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Vektory
pro klonovani genu




Pojmy

klon

- soubor identickych bunék (organlzmu)
odvozenych ze spolecneho predka mitézou u
eukaryot a prostym délenim u prokaryot

klonovani DINA

- namnozeni urcitého Useku DNA pomoci
klonovaciho vektoru

klon DNA (molekularni klon)

- soubor identickych molekul, fragmentt nebo
Usekld DNA




klonovaci vektor (prenasec)

- molekula DNA, kterd ma schopnost prijmout
cizorodou DNA ,spojit se s ni a autonomné se
replikovat v hostitelské burice

cizoroda DINA

- jakykoliv Usek DNA vloZeny do klonovaciho
vektoru

rekombinantni molekula DNA

- molekula DNA vytvorend in vitro spojenim
cizorodé DNA s klonovacim vektorem




2. Vneseni vektoru do hostitelskych bunék

3. Selekce klont obsahujicich rekombinantni
DNA

Postup klonovani
1. Priprava rekombinantni molekuly DNA




1. Priprava rekombinantnich molekul DNA

Cizorodou DNA ziskdme ke klonovdni rdznymi zptsoby:

genomovou DNA izolovanou z donorového organizmu

stépeni genomové DNA restrikcni endonukledzou nebo
mechanickym strihdnim na kratsi fragmenty
predpokladem  Ucinného spojeni fragmentl s
vektorovou DNA je vzdjemnd komplementarita jejich
koncti

komplementdrni DNA  (cDNA) pripravenou  zpétnou
transkripci z mRNA

DNA pripravenou uméle chemickou syntézou




obsahuje geny pro rezistenci na ampicilin a tetracyklin
a rekogni¢ni sekvence pro 10 rlznych restrikcnich
enzymu

nekterd restrikéni mista lezi i uvnitf genu pro
rezistenci

> je-Ii integrovdna cizorodd DINA do tohoto Useku,
projevi se to ztrdtou rezistence na dané antibiotikum

Priprava vektorové molekuly:
ke spojeni s cizorodou DNA je nutné jeji stépeni restrikéni
endonukledzou, kterd vytvari komplementarni konce ke
konctim cizorodé DNA
klasicky vektor pro klonovani je v E.coli plazmid pBR322




Hindlll
EcoRl / EcoRV

BamHI

Replikacni pocatek
Pvull

Plazmid pBR322




Spojeni cizorodé molekuly s vektorem

po vytvoreni smeési takto pripravenych molekul se
jejich konce vzdjemné spoji (renaturuji) a po
pridani ODNA-/igdzy se mezi nimi vytvori kovalentni
vazba

vznika tak Aruznicova rekombinantni DNA ve
formé rekombinantniho plazmidu, ktery se
prenese do vhodného hostitele




elektroporace
buinky se v roztoku s rekombinantni DNA vystavi
krdtkému elektrickému impulzu o vysokém napéti,
¢imz se v bunécné sténé vytvori pory, kterymi
vstupuje exogenni DNA do bunék

2. Vneseni vektoru do hostitelskych bunék
Zplsoby vheseni :
transformace
pusobenim chloridu vdpenatého a vyhladovénim za
chladu se burka uvede do stavu kompetence, ve
kterém je schopna prijmout exogenni DNA




3. Selekce klonu obsahujicich rekombinantni DNA

o prenosu plazmidovych molekul je treba identifikovat

ur”\kl obsahujici rekombinantni plazmidy a odlisit je od

bunék bez plazmidu a bunék do nichz byl prenesen plazmid
restrikéni analyza

cizorodou DNA vystépenou z rekombinantni DNA

bez cizorodé DNA
pomoci  restrikcni endonukleazy lze  dokdzat
elektorforézou v gelu

inzeréni inaktivace

pokud _je klonovaci misto ve vektoru umisténo v genu
odpovédném za rezistenci_ k antibiotiku, inzerce
cizorodé DNA vede ke ztratée funkce

buiiky se stanou citlivé k antibiotiku, ¢imz je lze

%clj\lliiu’r od bunék obsahujicich vektor bez cizorodé

hybridizace

buriky s rekombinantnim plazmidem jsou vyhledavdny
pomoci sondy specifické pro sekvenci inzertu




cizoroda dsDNA ... T,
fragmenty cizorodé DNA

DNA-ligaza
rekombinantni 9 nerekombinantni
/ plazmid

Transformace bunék E. coli.

'

Vysev na plotnu s tetracyklinem.

3 - Vyrostou kolonie z bunék,
=@\ Prerazitkovani do nichz byl pfenesen plazmid.
|| naplotny
4 s ampicilinem. \

ZaloZeni kultury

Burnky obsahujic Z téchto kolonii.

rekombinantni plazmid
nevyrostou.




maximdlni délka fragmentu DNA, ktery miZe byt
do vektoru zac¢lenén a stabilné udrzovan

Vektory

Jako klonovaci vektory se nejcastéji pouzivaji
kruznicové molekuly DNA schopné autonomni replikace,
odvozené zejména z plazmidi nebo vird.

klonovaci kapacita vektoru

dosahuje az 16 kb




schopnost stabilniho udrZeni cizorodé DNA pri replikaci a
uchovavani klont

pocCtu kopit)
schopnost snadného a Ucinného prenosu do hostitelskych bunék
musi obsahovat geny , na zdklade jejichz fenotypového projevu

|ze buriky nesouci plazmld snadno selektovat

oznaCuji se selekcni markery (nejcastéji jsou to geny,
které proptjcuji bunkdm rezistenci k antibiotikim, napr.
k ampicilinu, tetracyklinu nebo neomycinu)

musi nést vhodna klonovaci mista

Tj Jedmecna restrikéni mista pro restrikéni
endonukledzy, do nichz se zaclefiuje cizoroda DNA

Ideadlni klonovaci vektor odvozeny od plazmidu by mél
mit tyto vlastnosti:
malou velikost
¢im mensi je plazmidovd DNA, tim je jeji pfenos do bunék
uc¢innejsi (snadno izoluji a v burikach dosahuji vysokého




Kosmidy

jsou to vektory odvozené od plazmidt, do nichz byla naklonovana

mista cos z bakteriofdga lambda

|ze tak spojit vyhody klonovdni do plazmidovych a fdgovych vektort

rekombinantni DNA Ize zavést do hostitelskych bunék
rocesem normdlni fdgové infekce (G¢innost je o nékolik

radu vys3s)
oproti plazmidovym vektorim ma az 2x vyssi klonovaci
kapacitu

pritomnost mista cos na plazmidu umoznuje, aby rekombinantni DNA
byla sbalena do fdgovych kapsudu sbalovacim extraktem fdaga
lambda a prenesena do hostitelskych bunék fdgovou infekci

v buikach nabyva kruznicové formy a replikuje se jako plazmid

do fagovych hlav muze byt sbalena DNA o delce 37-52 kb a velikost
kosmldu je zhruba 5kb, lze tedy pomoci nich klonovat DNA o
velikosti 32-47 kb




Vektory pro specialni ucely

expresni vektory

obsahuji silny promotor umistény proti sméru
transkripce od klonovaciho mista

po naklonovdni cizorodého genu mize dojit k jeho
expresi a tvorbé prisluéného produktu, ktery mize
vést ke smrti hostitelskych bunék




rekombinantnich molekul mnohondasobné mnozit a
zpristupnit je tak ke studiu.

Vyznam
Hlavni prinos klonovani DNA tkvi v moZnosti
izolovat z genomu dil¢i dseky, ty ve formé




fyzikdlni a genetickad analyza genomd

exprese cizich genu a nepribuznych hostitelich
(heterologni exprese)
priprava  ldtek  vyuZitelnych v primysly,
zdravotnictvi a farmacii (hormony, krevni faktory,
vakciny, enzymy atd.)

Konkrétni vyuziti
izolace gent a studium jejich struktury a funkce
studium regulacnich oblasti, které ridi expresi gen




