EinfGhrung in die Gentechnologie
Erwin R. Schmidt

e Vorlesung # 9
« 10. 06. 2008



Neues Thema:
Klonierung von Genen

,,wie finde ich ein Gen?“

- ,screening” einer Gen/DNA-Bibliothek

- Immunoscreening einer Expressionsgenbank

- Mikroklonierung

- Chromosomenspezifische Genbank

- ,chromosome walking“ und positionelle Klonierung-
- cDNA-Bibliotheken

- Komplementation z. B. von Hefemutanten

- Subtraktionshybridisierung

- Polymerasekettenreaktion



die ein komplettes Genom oder Teile davon
reprasentieren

| » sortierte (,,gridded*) Genbanken
 cDNA-Banken
* Mikro-Genbanken




Wie viele Klonen muss eine (Jcnbank enthalten. um
ein Genom vollstandig zu reprasentleren ?
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= Berechnung nach der Carbon-Clark ] ormel
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N = Anzahl der Klone |
p = Wahrscheinlichkeit |

T TR

t = Klongrof3e/Genom
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Berechnung nach der Carbon-Clark-Formel

N = Anzahl der Klone
In (1-p)

N = p = Wahrscheinlichkeit
In(1-1)

f = Klongrof3e/Genom

Beispiel: A — Klone mit ca. 2 x 104
GenomgroBe Mensch 3 x 10°

¢ AR oo 108
S JgpWpr O
fiir p = 0,99:
In(1-0.99)
N = =690 819 Klone

In(1-066 x 10>
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Genbankscreenmg durch
Kolomeﬁlter Hybrld lerung
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Figure 16.1 Colony hybridization.

Hybridization,
washing, and
Transfer autoradiography
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Vorussetzung:
1. Expressionsgenbank =
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Figure 16.1 Colony hybridization.

Hybridization,
washing, and

Transfer autoradiography

_——

Colonies on
agar plate

Membrane

TN
il I!ltilli

|

1

T I O T e

IRLIRRE MU R B e s i

|'“"' "

TR
1N

|

Autoradiogram showing
positive colonies
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oklonierung
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‘Chromosom
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Proteinase-SDS + Phenol + CHCI,
(3x}

Tropfen

f%gj W
/+Vector | in vitro

4 Restriktions- + Ligase Verpackung

endonuklease zu infektiosen
Phagenpartikeln

PRL IR ITRT TR ETIn TAORTY ROR TP 00g
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Verarbeitung
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Somnde 1 Sonde 2

Sonde 4

Sonde 5




In vitro Amplifikation von Genabschnitten
mittels PCR und degenerierten Primern

w 1 copy W
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K. Mullis, Erfinder der PCR
Nobelpreis Chemie 1993




Degenerierte Primer

b -ATG GC

(2= — )

AAT|ICA A |T|T
C G| | C

[ﬂ:l:-ﬂ—|:|

GA[A|-3°
G



Oder Primer mit Inosin;

Inosin kann mit A, C oder U (T) paaren

UH )

Uy H“)t’“;

Y M : L\HN 8
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Ho—C HO o

OHCOH Ho  OH



PCR mit degenerierten Primern

HinE amd 5inRk

mich 50 Zhoam, 2ou3In
—_—

g
ELZ4 ([&4-121) AET [THE -I 136
eglll (413-5<41) EEL TnT TSET 456
052 (75-2032) EEAD [LE EE-I 142
CoOnsSensus .E.. L. .. I =
266461 72 51444626626 6152 46
BLZ4 ([54-191) ETEESTAFFTELFTFT KT 3 L
eglld (413-5417 EVIIETTEDHLENEHEW
GOES ([(VPD-203) QTETLIAOHIOQEAT S EF.
Consensus .T.E.T& HIE.FT.. K. .
Hout: 61-fald degenerate 20mer, with 5 Is 5inE and 5inR:9 fold degenerate 21mers
H S5/A F/L DAYE EFYE L L A L H E/G E i I/L EfE F w L
5" GCI TTI G&AT S&r TTI TTI G- 3F° RinE 5" &G GaAG AAT TTI Gasx TTT Tes 3¢ 2 Is
T c O C Fy A c A C
&
GinR 5" GGI GAG AAT TTI CGI TTT TS5 3 3 Is
A i c Fol C
&

3T and 3A: 32 and 64-fold degenerate 19mers
N Bl EfE N/E DFAN S T PO L

9T &' ATC GAG AAT CGAT TCI TaT O 3' REVERSE 5' G GTA TSA GTT ITT TTT CAT 3' 32-fold. 2
A A A C . - A A C c e
A 5" ATG GAG AAT GAT AGT TAT C 3 LCOMPLEMENT 5. - g7a GoT GTT ITT TTT CAT 3 64—fold. 1

- & C c & F & C [



Degenerate Oligonucleotide Primer PCR

Low stringency PCR  (Ty= 30°C; 5 cycles)
» — fraguent priming at multiple sites

Higher siringasncy PCR  (T.= 62°C; 35 cycles)
x —F E-p!l:“]l: IIF| |'|'I||'Iﬂ of pre-ampllﬂad Sequancas

Tniwersitatsklinikum Mannheim




Klomerung von Genen durch
screenlng von CDNA Banken
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oder einem bestimmten Entwicklungsstadium
§ exprimierten Sequenzen

- Vorteil: keine Introns
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Total cell RNA
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5 ADMAAARA-OH3~ mRNA

+RT
¢ + dNTPs
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Genen durch

tation
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Klonierung von Genen
Subtraktion
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Klonierung von Genen
Subtraktion
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