Metody identifikacie a izolacie novych genov

* Funkcné klonovanie (,priama genetika®)
— protein — AA sekvencia — oligosondy — skrining kniznic
— protein — protilatka — imunoprecipitacia na polyzomoch
— protein — protilatka — skrining cDNA kniznic

* Pozicné klonovanie (,obratena genetika®)
— urcenie pozicie genu v mape
— kracanie po chromozéme
— konstrukcia kontigu
— hladanie klonov s kédujucimi sekvenciami
— identifikacia klonu s hfadanym génom
— klonovanie hfadaného génu, jeho charakterizovanie
— overenie (pacienti)

« Kandidatne geny
— vyhladavanie v databazach (bioinformaticky pristup)
— vyuzitie zvieracieho modelu (mys)




Funkéné klonovanie (,priama genetika*“)

* Vychodisko: génovy produkt (protein) alebo protilatka
K nemu

. Standardny postup:
— sekvencia AA proteinu
— preklad z AA do sekvencie DNA (degeneracia kodu!)
— syntéza degenerovanych DNA oligo-sond
— skrining cDNA kniznic
— pozitivne klony ako sondy pri skriningu genémovej kniznice
— pozitivne klony v DNA kniznici: overit na pacientoch

* Ina moznost: imunoprecipitacia na polyzomoch
— na polyzémoch: mRNA a polypeptid na jednom mieste
— historicky uspesna (1980-90), uz sa vSak nepouziva




Funkcne klonovanie: priprava DNA oligo-
sond

AA sekvencia:

..-Ala - Glu-Val -Val —Ser-Ala-...
...GCA GAA GUA GUA AGC GCA
...GCC GAG GUC GUC AGU GCC
...GCG GUG GUG UCA GCG
..GCU GUU GUU UCC GCU
UCG
: UCuU
4 x 2 x4 x 4 x 6 x4 = 3072 xdegen. oligo
(zmiesané sondy)
6 -7 AA— 18 — 21 bp » postacujuca specifickost’

Sondami skrinujeme cDNA kniznice (z tkaniv, kde sa gén exprimuje)

. ozit. klonv cDNA testovanie na gendmove;
CDNA kniz. —P y kniznici (cDNA ako sondy)




Priklad géenu identifikovaného funkCnym
klonovanim: gén pre faktor FVIII — hemofilia A

(Gitschier et al. 1984)

purifikacia FVIII z krvi terapeuticky FVIII DNA-diagnostika
sekvenovanie proteinu ﬁ ﬁ
(15 AA) expresia v bunkach mutacie
degenerovaneé oligo-sondy ﬁ ﬁ
(45 bp) cDNA kontig gen
(9kb) (186 kb, 26 E)
L g} T

skrining cDNA kniznic ) CDNA klony j> skrining g-kniznice




Pozicne klonovanie: urcenie lokalizacie géenu

« Chromozdmové prestavby (delécie)
— hladat pacientov s monogénnym ochorenim a s chrom. deléciou
— subtraktivna hybridizacia

« Strata heterozygotnosti (LOH) pri TSG
— len pri hladani tumor-supresivnych genov
— porovnavat STR v DNA z nadoru a z norm. tkaniva (ti isti pacienti)
— hladat STR pri ktorom v nadore nastala LOH

« Vazba s lokalizovanymi polymorfizmami
— zhromazdit vazbovo-informativne rodiny
— stanovit lod-skore s jednotlivymi STR a VNTR
— najst tesne viazané STR pred aj za génom
— ,chromosome walking“ medzi tymito polymorfizmami
— zostavit kontig (kniznica usporiadanych klonov)




Klonovanie DNA fragmentov z chromozomovej delécie:
,subtraktivha hybridizacia®

Normalna DNA: stiepena RE (napr. Mbol) — klonovatelné fragmenty
DNA pacienta s deléciou: fragment. mechanicky (ultrazvuk) — neklonovatelné

rrv v v v ¥ v v 3} hol - malo DNA
+ \ 4 \ 4 \ 4 del + A 4
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ A 4 A 4
v v v . v ultrazvuk - nadbytok
v v v v v ¥ v DNA

denaturacia DNA

@ abnorm. — abnorm: neklonovatelné
Z abnorm. — norm: neklonovatelné
reasociacia = norm. — norm: klonovatelné!

Priklad: CGD a DMD u pacienta ,BB* s deléciou na X-chromoz6éme: klonovanie obidvoch génov
vr. 1986




Hlavne kroky pozicneho klonovania

vazba s STR lokalizacia BAC kontig kandidat. geny| mutacia
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Hladanie viazanych STR: vazbova analyza
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Kontig: subor prekryvajucich sa klonov
Z genomovej kniznice

Vektory: YAC — yeast artificial chromosomes
BAC — bacterial artificial chromosomes
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YAC: yeast artificial chromosome

ST, Notl

ST, Nod

BemHI
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CEN — centroméra
ARS - ori
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markery
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BAC: bacterial artificial chromosome

BAC vectors can accommodate
DNA fragments up to 300 kb

BAC vectors are similar to standard E. coki o

t Hindiil
plasmid vectors A
- Contain the origin and genes encoding the ORI- [ ;
binding proteins required for plasmid replication /
Net |
- derived from a naturally occurring large plasmid, the A% b - W
Ffactar SpE X

- Low copy number (1-2 copies per cell)

- Low transformation efficiency overcome by
electroporating recombinant DNA into £ coli

Advantages of BACs compared to YACs
- Stable
- Ease af transformation
- Speed of growth of £ coli host
- Simpler to purify

- More user-friendly




Chromosome walking: ,kracanie po chromozome"

dve gendmove kniznice, K1 a
K2, kazda ziskana inym RE:

— — — kniznica 1
1 3 5
—_— —_— —_— — kniZznica 2
2 4
M1 gén M2
— — — chrom. DNA

» smer kracania“




,Chromosome walking®: kracanie po chromozdéme




Konstrukcia kontigu
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Hladanie genu na kontigu

* Ako identifikovat inzert s génom:
— ,Z00-blotting”
— identifikacia CpG ostrovCekov
— klonovanie pomocou CpG ostrovCekov
— skrining cDNA kniznic
— ,exon trapping”
— sekvenovanie

* Ako identifikovat na tomto inzerte hfadany gen:
— kandidatne gény (bioinformatika, databazy...)
— homolodgia s mysim modelom
— skrining mutacii u pacientov (SSCP, DGGE...)




,Z00-blotting": hybridizacia inzertu s DNA réznych
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Pouzitie:
skriningové
vyhladavanie
klonov (z kniznice),
obsahujucich
kédujucu sekvenciu
(gén alebo jeho
Cast)

Princip: kédujuce
sekvencie su
oby¢ajne evoluéne
konzervované

Ak nevznikne
hybridizaény signal:
inzert asi
neobhsahuje
kédujucu sekvenciu




|dentifikacia klonov s CpG ostrovcekmi

(Bird et al., 1986)
CpG ostrovCeky:

C nemetylovany (inde v gendme C pred G takmer vzdy metylovany)
dizka 1- 2 kb

Casté pred ,housekeeping” génmi (asi 20x CastejSia ako inde)

Hpall (rozpoznava CCGG, ak C je nemetylovany)

Hpall stiepi CpG ostrovy na kratke fragmenty (HTF)

tie mozno detegovat elektroforézou (séria pruhov)

ellfo
Inzert: CpG ostrov gén o
[ ]
RM Hpall : * A4 44 4 4
Obmedz_enie: CpG ostrovy su HTE { —
len u asi 50% génov —




Klonovanie / PCR CpG ostrovCekov

(Patel et al. 1991)

CpG ostrov prvy exon

Alu

I ] gén

R
{

Stiepenie Notl (CGGCCGC)
ligacia Notl linkera

<— Alu-primer

(TN |
PCR:Notl .
linker + Alu 1l
primer
([T I

mm PCR produkt obsahuje exén

gt

skrining cDNA kniznic

Predpoklady:
- pred génom je CpG ostrov

- v 1. introne genu je Alu




Amplifikacia exénu: ,exon trapping"

J{rapping“‘expresny
plazmid s inzertom,
obsahujucim exon cicavcie bunky

exoén 1 intron

inzert s exbnom
= 4

)

transfekcia
cicavcich buniek
%

promotor

rezist.

Intron transkripcia
+ processing
exén 1 ,Zajaty”
upravena mRNA: | [ |
exon exoén 2

amplifikovany ,zajaty“ exén @

cDNA: T — RT + PCR




Priklad pozicného klonovania: gén CFTR —

cysticka fibroza

Chromozém 7
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chrom. walking; kontig




Cysticka fibroza: kontig, obsahujuci CFTR gén

ther“
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posledné ,kroky“ : F. Collins et al., 1989




CFTR geén, jeho produkt, mutacie a CF
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Prvych 10 rokov pozicneho klonovania
(vybrane ochorenia)

rok ochorenie lokalizacia gen  chrom. abnorm
1986 Duchenne sval.dystr. Xp21.3 DMD delX(p21.3)
retinoblastém 13914 RB del(13)(q13.1-q14.5)
1989 cysticka fibroza 7931.2 CFTR Ziadna
1990 neurofibromatéza 17911.2 NF1 translokacie 17
Wilmsov tumor 11p13 WTH1 del(11)(p14p13)
1991 fam. polyposis coli 5021 APC del(5)(q15922)
syndrom frag. X Xq27.3 FMRA1 fragilné miesto
myotonicka dystrofia  19913.3 DMPK Ziadna
1993 Hutingtonova chorea 4p16 HD Ziadna
tuberdézna skleréza 16p13 TSC2 Ziadna
1994 achondroplazia 4p16 RGFR3 Ziadna
karcindm prsnika 17921 BRCA1 Ziadna

1995 spinalna sval. dystréfia 5913 SMN1 Ziadna




