Mutageneze in vitro

site-directed mutagenesis
mistné cilena (fizena) mutageneze
lokalizovana mutageneza, rizena evoluce

reverzni genetika®, genetika ,naruby”

klasicka genetika

DNA (genotyp) ° - fenotyp

reverzni genetika

* Reverzni genetika — ,,vypinani genu“ navozovani nulovych mutaci
genu nebo potlacovani jejich exprese (knokauty genu, transpozonova

inzeréni mutageneze, knockdown — umicovani genti pomoci anti-sense
RNA, RNAi, CRISPR/Cas aj).



Princip mutageneze in vitro

Mutace se vnaseji do izolované DNA (= in vitro)

Typy mutaci: substituce, delece, inzerce

Cile:

Vyzkum:

* Analyza vztahu mezi strukturou a funkci NK
« Objasnéni funkce genu a regulacnich oblasti
Praxe:

« Cilené zmény aminokyselin v proteinech - pfiprava proteinu s
novymi (lepSimi) vlastnostmi (proteinové inzenyrstvi)

- Priprava geneticky modifikovanych a transgennich organismu



Nevyhody klasické mutageneze

(chemickeé, fyzikalni, biologické mutageneze)

1. V organizmu muze byt zmutovan kterykoliv gen

- necilené pusobeni mutagenu; mutaci nelze cilit na konkrétni sekvenci
2. Frekvence mutaci v Zzadaném genu muze byt nizka
- zavislost na charakteru pasobeni mutagenu a konkrétni sekvenci

3. Zadany fenotyp muZe byt vysledkem mutaci v riiznych genech

- Fada znaku je vysledkem ptlisobeni vice geni



Mutageneze in vitro - pristupy

Mutageneze in vitro mutace
VW
———Fes0—F—=—"—1+——
/ \ -
nahodna " cilena
l l (zavedeni mutace do konkrétniho mista)
manipulace s restrikcnimi misty oligonukleotidova mutageneze
inzerce linkerd syntéza genu
chemicka mutageneze (kazetova mutageneze)
inkorporace chybnych bazi
rizena evoluce l
l zameény bazi nebo delsich
sekvenci, zmény kodond,
vyhledani genu nebo cilené zmény struktury a
funkcénich oblasti na DNA funkce proteinu



Obecna strategie pri mutagenezi in vitro

AmpR
— Plasmid DNA

DNA of interest ”

Alternativa ke I viro mulogenssis
ki ani i

vevektorean= @D Q QO
PCR @ @ @ @

Mulation Prenos do E. COli,

selekce kolonii AmpR
§3% D »"?7‘7‘
D R T Grow colony
Isolate plasmid DNA
Culture oll
colonies together

A mutent
plasmid
Isolate

plosmid DNA Test for function
Library
* of mutant
@ @ @ plasmids
Skrining nebo
selekce a j

testovani funkce

Transform E. coli

Test for function using
genefic screen or selection

1. Klonovani genu (sekvence
DNA) urCeného k mutagenezi

2. Vlastni proces mutageneze
in vitro

3. Selekce klonlt obsahujicich
mutované geny (sekvence)

4. Stanoveni pozménéné funkce
mutovanych genu

5. Ovéreni charakteru vnesené
mutace (stanoveni sekvence)

Stanoveni sekvence
pozmenéného genu




Klonovani genu

Neznam sekvenci genu - 3 zakladni pristupy
funkcni klonovani - testuji funkci genu (pr. prohledavani genové knihovny)

pozicni klonovani - identifikace genu na zakladé znalosti jeho lokalizace
(vazebné mapovani, hybridizace se sondou - chromozom)
-genova knihovna

- vyuziti bioinformatiky pro hledani homologii



Klonovani genu

Znalost genomu - bioinformatika, PCR, DNA klonovani
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Restrikcni endonukleazy - POZOR - vétsina vyzaduje presah pro ucinné stépeni
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Golden gate klonovani

= Restricni endonukleazy lls

Type Il enzyme

IN NN IN TG A AT TG INININN]

----------------- =

COOOEE RN AN

= Precnivajici konce jakékoli

= Scarless cloning (rozpoznavaci
misto nebude soucasti vysledné
sekvence)

= Stépeni i ligace v jedné reakci
(self-ligované molekuly se znovu
rozstéepi)

= Spojeni vice fragmentl dohromady
(rizné lepivé konce)

Type lls enzyme
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TOPO klonovani

Topoizomeraza | izolovana z Vaccinia viru

Stépi dsDNA v sekvenci 5" - (C/T)CCTT-3’
Kovalentni vazba na 3" konec
Spojeni s komplementarnim 5° koncem

A

>
\
OH
€ ! T“ g e d | p—
secA 'mﬂg‘% 0s

Ob

\
P

Backbone

Nevyzaduje zadné Upravy PCR produktu (Taq polymeraza zanechava na

3 konci jeden A)

Vektory s kovalentné navazanou Topo | lze zakoupit

Staci pridat PCR produkt
,ligace®“ 5 minut

CR

Ruzné modifikace

systému (i tupé konce) ol

cloning g

vector

Perform PCR with Tag or a 1. Add 1 pL of PCR reaction to 1 pL
procfreading polymerase. of TOPO cloning vector.

2. Incubate 5 min at 3. Transform the competent
room temperature. E. coli provided.

(3




Sequence and ligation independent cloning (SLIC)

= Vyuziva exonukleazovou aktivitu T4 DNA polymerazy k tvorbé 10-12 bp
presahujicich koncu

=V reakci pouze jeden typ dNTP - na ném se exonukleazova/polymerazova
funkce T4 DNA polymerazy zastavi

Speciani vektory stat  lnsert  stop

PCRproduct ' GACGACGACBAGATG...sense...TAACCGGGCTTCTCCTC3' |

P 3' CTGCTGCTGTTCTAC...anti....ATTGGCCCGAAGAGGAGS'
Po transformaci v Um DNA polymerase + dATP
bakteriich se ty T4 poltreated 5+ GACGACGACAAGATG. ..sense...TAA3"
jedno‘r‘etézcové zlomy PCR product 3'AC...anti....ATTGGCCCGAAGAGGAGS' I
spoji | i R
GAT CCGGGCTTCTCCTCA

T4 pol-treated CTACTGCTGCTGTTCT T
. L, . linearized vector i
i spojeni vice inzertu U

Recombinant plasmid | I * ...............

GATGgacacgacaagatd. . .sense . . . taalCoeLGGCTTOCTCCTCA

E.coli schopna opravit i  before transformation CTF-'.C‘IGCT."—L’LGT’:EJid:r. L anti....atthgcecqa u'ww&ir W
nedokonalé spojeni je- <

li prekryv dostatecné 12
dlouhy (20-60 bp)




Gene 1 Gene 2 Gene 3 Gene 4

PCR amplification l

T4 digestion/
dCTP treatment

+ linearized/digested vector

— -

Transformation/
repair




Gen ccdB

Koduje inhibitor DNA gyrazy - jeji inhibice vede ke smrti bakterii E. coli

s,
/

Transcription or replication

DNA or RNA L
polymerase

orf
pKIL-pZEr0™"

N R

- vyuziti pro selekci pozitivnich klonu

ccdA - antitoxin ccdB - transkripcni represor ccdB
- vazba na CCDB protein - inhibice funkce CCDB

CCDB - rezistentni kmeny E. coli (mutace v DNA gyraze)

14



Gateway klonovani

Integrace/excize DNA faga lambda do/z bakterialniho genomu

Rekombinace

Lambda phage

attFk

hﬂ E. coli genome

attB

Integration Excision

v eee——l

atil Lambda phage attR

15



BP Reaction
m 2 reakce attR1 attR2
, Pt _atte2 T
= 2 rekombinazy ool Byproduct
attB1 attB2 BP Clonass
L Gene NSNS Donor Vector — attL 1 attl 2
aftg flanked PCR product
or altB expression clone m
Entry Clone
% atiP1
LR Reaction
atfL 1 atil 2 attR1 attR2 Toxic Byproduct
codB
LR Clonase
Entry Clone = Destination Vector — attB1 atig?
Gene

= RUzné antibiotické rezistence na Entry a Destination vektorech
= Transformace do CCDB-senzitivnich kmenu

= Vyhoda - rychlost, variabilita vektoru, vysoka ucinnost klonovani
16



Gibson assembly

m Exonukleaza 5°- 3" (neinhibuje cinnost polymerazy)

= Polymeraza v jedné reakci pri jedné teploté, scarless
= DNA ligaza

——— 3' DNA fragments from PCR, with double
. oo Y stranded homologous region

wo

l Exonuclease chews 5’-3’, creating a single
stranded complementary region.
I . 3

I 5’

5' I

l Single strand region anneals
Presahy 15-40 bp
] |
1
i vice fragmentfj 1 Gaps are filled with polymerase and ligase

dohromady

17



napr. priklonovani dlouhého tagu, fuzni geny ...

Linear
vechor
(REase-
digested)

-+
DMA insarts with 15-20 bp
ovarlapping ends (PCR-amplified)

B

A -%

il

Incubate at 50°C
for 15-60 minutes

Assembled

MEB Gibson Assembly Cloning Kit

(NEB #E5510)

+ Gibson Assambly Master Mix
(NEB #E2611)

* NEB 5-alpha Competent E. coli
(NEB #C2987)

Single-tube reaction

+ Gibson Assembly Master Mix
- 5 exonuclease
= DMNA polymerase
- DMA ligase

DNA
Transformation
and plating

18



Gibson assembly

= Obdobné zpusoby klonovani
In fusion cloning (TaKaRa)
Cold Fusion Cloning (System Biosciences)

NEB HIFI DNA Assembly (NEB)

19



Zpusoby pouzivané pfi mutagenezi in vitro

1.

o a kW N

Manipulace s restrikénimi misty a enzymatické upravy
DNA

Oligonukleotidova mutageneze (extenze primeru)
Chemicka mutageneze

Kazetova mutageneze

Metody zalozené na PCR

Mutageneze pomoci supresorovych tRNA

20



Vytvareni mutaci v restrikcnim miste

o

EcoRl .
1 tépeni EcoRl
L " in
gy 20 @5
S1nukleaza - . DNA polymeraza + dNTP

Exonukleaza Exolll — ; :; gz Vyberem konkrétnich
rozsahlejsi delece ' dNTP Ize dosahnout

aF o  ay g . N
_ | inzerce pouze urcitych
| DNAligaza

m bazi

@ . +dGTP,+dATP,-dCTP, -dTTP
Wi

e S— ACTCAATCTGA

xo e
/ ————— TGAGTTAGA o1

Delece 4 bp Inzerce 4 bp



Inzeréni mutageneze pomoci linkeru k vyhledani
funkcnich oblasti transpozonu

{ ' AmpR
501

wee > Stépeni rekombinantni DNA na riiznych

Soubor nahodné "lillsteCh
linearizovanych =
mOIekUI 3;'; B EcoRilinkers

Digest with EcoRl endonuclease
Circularize with DNA ligase

Vlozeny linker
inaktivuje razné
geny

Transform E. coli
Select AmpR colonies

|

e, Prepare plasmid
DNA from each
colony

!
]
@
l | I Introduce into E. coli

t Test for transposition
L J

~
Inactive Active

Pripojeni EcoRl-linkeru
(= vlozeni inzerce inaktivujici
zasazeny gen)

Selekce klonu se ztratou
transpozicni aktivity, napf.
vyhledani genu pro transponazu
(nebo oblasti transpozonu, ktera je
pro transpozici nezbytna) 2




Chemicka
mutageneze
bisulfitem

LB A I 4

(hydrogensiri€itan
sodny)

Priprava
ssDNA

p—

Plazmidova dsDNA

Single-stranded DNA

Cytosine Uracil

N

H, )
H H

j\/ ] Bisulfite ﬁ
o T H o T H

Pusobeni bisulfitem

M Uracil \
PN
AN
(

v

Pripojeni
primeru

C
I

G

GC —» AT

LU ST

Proti U je
zaclenén A

Mixture of
modified
plosmids

DNA polymeraza,
dNTP, replikace

A A

Odstranéni
poskozeného ——J

Vystépeni mutovanych
inzertt (Hindlll-EcoRl)

vektoru

Vlozeni inzertu
do nového
vektoru

Knihovna klonl obsahujicich

mutované inzerty

23



Mutageneze pomoci mutagennich
oligonukleotidu

1.

Klonovani sekvence (genu) do vhodného vektoru (M13, fagemid,
fasmid), izolace jednofetézcoveé formy rekombinantni DNA

Priprava syntetického (mutagenniho) oligonukleotidu nesouciho
zadanou mutaci (jeho sekvence je komplementarni ke klonované
sekvenci vyjma mista, do nehoz ma byt mutace vnesena)

Pripojeni (prinybridizovani) mutagenniho oligonukleotidu in vitro

Dosyntetizovani komplementarniho retezce DNA-polymerazou,
spojeni DNA-ligazou

Transformace bunék E. coli heteroduplexni molekulou DNA,
selekce mutantnich molekul (pfip. selekce in vitro a transformace
mutantnimi molekulami DNA)

Pomnozeni mutantni molekuly DNA v E. coli, ovéreni mutace
stanovenim sekvence DNA

24



Klonovani genti ve fagemidech

~ plazmid

Klonovaci vektor

3 ) DNA insert
(napfr. Bluescript)
Transfect E. coli

Recombinant M3 vector
(double-stranded DNA)

T — T
‘-5%“.@:5?,@'-;’:1{2:‘-.3&&3’5&~ﬁ

DNA core

\g%ﬁ&ti&k@;

(& 5
RO

O ‘ Recombinant M|3 phage

Single-stranded DNA

T

Protein coat Phage are released



Mutageneze pomoci ©

mutagennich f

oligonukleotidu O

v

o,

v

syntéza druhého retézce
DNA-polymerazou

|

v

©

rekombinantni dsDNA (fragment
DNA klonovany ve vektoru)

priprava jednoretézcové formy
rekombinantni molekuly DNA
(rekombinantni ssDNA)

mutagenni oligonukleotid

, \ obsahujici mutaci

hybridizaéni pripojeni

T

mutagenniho

selekce klonu
s mutaci

rodicovsky

oligonukleotidu Substituce
delece
prenos do bunék E.coli nzerce
l | a jejich replikace
stanoveni
fenotypového

fenotyp

projevu mutace

26



A-T

Mutagenni
oligonukleotid

v
>
(@

v

G-C
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Zvyseni vynosu mutant
zaclenenim uracilu do
templatové DNA

Pfenos do kmene E. coli ung-, dut-
pfiprava ssDNA

DNA klonovana do M13 vektoru

ung— (uracil-N-glykozidaza—) (rep—)
dut— (dUTPaza—) - zvySeni koncentrace U

In vitro

Pfenos do E. coli
ung+, selekce AmpR

VétSina kolonii obsahuje
mutantni plazmid

Retézec s mutaci
(bez U) se replikuje

V templatové DNA je zaClenén U

Pfipojeni mutagenniho oligonukleotidu

Replikace, ligace

Retézec standardniho typu (templatovy,
matefsky) obsahujici U je degradovan

>| Oveéreni mutace stanovenim sekvence DNA

28

zadana mutace



Vyhledani mutantnich
kloni pomoci sondy —
tou je znaceny
mutagenni
oligonukleotid

Nifrocellulose
-~

Mixture of colonies
conlaining mutant
and wild-type
plosmids

Make o

Denature DNA
Neutralize

P em—

mulogenic
oligonucleotide

X-ray film Lobeled probe
hybridizes

of room
lemperature to
both mutant end

wild-type DNA
Autoradi- Wash at higher
ography temperoture

Probe remains
bound to mutent
DNA

Mutants Wild-type
missing

Isolote mutont
DNA from

colony

Master plate

sonda

29



Mutageneze pomoci mutagennich oligonukleotidu

amp’ tet’ 2. selekce pomoci RE; cilova

sekvence = GEN TETR

T~

pBR322 Denaturace l

Bgl Il NNAGATCTNN

AfLII
\ O Afl NNACPuPyGTNN

1. Mutantni deleCni oligonukleotid

@ A/Pfipojenl’ dvou primer(

Bgl ”\1» \ 2. Selekcni oligonukleotid Bgl I
DNA — Polymeraza

DNA — Ligaza @
Transformace E. coli

v
tet"
am pr ‘/a mpr\A tets

Netransformuje

|zolace DNA
Afl 1 1
Bal Il . - —
Stépeni selekéni RE Afl 1l
ampr tets
N Transformace
— - vysev na AMP

Deletovany plazmid ~ Bgl Il vyhledani klonu
TET®

30



Vytvareni mutaci in vitro primo na plazmidech (QuickChange)

@)

E. coli dam+

Smichani plazmidu s primery

PCR

nesoucimi mutaci, syntéza
komplementarnich fetézcu

OO

Stepenl
Dpnl

//.::‘
Q (( \\\\
L

l Prenos do E. coli

jako templat je vyuzita dsDNA plazmidu

po probéhnuti PCR se vytvori dva
komplementarni fetézce nesouci mutaci
ve stejném miste, které jsou schopny se
parovat za vzniku kruznice s posunutymi
zlomy

po probéhnuti PCR jsou produkty Stépeny
Dpnl, ktera je schopna Stépit jen
metylovanou DNA

rodiCovské molekuly DNA jsou metylovany,
nebot plazmidy byly izolovany z dam+
kmenu E. coli - proto jsou Dpnl roz§tépeny
(odstranéni rodiCovského templatu bez
mutace).

noveé syntetizované molekuly nejsou
metylovany a tudiz nejsou Stépeny

po transformaci do E. coli dojde k reparaci
ss DNA zlomu a nové nasyntetizované
plazmidy obsahujici mutaci se replikuji

1
I

2
J




Komercni soupravy pro snadné vytvareni mutaci a selekci

Metylovana
rodiCovska DNA
— DNA metylaza

Mutagenni
oligonukleotidy

Princip:
rodiCovska DNA
standardniho typu
je metylovana a je
Stépena McrBC
RE v E. coli,
zachovan je jen
mutantni
nemetylovany
produkt

l Methylation

1 Mutagenesis

l In vitro
recombination
reaction
@y
l Transformation
1

Mutated
plagmid

Plasmid template
PCR Reagents
Methyl Transferase Reagents

PCR Sample
2X Enzyme Mix

|

-

ey

Add 1L 0.5 M EDTA to stop
the reaction

Use 2l of recombination
reaction sample for
transformation

|

i
d

Incubate on ice for 15 minutes
Heat shock for 30 seconds
Add 250 plL SOC

Recover for 1 hour at 37°C

|
-

1. Methylate plasmid
DMA and amplify the
plasmidin a
mutagenesis
reaction with up to three
overlapping primers
containing the
target mutations

2. Perform the in vitro

recombination
reaction.

3. Transform the sample
into DH5a™-T1®
competent E. coli. The
host cell circularizes
the linear mutated
DNA, and McrBC
endonuclease in the
host cell digests the
methylated template
DMA, leaving only
unmethylated,
mutated product

32



Modifikace subtilizinu se zménénym pozadavkem na kofaktory

(postupna mutagenze pomoci mutagennich oligonukleotidi)

nativni subtilizin Vysoka ,
vyzadujici Ca enzymova
aktivita

Ztrata aktivity po
. deleci domény
vazajici Ca

"

Mutantni varianty s
nizkou aktivitou

~_.—

Kombinace mutantnich
variant: vysoka aktivita
| bez navazaného Ca

33



Vlastnosti prirozeného lysozymu (wt) a Sesti jeho modifikovanych variant
pripravenych oligonukleotidovou mutagezi

Enzyme Amino acid at position: No. Yo
O T s o L e

wi Ile Ile Thr Cys Cys Thr Leu 0 100 41.9
pwt Ille Te Thr Thr Ala Thr Leu 0 100 41.9
A Cys @le Thr Thr Cys Thr Leu 1 96 46.7
B Ile Cys Thr Thr Ala Thr Cys 1 106 48.3
& lle Tle Cys Thr Ala Cys Leu 1 0 52.9
D Cys Cys Thr Thr Cys Thr Cys 2 95 57.6
E Ile Cys Cys Thr Ala Cys Cys 2 0 58.9
F Cys Cys Cys Thr Cys Cys Cys 3 0 65.5




Kazetova
mutageneze

Hindlll EcoRl

Cleave with

Hindlll and EcoRl

Remove small Two synthetic

Frcgmey oligonucleotides

™1
Wild-type =
sequence \7
Anneal
Hm\dlll Ecol
s o ————:;
Hindlll EcoRl _/
Mutant sequence
DNA ligase

Mutant
DNA

) r_H &
Wild-rype/ S § \Wiid-type

DNA Hindlll EcoRl  DNA

Transform E. coli

All colonies contain mutant plasmid

35



Syntéza genu

postupnym spojovanim
kratSich oligonukleotidt

DNA sequence or
amino acid sequence

|

\/

Complemenlqry
/ syn thelic

eligenucleotides

\

Heat at 90° C

2 Ny

[ DNA ligose

_ DNA molecule

( i ; ) \ DNA ligase
Expression vecior -
__ Transeriplienal
terminator
EcoRlI
Premoter Hindll
BamHI
Unique restriction

me— sites for casselte

© i % mulagenesis

Express recombmam
protein in E. coli

Slowly cool fo room lemperature

Isclate double-stranded

36



Mutageneze pomoci kazet tvorenych mutantnimi
,doped* oligonukleotidy — vytvareni nahodnych

sekvenci

Skrining napf.
fagovym displayem

,kontaminované“

zasobni roztoky
nukleotidu

Wild-lype sequence GG T TACAAACT

GGETACAAACT
GETTACAAACT

GGETABAAACT
Mulont GGTTACAAACT
oligonucleotides GGTTACAMACT\ Wild-type
GGTTACAAANT

oligonucleotides

GGTTACAAACT

multiple substitutions

~

Complementary
“doped" oligomer
ety o |

546 klonu

. ke e
Q0000 =2
218 - 1x subst.

lasmid 104 - vice subst.

Wild-type plosmids Plasmids containing o
and mutants with single nucleofide chonge

37



Mutageneze pomoci ,,doped“ oligonukleotidu

Oligonukleotid
obsahuijici inosin pro
zajisténi parovani
s nahodnymi
nukleotidy/kodony

A

AGCT

Xhol

kodony pro riizné aminokyseliny

T

Arg Glu lle | **
T CGA GAA ATC | NN¢
> CTT TAG| il

Glu Met
GAG ATG
CTC TAC

NN
n

Oligonukleotid
obsahujici dva
nahodné kodony

Glu Ala Val Ser Met

GAA GCG GTT AGC ATG «—

CTT CGC CAA TC

Kazeta s dvéma nahodnymi kodony

A

GTAC

Sphl

N = kterykoliv ze 4 nukleotidl

NTG/C = hydrofébni aminokyseliny

(fenylalanin, izoleucin, leucin, methionin a valin)

— Alternativni zpusob nasyntetizovani druhého nukleotidu PCR

38




Zameéna helixu v represorovém proteinu mutagenezou in vitro
(priklad kazetové mutageneze)

434R expresslon vector (a)

Transcriptional 434 repressor P22 repressor
terminator e

Transform E. coli

--—=Gly Thr—G . Z Lys Gl

Zameéna aminokyselin
v doméné represoru
zodpovédné za roz-

\/ - ‘\\ 4 7 /4
v / \ poznani operatoru P22
frogment v 7
- PFipravena kazeta

Kpnl site Ddel site

TCT _AAT GTT TCG ATC TCG CAG CTC GAA CGC GGG AAA AC]
ICATGGAGA TTA CAA AGC TAG AGC GTC GAG CTT GCG CCC TTT TGATT

Hybrid
repressor
binds

P22 DNA

E hybrid 434/P22 protei
xpress hybri protein ,-—-P22 operator DNA 39



Vyhody PCR

* jednoduché provedeni
« moznost vytvareni rizného typu mutaci

* neni nutna nasledna selekce pro zvyseni proporce mutant
(pfi cilené mutagenezi)

 nezavislost na RE mistech

* neni vzdy nutné nasledné klonovani mutovaneho genu
do vektoru (po PCR je mozny pfenos linearniho amplikonu
do bunék transformaci, moznost rekombinace s
genomovou DNA — ale nizka ucinnost)
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Vyuziti PCR k vytvareni mutaci in vitro

Misto, do néhoz ma byt

; \{ - vhesena mutace
3 - 5’
Reakce 1 Reakce 2 Primery
Primer 2 Prmard ]
. 35 2 y F—5, 2a3=
3 < 5 3 — s | mutagenni
5’ 3 5 ~— 3 - primery
Primer 1 ] o Primer 3
PCR Vznik dvou F’CR-prod‘uktu PCR
nesoucich mutaci
5 e\ 3’ 5 4\ 3
3 —AN 3 A 5

Smichani, denaturace
a rehybridizace

Nemuze dojit
k prodlouzeni | 5 A 3

tzv. neproduktivni spojeni

od 5’koncu
= i s | produktivni spojeni
l Prodlouzeni DNA-polymerazou a
PCR-amplifikace pomoci primert 1 a 4
-y " A ,
klonovani 3 A g 41




Vnaseni mutaci pomoci PCR

_mutagenesis

Vlozena sekvence

na jeho 5°konci)
(extenze jsou
vzajemné
komplementarni)

ihz nssriion can be /
orger than the OVerlap ’v oveﬁap extansion

™~

N prodJct AD with insertion
== T T Fendofc A T
| matches here ~= :
| aN y ge
| —_— «-'*-- —— b3 |
‘ 1“ S :

’/PCR #2 |

overlap ex*ensm)n |

] ———-——E‘L—-—-——A l
I

inner segment deleted

P

substituce

—ecr-1p S b5\ Sd  insertions -
. / 13 ‘ \ ‘PCR =
(extenze primeru 2 %

Deletovana sekvence
(extenze jsou
komplementarni k
sekvenci vedle mista
delece)

Amplifikace ,produktivnich”

S

pojeni pomoci primert a a d
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PCR-mutageneze pomoci megaprimeru

b

5!
3!’

b

Mutagenic
primer

et <

3!

Sl

Add second
flanking primer Y

Limited amount of
first flanking primer

First PCR

A4

_/;
First PCR product (megaprimer)

3|

SI

Megaprimer

Second PCR

VAN 3

N\ 3

Second PCR product
(mutated DNA)

Restriction digestion
and ligation

Mutant clone

Obecné: The strategies require two rounds
of PCR amplification using two flanking
primers and one internal mutagenic primer.
In the first round of PCR, one of the flanking
primers and the internal mutagenic primer
(having desired base substitutions) are used
to generate a megaprimer. The megaprimer
is purified by gel electrophoresis and
extraction before being used along with the
other flanking primer in the second round of
PCR to generate the complete DNA
sequence with the desired mutation.

Nova modifikace: The first PCR (5 cycles)
contains a limiting concentration of the first
flanking primer and is followed by a
prolonged extension step. The second
flanking primer is then added and the entire
mutated template is amplified by PCR (25
cycles). The second PCR product is digested
with appropriate restriction endonucleases to
give desired mutated fragment, which then

can be ligated to the expression vector.
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Nahrada c¢asti genu sekvenci z pribuzného genu

‘ Sekvence genu A ‘

Gen A \ - p 5

Sekvence genu B

analogie
mutagenniho Denature and hybridize

oligonukleotidu \ Sticky feet’
Sticky feet” axtenze
A 5

/k Single-strand vector H
Gen B :

\ Polymerase plus ligase

’ ‘ Cast genu B je
: J nahrazena Casti genu A

e

+ original vector i



Konstrukce genu pro chimerickou protilatku

Gene for heavy
IgG : . .
Light 9By Sticky foot —\-y chain (y,, isotype)
chain
Polymerase chain reaction ¢ 4'\— PCR
C,2 domain rimers
Vo, heavy ] H 400 b P
chain | I
,\\(1CH2 domain Heat to denature strands

—_—

@ \ﬂnneal
containing single-

Expression

Tezky retezec typu y2b
zodpovida za lyzi bunéek
zavislou na komplementu
Protilatka s tézkym
retézcem y1 tuto lyzi
nenavozuje.

Ktera oblast y2b za tuto
vlastnost zodpovida?

vector for

Y, heavy chain

Doména C2 y2b

Make uracil-
stranded DNA
Stlcky foot \\

Extend and ligate

IgGv1

Does not
activate «—
complement

J

Antibody with l
chimeric heavy chain

Transform ung* E. coli
Isolate mutant DNA

"l pro lyzy bunék

Doména C,,2 odpovida
za aktivaci komplementu

Activates < <

complement Coexpress in

mammalian cells

J

Chimericky tézky retézec 45
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Vytvareni nahodnych mutaci - ,error-prone“ PCR

~

-

~

~

~

~

S AT T O T

@

Error prone
PCR

1

¥ X
a

E 3 4
«Q

 vyuzivaji se DNA-polymerazy

bez korektorskeé funkce
(napr. Tag-polymeraza) — ne High
Fidelity PCR Enzymes

reakCni podminky PCR lze zménit
tak, aby se pocCet chyb zvysil a aby
kazdy amplifikaCni produkt
obsahoval jednu mutaci

(napf. zvyseni Mg++ nebo pridani
Mn++, koncentrace reakénich
slozek atp)

nevyhoda: prevaha urcitého typu
mutace (napf. transzice, zatimco
transverze nevznikaji)
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Zpusoby zavadéni zmén do proteint

Standardni typ
proteinu

Nahodna mutageneze
nebo error-prone PCR

Vysledek (napr):

/ Kombinace oblasti/useku (tzv. DNA-
shuffling) pochazejicich z gen
genovych rodin (interferon)

- vySSi aktivita

- termostabilita
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DNA shuffling

DNase [ digestion

| 1 e —— e
. — o
_— — — e T
—
S

1. Digest PCR products of

homologous genes. Create pool of

ssDNA fragments (short single strand
ONE: 2. Perform “primerless™ PCR to

Cut and clone reassembled
genes for expression.

reassemble genes.
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A
DNA shuffling

Digesthion
(DNase 1)

Priming l

| —
p— 5 o =

Elongation l

B
StEP

Priming

‘iri

Elongation l

‘h | ‘I I " I

n cycles l

Parental DNA

Digestion c
(Restricuion

donuclease) M u RA

49



StEP

ITCHY

SHIPREC

& ——— +
h
Incremenial 1‘ Fusion
Brief PCR fruncation
extension —— Fragmentation
T * |'J_]r' DNase [
e —e — e —
f———q] ] —_—————_
e — = e —
Brief PCR = = ——— —
extension with = " . ,
P randont priming Ligation M—Jﬂmrnim
= == —
— |
[t ———— ——— Ligation
1 —_— |
e Repeat with —_————— |
y Varving extension e I (
EE—
TEE = o=
==z — T —
EEm = === lLi}mﬂEﬂﬁGﬂ
EemE———— digestion
== == [ ——
Library of hybrid genes Library of hybrid genes Library of hybrid genes
RACHITT Synthetic SISDC
* I 1 I
Tap sirand of homolog(s) Shufﬂlng e}l —

I Fragmentarion
Botiom s:mn?

:_: e seaffold
I i«
Bt R
===
Flap digestion,

gap filling
and mick ligation

Scaffeld destroved,
dorble strand
syrthesized

==

Highly mosaic shuffled genes

XEX> XAN> TR
XXX XXX IXRX

XXX,

XXX :

XX X Huxx:l'
Diverse XX
syathetic

aliga-
nucleotides

l Reassembly by PCR
B s R B

e e S O Y

Library of variants (each aa
recombined independently)

Bael re'cagmnqn Tag insertion
and cleavage site| 4 consensus

Ononod| | sequence site

Bael digestion l\‘ E-é'.::‘:'

S e CEms e

=g g By ==
Ligation
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Vytvareni hybridnich gent kombinaci restrikénich fragmentu

Start S
codon €€ & codon

] . .

B 92 e T G

T [

I

I

[ I v . o

. 14 odliSnych hybridnich genu

— vytvorenych kombinaci

5 restrik&nich fragmentu
[ e | i ;
- pochazejicich ze dvou genu
Ll e L~ . .
> téze genove rodiny

g B

R N

T

N | .

L T

L TT .
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Vytvareni hybridnich DNA kombinaci Useku tii genu z jedné
genové rodiny — tzv. ,,molecular breeding*

Native genes
B So i T s i aied A T PR e Y
i |
A P AT e, ]
Hybrid genes

ST I NS o]

I N W
E EERTEEE S




Inzerce abnormalnich aminokyselin do proteinu supresi amber
mutace in vitro s vyuzitim chemicky modifikovanych tRNA

Mutagenesis

Vytvoreni
amber kodonu

AGC — TAG (amber) l Transkripce

in vitro

RNA hgase Translace
in vitro
pCpA - -

CCA = CCA-IB

aminoacylace

Supresorova tRNA
S havazanou chemicky Mutantm forma proteinu

modifikovanou (lysozym aktivovany svétlem)
aminokyselinou




Table 4.4 Nonsense Suppressors Employed to Generate Altered Proteins

Suppressor

A. prirozené
Sul (supD)
Su2 (supE)
Su2-89 (supE).
Su3 (supF)
Sus (supG)

Sus (supP)
Su9

B. Uméle pripravené

tRNA RS
tRNA &

tRNA e
tRNA His2
tRNA Proht
tRNA i
tRNA 284
tRNA S

FTORI 26

Priklad: 160 variant genu pro lysozym s amber mutacemi na rtiznych mistech

reggg:inzzd A::;nec:tzzd Efficiency (%) References
UAG Serine 6-54 a,b
UAG Glutamine 0.8-20 a,b
UAG Glutamine 32-60 & h
UAG Tyrosine 11-100 ab
UAA, UAG Lysine 0.2-2 a,bh
6-30" h
UAG Leucine 30-100 ae
UGA Tryptophan 0.1-30 ‘a, f
UAG Phenylalanine 48-100 g
UAG 85% Glutamic acid 8-100 h,i
15% Glutamine
UAG Cysteine 17-51 g
UAG Histidine 16-100 h,i
UAG Proline 9-60 h, i
UAG Lysine 9-29 h i
UAG Alanine 8-83 h,i
UAG Glycine 39-67 h, i
UAG Arginine 4-28 j
4-47* h

poskytlo v supresorovych kmenech 2 000 variant lysozymu

o4



Vytvareni protein obsahujicich nestandardni aminokyselinu O-metyl-L-tyrozin

v geneticky upravenych kmenech E. coli

{ATG || AAG Wild-type
TAC TTE gene
Oligonucleotide-
directed mutagenesis
ATG Mutant
TAC ATC ATT il
Transcription
T Mutant
el Sl mRNA

Translation in
modified E. coli

T AT ”\//k/f/j?

Truncated protein Amino Full-length protein
acid
analogue

Translation in
wild-type E. coli

Kmen E. coli obsahuje 2 geny z
Methanococcus jannaschii:

1.  Supresorovou tRNA,
ktera se vaze na amber
kodon

2.  Mutantni tyrozin-tRNA-
syntetazu, ktera na
tRNA vaze misto
tyrozinu O-metyl-L-
tyrozin

Analogicky lze pfipravit
kmeny, u kterych bude
dochazet k zaClenovani
jinak modifikovanych
aminokyselin
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RACIONALNI DESIGN

1. Pocitacové modelovani

RIZENA EVOLUCE

1. neni aplikovano

2. Mistné cilena mutageneze 2. Nahodna mutageneze

0000CO0
0COG00
O SO55568

Knihovna mutovanych genu
(>10,000 kionu )

3. Transformace

3. Transformace

4. Exprese proteinu

4. Exprese proteinu

5. Purifikace proteinu ad 5. neni aplikovéna

6. neni aplikovan

VYLEéENY 6. Screening a vybeér
- stabilita e
E NZYM ::fei::“k;ivita
- aktivita

Zkonstruovany mutantni enzym 7. Biochemickeé testovani

Vybrané mutantni enzymy

Prevzato: J. Damborsky: Racionalni design a fizena evoluce predstavuji dva koncepcCné
rozdilné pfistupy pouzivané pfi konstrukci vylepsenych enzymui metodami proteinového
inZenyrstvi. 56



Dosazeni nahodné zamény nukleotidu:

- Pouziti neoptimalnich podminek pro syntézu DNA in vitro (napf.
zmény koncentrace iontu, odliSné koncentrace prekurzoru nukleotidu
maji za nasledek chyby v jejich zafazovani do DNA)

- Pouziti DNA-polymerazy bez korektorské funkce

Zakladni problém: dochazi ke vzniku veétsiho poctu
substituci a je obtizné urcit, ktera zamena (mutace)
zodpovida za zmeénu vilastnosti genu
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