikem
a sacharozou

uchovani v mikrotitracnich destiCkach:
a) na 1 jamku vice klonu (nevyhodné)
b) na 1 jamku 1 klon



Klonovani do BAC vektord

BN A,

» postup: linearizace vektoru, ligace s
fragmenty genomicke DNA, elektroporace
nebo chemicka transformace do E. coli

» selekce a uchovani (LB médium s
antibiotikem a 30% glycerolem na -70°C
nebo vpich do meédia pri RT)

* izolace DNA z transformantu jeji analyza
(PFGE, PCR)



Vektor pBeloBAC11

(klastr globinovych genu)
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Schéema
klonovani
do P1 vektoru
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E. coli (pBeloBAC11)

Po narastu bakterii na
agaru se 1 kolonie
(populace jedné bakterie)
naocCkuje do tekutého LB
media a pres noc inkubuje
pri 37°C.




Priprava DNA sondy

nejprve izolace DNA z prislusneho
BAC nebo PAC vektoru pomnozeneho
v E. coll

izolace klasickou metodou s viastnimi
roztoky nebo izolacnim kitem

izolace kitem je vyhodngjsi (vetsi
vyteézek, odstraneni bakterialni DNA)
DNA je polarni (- naboj) — snadna
precipitace alkoholem, moznost
elektroforézy




Schema izolace DNA
pomoci QIAGEN

Large Construct Kit

- lyzacni pufry rozrusi bunky

- isopropanol vysrazi DNA

- etanol presrazi DNA

- kolonky odstrani baterialni DNA
a RNA

- rozpusténi DNA v TE pufru, H,0

- mereni velikosti a Cistoty DNA
pomoci gelové elektroforezy,
spektrofotometrie, nanodropu

QIAGEN Large-Construct Kit Procedure

Pelleted bacteria

|

Alkaline lysate
¢ Clear lysate

Isopropanol precipitate

¢ Collect DNA by centrifugation

Exonuclease
digestion

|

Bind DNA
Wash
Elute

|

Isopropanol precipitate

¢ Collect DNA by centrifugation

Genomic DNA-free
ulirapure plasmid DNA




Cistota a koncentrace DNA

Cistota DNA: pomér A260/A280
 A260/A280 = 1,8 - 2 — idealni hodnoty

« A260/A280 > 2 — kontaminace RNA
 A260/A280 < 1,8 — kontaminace proteiny
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Nick-translace

* vlastni priprava sondy 5 N
iInkorporaci napr.
digoxigeninu do DNA ¥ ¢ o
* nick-translacni kit > 3
obsahuje 2 enzymy: - :
- DNaza | 200-500 bp

- E. coli polymeraza |
« kazdy 20.-25. nukleotid je modifikovan DIG-dUTP
* vznik fragmentu o velikosti 200-500 bp



DNA po izolaci DNA po nick-translaci
(pBeloBAC11) pBeloBAC11 PAC825K22

bakterialni DNA
plazmidova DNA

200-500
bp




Cot-1DNA

v lidskem genomu jsou rozptylene repetitivni
sekvence SINEs, LINEs (napf. Alu-elementy,
L1-elementy)

tyto repetice jsou obsazeny i v DNA sonde

competitor DNA — lidska placentalni DNA
obohacena repetitivnimi sekvencemi

repetitivni elementy sondy hybridizuji s prebytkem
repetic na COT-1 DNA

nejvice specificka mista na sondé zustanou volna
(jednoretézcova) pro hybridizaci na cilovou DNA

potlaCcuje hybridizaci sondy na repetitivni sekvence
pri FISH a zvysi se tak specificnost (presnost)
hybridizace



Struény navod k pouziti Cot-1
DNA

ke 120 ng znaCené DNA pridat 6 ug Cot-1
doplnit salmon sperm DNA do mn. 20 ug

pridat 1/10 objemu 3M octanu sodneho a 2
objemy 96% etanolu (-20°C)

promichat, inkubovat 30 min pri -70°C
centrifugovat 15min/13000 rpm, slit supernatant
promyt DNA 400 ul 70% etanolu (-20°C)
centrifugovat 5min/13000 rpm, slit supernatant

susit pelet a rozpustit ve 20 pl hybrizolu (50%
formamid a 2xSSC)



FISH

(Fluorescencni In Situ Hybridizace)

* metoda stanoveni lokalizace specifickych
sekvenci DNA nebo i celych chromozomu v
bunecnych preparatech

e princip spociva v navazani znacené denaturované
DNA sondy na komplementarni misto cilove
denaturovane DNA

* druhy DNA sond: mistné specifické (genové),
celochromozomoveé, telomericke, centromerické




typy DNA sond:
- oligonukleotidoveé (chemicky syntetizované)
- jednoretezcové (RT-PCR, PCR)

- dvouretezcove (BAC, PAC, YAC klony)

- RNA sondy

primeé a neprime fluorescencni znaceni
dualni barveni, SKY (spectral karyotyping),

multicolour FISH, opakovana hybridizace
rozsahle klinicke vyuziti (prenatalni diagnostika,
cytogenetika nadoru)



Schema FISH

Fluorescence In-21itu Hybridization
(FISH)
chromosome on
microscope £1lide
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neprimeé znaceni - sekundarni protilatka




Nejcastéji pouzivane latky

* neprime znaceni DNA sondy:
ligandy typu digoxigenin, biotin (Roche)

« sekundarni protilatky:
Anti-DIG-Rhodamin, Fluorescein-avidin (Roche),
FITC-avidin (Sigma)

e barveni jadra:
DAPI (4°,6-diamidin-2°-fenylindol), TO-PRO®-3 iodide,
Pl (propidium iodide)

e prime znaceni DNA sondy:
Spectrum Orange, Green, Red, ...
(Invitrogen), Cy3 (Cambio)




SKY technika
(spectral karyotyping)

www.genome.gov



Dualni barveni

umisténi B-globinového genu (Cervené signaly) v ramci
chromozomalniho teritoria chromozomu 11 (zelené signaly)
u lidskych leukemickych bunék K562



Opakovana DNA/DNA
hybridizace

klastr globinovych genu chromozom 11 centromera chromozomu 11



klonovani do BAC, PAC vektoru a transformace

izolace plazmidove DNA z bakterii, purifikace
izolovane DNA

inkorporace znacenych nukleotidu pomoci nick-
translace — znaceni sondy

vystineni repetitivnhich sekvenci sondy pomoci
Cot-1 DNA

hybridizace cilove DNA pripravenou sondou
pomoci FISH

promyti pfebyteéné sondy a detekce signalu



