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Co je klonovanie DNA?

< Je to mnozenie uréitého useku DNA

< V molekuldrnej genetike sa na klonovanie DNA vyhodne vyuzivaju enzymatické systémy
zivych buniek, ktoré su schopné konkrétnu DNA kopirovat™ a klonovat’ prakticky
bezchybne a pri nizkych ndkladoch

< Prakticky to znamena prinatit’ urité bunky, aby kopirovali usek cudzej DNA, ktory sme
' predtym pripravili inou molekularne — genetickou metddou a ktory po namnoZeni ziskame
spat’




Pojem ,,vektor" v biologii

< kolektivne oznacenie pre replikovatel'né molekuly DNA (virusy, plazmidy alebo umelé
chromozomy), ktoré sltzia na klonovanie nukleovych kyselin v bunkach




Ako pripravit Usek DNA pre klonovanie?

< Technoldgia rekombinantnej DNA

v V3eobecné oznacdenie postupov, ktoré umoziuju vytvarat' nové kombinacie molekul
DNA, ktoré sa v prirodzenom stave spolo¢ne nevyskytuju

< Vyuziva moznosti:

v’ Stiepenia DNA
triedenia fragmentov Stiepenej DNA
1dentifikacie a izolacie konkrétnych fragmentov

.

spajania fragmentov pomocou ligacie




Technologia rekombinantnej DNA
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Ako prinutit bunky kopirovat cudziu DNA?

< ZjednodusSene povedané — musime ich oklamat™
v' cudzia DNA musi vyzerat” ako ich vlastna
v musi mat’ v§etky predpoklady pre vstup do danej zivej bunky
v musi sa replikovat’

< Najlepsie je, ak jej mnozenie prindsa hostitel’skej bunke ur¢itti vyhodu v porovnani
s bunkami bez cudzej DNA




Aké bunky pouzit pre klonovanie DNA?

Kvoli jednoduchosti a ekonomickej vyhodnosti kultivacie sa pouzivaju:

<baktérie (kratke useky)

<kvasinky (dlhé useky DNA vcelku)




Aky klonovaci vektor pouzit?

Plazmidy

Fasmidy

Bakteriofagy

Umelé bakterialne chromozomy (BAC, angl. bacterial artificial chromosome)

Umelé kvasinkové chromozomy (YAC, angl. yeast artificial chromosome)




Ako sa klonuje pomocou plazmidu?

< Plazmidy vhodné na klonovanie su komercne dostupné
v' Najznamejsi plazmid pBluescript

< ZloZenie plazmidu:

v' sekvencia, ktort rozoznava DNA polymeraza hostitel'skej bunky—tzv. ori sekvencia
(ColElori)

v' gén zabezpectujuci hostitel'skym bunkam, ktoré plazmid uchovavaja a mnozia, ur¢ita
seleként vyhodu oproti bunkam, ktoré plazmid neobsahujt (rezistencia vo¢i ampicilinu)

v' mnohopocetné klonovacie miesto, kde sa da plazmid rozstiepit’ rozli¢nymi restrikénymi
endonukleazami




Ako sa klonuje pomocou plazmidu?




Ako plazmid dostat do baktérie, naklonovat a
ziskat spat?

< Baktérie maju okrem cytoplazmatickej membrany aj bunkovu stenu — treba prekonat’
dve bariéry

< Postup, ktorym sa do baktérie vpravuje plazmid sa oznacuje ako transformacia

v' na jej aspech treba pouzit tzv. kompetentné bunky (tzn. bunky schopné prijat’ cudziu
DNA)

v" takisto je potrebna destabilizicia cytoplazmatickej membrany (tepelny Sok, idony Ca?")

< Transformované baktérie je vyhodné kultivovat’ v podmienkach, ktoré zvyhodiuju
udrZzovanie a mnoZenie plazmidu

< Zmnozené plazmidy sa ziskaju adsorpciou na silikatovy povrch

v podmienky su upravené tak, Ze sa ziskaju selektivne malé molekuly — plazmidy, zatial’ ¢o
bakterialny chromozom sa behom izolacie strati




Ako spozname, ze baktéria obsahuje plazmid
s vlozenou molekulou cudzej DNA?

< Pri vkladani cudzej molekuly DNA do plazmidu technoldgiou rekombinantnej DNA sa
cudzia DNA nemusi spojit’ s linearizovanym plazmidom

v' uzavretie plazmidu bez vélenenia cudzej DNA
v' spdjanie plazmidov alebo cudzich molekal medzi sebou apod.

< Tato zmes je po ligacnej reakcii pouzita na transformaciu baktérii
< Nie kazda baktéria musi plazmid prijat’, resp. prijme neziaduci plazmid

v’ tieto baktérie je treba odlisit
v' rozliSovanie ma dve fazy




Ako spozname, ze baktéria obsahuje plazmid

s vlozenou molekulou cudzej DNA?

< I. faza rozliSovania:
v’ vyuzitie génu, ktory zabezpec€uje vyhodu

v' (v pripade plazmidu pBluescript sa baktérie nao¢kuja na zivné médium s obsahom

ampicilinu — baktérie, ktoré plazmid prijali prezija, iné nie)

<& Il. faza rozliSovania:

v

v
v

je potrebné odliSit” bunky, ktoré prijali plazmid s cudzou DNA od tych, ktoré prijali
nezmeneny plazmid

pouzivaju sa tzv. reporter gény

(gén pre a-peptid B-galaktozidazy, ktory pri kultivacii na Specidlnom médiu zaist'uje tzv.
modro-bielu selekciu)




Preco klonovat DNA?

< Sondy

< Sekvencovanie DNA

< Transkripcia in vitro

& Vytvaranie r6zne upravenych kombinovanych molekul DNA (— upravené proteiny —
~ liecebné ucely)
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Zhrnutie klonovania génov pomocou plazmidov
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