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KLONOVANI

Molekularni klonovani:

s multi-krokovy proces ktery vytvori kolekci definovanych fragment
dané DNA pomoci restrikCnich endonukleaz

= spojeni vybranych DNA fragmentu (vétSinou jednoho genu) se
specialnim nosicem — vektor pomoci T4 DNA ligazy

m prenos vznikleho konstruktu do zivych bunek (Casto bakterie)

s mnohonasobné namnozeni vlozenych DNA fragmentu replikaci
v Zivé bunce — DNA KLONY
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Bunecné klonovani:

vytvareni geneticky identickych bunék (organismu)
V Zivé prirodé prirozené:

- kolonie bakterii

- Fizkovani rostlin

- jednovajec¢na dvojcata




KLONOVACI VEKTORY

A) Bakterialni — PLAZMIDY

- extrachromosomalni kruznicové molekuly DNA, které se nachazi v celé radé
bakterialnich druht (rezistence k antibiotikiim, metabolismus nezvyklych

substratu...) 1-100kb
- replikuji se nezavisle na bakterii
- vlastni plasmidové vektory vznikly upravou pfirozenych
1970° - pBR (Bolivar a Rodriguez) high copy plazmidy

- 4.36 kb menSi nez je prirozené se vyskytujici v E.coli

i . v : 100-1000 kopii v bunce
- ori vlastni poCatek replikace

- rezistence k Amp a Tc i s
- unikatni restrikCni mista BamH 1
- kapacita pro inzertovou DNA 1-5 kbl | | S
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KLONOVACI VEKTORY

B) | Virové - BAKTERIOFAGY

- bakterialni viry s dvouretézcovou linearni DNA

- schopny se v hostitelské bunce replikovat, aniz

by ji zahubily

- klonovaci kapacita 2-25kb inzertu

- mnohonasobné mnozeni v zavislosti na hostitelské bakterii

. ——,  cos
cos, AR BAKTERIOFAG lambda  49kb
J/ emoval of middle section
% it s «  Stedni &ast genomu neni dilezita pro
:_ I lyticky rlist a |ze ji nahradit insertovou

DNA

« snadna manipulace diky cos mistim

T N\L Splicing of foreign DNA

T (lepivé konce) na koncich A DNA,
Ty které umoznuiji jeji cirkulaci
be packaged In vitro packaging of . . s
| l cstonibinat riogw,e _ « zacirkulovat Ize pouze bakteriofaga,
“ e ktery ma vzdalenost mezi cos misty
- 37-52kb

tvorba cDNA a genomovych knihoven

Infective 2 particle
l - containing foreign DNA




C)

KLONOVACI VEKTORY

bakterialne-virovée - KOSMIDY

odvozeneé z plasmidu do kterého byly naklonovany cos
mista bakteriofaga A

Inzertova DNA je naklonovana do linearniho kosmidu a
sbalena in vitro virovym mechanismem a infikovana do
bakterie

v bakterii je pak cirkulovana a replikuje se dal jako
plasmid

mala velikost cca 5kb — neni potfeba infekCnich
lytickych A proteinli, pouze selekCni marker k
antibiotiku muze se velikost inzertové DNA pohybovat
az k 47kb




D)| bakterialne-virové - FAZMIDY (phagemid)

m odvozené od bakteriofaga M13 s malou ssDNA (6.4kb), ktery
se po infekci do bakterie replikuje jako kruhovita dsDNA
(plasmid, snadna manipulace, restrikce)

m infekCni fagové Castice vsak opét obsahuji pouze ssDNA
(vhodny zdroj pro izolaci ssDNA napr. pro hybridizaci)

m do infekCnich Castic mohou byt sbaleny Castice az dvakrat
vétSi nez je fagova DNA




Obecny princip molekularniho
klonovéni

klonovaci vector + DNA obsahujici ity :ﬁf;;““ P e L e A
~" braakdown ard human containin
\ €3 Insert human DNA

restrikce py ( S amewr

St
an E‘r =
T \ © i tne Dws: ey
restriction enzyme. join by base pairing.

(Some plasmids, like
thils one, joln with

ligace (i s 4 kst

1 {3 Add DNA ligase
1o bond covalently.

Human DA

fragmenl containing
Recombinant gens of inferaest
plasmid

MNonfunctional

lacZ gene

transformace )
£} Put plasmids into
— seoret (P Q) timmnnnon”
selekce pomoci selekcénich markeri _; —
f::azﬂraqnl .. > © Plate cells onto
e it — ::::::I:inw::d Mogal,

(s Identily clones of cells containing
recombinant plasmids by their
abilily to grow in presence of

reprOd u kce a synteza CI Ioveho l ampicillin and their white color.
proteinu ——( Bacterial clone Ca————
% mmr/ & O

izolace copies ot il
—— i %F‘ IS} o aﬁj

nterest
Copyright @ Pearson Education, Ing., publishing as Benjamin Cummings.




Zakladni kroky pri klonovani
genu:

stépeni DNA na pozadovanych mistech
rekombinace - spojeni DNA-fragmentti
transformace — vpraveni rekombinované DNA do
bunky

selekce bunék obsahujici cizi gen

analyza klonované DNA




1. Stépeni DNA - restrikéni enzymy:

- pfi genovych manipulacich je zadouci molekulu DNA
Stépit
na presné definovanych mistech tak, aby byl tento proces
reprodukovatelny

- §tépeni se provadi pomoci restrikénich enzymu — enzymy,
které bakterie pouzivaji jako obranny systém pfri napadeni
fagy.
Tyto enzymy Stépi DNA na presné definovanych mistech
danych specifickou sekvenci bazi. Takovych enzymu bylo
objeveno jiz cela rada.




2. Spojovani molekul DNA:

Bylo zjisténo, Ze do otevieného vektoru muze byt viozen
fragment DNA, pokud maji obé molekuly na koncich
komplementarni DNA-rfetézce. Tento fakt byl nejdrive ovéren pri
spojovani poly-A-konce na poly-T-konec, pozdeji se zjistilo, ze
stejnou sluzbu zastanou i kohezivni konce ziskané pomoci
restrik€nich enzymu. Vektor a DNA, ktera se do néj vklada, se
stépi pomoci stejného enzymu, cimz se ziskaji komplementarni
kohezivni konce. Tyto rozstepené molekuly se smisi za
podminek, ktere jsou vhodné pro napojeni komplementarnich
retézcl (v reakéni smési pusobi i DNA-ligasa). Diky tomu se
zapoji DNA-fragment do vektorové DNA.




Transformace:

Jakmile je cizi DNA vlozena do daného vektoru, je potreba vlozit
tento vektor zpét do zive bunky.

Dlouho se predpokladalo, a experimenty to potvrzovaly, ze bakterie
nemohou byt transformovany vilozenim cizi DNA. Nicméné v 70.
letech se zjistilo, ze pri extréemnich podminkach to mozné je.
Aktivneé rostouci bunky se prenesou do hypotonickeho prostredi
CaCl2 pii 4°C, ¢imz se béhem 30 min se vyrazné zmeéni
propustnost bunécné steny. K téeto bunecné suspenzi se prida
vkladana DNA a smés se necha dalSich 30 min ve 4°C. Nasleduje
kratky teplotni Sok (42 °C), jehoz nasledkem bunky pfijmou cizi
DNA. Po kratké inkubaci v rustovém mediu burika obnovi své
funkce v€etné tvorby transformovanych plasmidu.




Potiz je v tom, Ze uCinnost transformace je i s pouzitim nejlepsi
techniky stale dosti nizka,
jinymi slovy,
pouze malé procento bunék nakonec prijme cizi DNA.
Proto je nutné, aby po transformaci nasledovaly metody,
které jednoznacné urci,
které z nové narostlych bunék nesou transformovanou DNA
a ktere ne.
Obvykle se zjiStuje pritomnost daného vektoru v burice.
Vektory jsou konstruovany s ohledem na snadnou selekci
(napr. nesou gen zodpovedny za resistenci k urCitému antibiotiku)




4. Hybridizace kolonii - ziskani

chromosomalniho genu:

Pusobenim vysoké teploty nebo alkalii dvouretézcova DNA
denaturuje — jednotlivé retézce se od sebe oddeli. Po
ochlazeni nebo neutralizaci se prislusné retézce opet spoji na
principu komplementarity bazi.

Spojované rfetézce mohou pochazet bud ze stejné molekuly,
nebo mohou pochazet z ruznych zdroju, samoziejmé pokud
splnuji podminky komplementarity.

Podobnost fetézcu chromosomalniho genu a jeho cDNA
umoznuje takové spojeni — hybridizaci. Diky tomu se muze
pomoci cDNA identifikovat klon, ktery obsahuje prislusny
chromosomalni gen.




5. Analyza kionované DNA:

Vyse uvedenym zpusobem jsme zjistili, ktery klon z genomové
banky nesouci urcity fragment chromosomu obsahuje pozadovany
gen. Nyni musime urcit presnou polohu daného genu v tomto
fragmentu.

Obvykle ma tento segment délku okolo 20 — 40 kb, pricemz aktualni
kédovaci oblast zaujima priblizné 10 % jeho délky. Restrik¢ni
analyzou tohoto segmentu opét ziskame fadu fragmentu, z nichz
jeden (nebo nekolik, pokud se restrikChim mistem dany usek rozdelil
na vic casti) nese hledany gen. Postup, jak zjistime, o ktery z nich
se jedna, je opet zalozeny na hybridizaci s cDNA a je velmi podobny
postupu jiz uvedenemu.




Vyuziti molekularniho klonovani

m uchovavani, zmnozeni a manipulace s genetickou
informaci (cDNA a genomové knihovny)

s produkce proteinti pro riznorodé vyuziti
s vnaseni novych ¢i pozménénych genti do organismu
(GMO, genova terapie)
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