Klonovani

Klonovani: proces tvorby klond

Klon: soubor geneticky identickych bunék (resp.
organismi), odvozenych ze spole¢ného predka

Klonovani DNA: tvorba kloni DNA

Klon DNA: soubor identickych molekul, fragmentd nebo
usekt DNA, prlﬁravenych napr. mnozenim
rekombinantnich molekul DNA v hostitelské bufice (in
vivo) nebo PCR (/n vitro)

Rekombinantni molekula DNA: molekula DNA vytvorena
spojenim cizorodé (klonované) DNA s klonovacim
vektorem




Klonovani DNA

Stézejni metoda molekuldrni biologie:

umozru e izolovat z komplexniho genomu jeho dilci dseky (napr.
geny), ty ve forme rekombinantnich molekul mnohondsobne
zmnozit a zpristupnit je tak dalsimu studiu

Vyuziti klonovdni DNA:
- izolace gend
studium regulacnich oblasti, které ridi genovou expresi
fyzikdlni a gene‘rické analyza genomd
exprese cizich gent v ‘nepribuznych hostitelich (heterologni
exprese) za Ucelem pripravy zddanych produkti
zdklad genového inzenyrstvi (priprava transgennich organismu)




Klonovani zahrnuje 3 kroky

1. priprava rekombinantni molekuly DNA

2. prenos rekombinantni molekuly do hostitelské
buriky

3. Selekce klont obsahujicich rekombinantni DNA

Pro zajisténi bodu 2 jsou zapotrebi klonovaci
vektory




Klonovaci vektory

nejcastéji kruznicové molekuly DNA schopné
autonomni replikace

obvykle odvozené z plazmidd nebo vird

havic obsahuji pomocné sekvence riizného
puvodu usnadriujici vloZeni cizorodé DNA, jeji
expresi, selekci transformantu, apod.)




Typy vektoru

Plazmidové: pBR322, pUC18, BACs
Fdagové: - odvozené od bakteriofdga Lambda
- odvozené od fdga M13
Kosmidy: hybridy mezi plazmidy a fdgy
Vektory pro eukaryontni bunky:
- kvasinkové
- rostlinné
- Zivolisné




Plazmidove vektory

Vlastnosti:
» jednoduchad manipulace

» prirozeny vyskyt v mnoha druzich bakterii

- variabilita ve velikosti: jednotky kb - stovky
kb (pro klonovani obvykle 2-15 kb)

» vetsina odvozena od plazmidu ColE1 bakterie
E. coli




Prirozené plazmidy

- extrachromozomadlni molekuly DNA, obvykle kruhove,
dvouretézcove, tvorici nadsroubovici

+ typ bakteridlniho parazita ve formé DNA: schopnost
replikace uvnitr bakterie, obéasny prechod do jiné
bunky

» vyhoda poskytovand plazmidem hostitelské burice je
zdroven vyhodou pro plazmid

- zodpovidaji za $ifeni gend pro rezistenci k antibiotikim

- je zakadzano provadét takové experimenty, které by
mohly zplsobit rozsifeni novych genu pro rezistenci k
antibiotikim v patogennich bakteriich




Vyhodné vlastnosti plazmidovych vektoru

» autonomni replikace v bakteridlni bunce
» tvorba vice kopii v burice

+ schopnost stabilniho udrzeni cizorodé DNA pri
replikaci, nepfenosnost do dalsich bunék konjugaci
(bezpecnost prace s novymi konstrukty)

pritomnost restrikénich (klonovacich) mist,
vyuzitelnych pro klonovani

» snadny a Ucinny prenos do hostitelskych bunék

ritomnost jednoho nebo vice markerd pro selekci
ostitelské burky (napr. rezistence na antibiotikum)

mala velikost (zvyseni u¢innosti transformace,
jednoducha izolace)




Replikace plazmidu

- zdkladni predpoklad pro vyuziti plazmidd jako
klonovacich systému (namnoZeni fragmentu DNA)

+ hostitelské bunka je vybavena veskerym apardtem pro
replikaci DNA

Poldtek replikace (ori)

- geneticka informace, kterou musi plazmid disponovat,
aby mohl byt v bakteridlni burice replikovadn

- je tvoren jen nékolika stovkami pdrd bazi




Vyhodné vlastnosti plazmidovych vektoru

- autonomni replikace v bakteridlni burce
» tvorba vice kopii v bunce

» schopnost stabilniho udrzeni cizorodé DNA pri
replikaci, neprenosnost do dalSich bunék konjugaci
(bezpecnost prdace s hovymi konstrukty)

pritomnost restrikénich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

» snadny a Ucinny prenos do hostitelskych bunék

- pritomnost jednoho nebo vice markert pro selekci
hostitelské bunky (napr. rezistence na antibiotikum)

mala velikost (zvyseni U¢innosti transformace)




Tvorba vice kopii plazmidu v bunce

+ Derivaty ColE1 jsou .multi-copy" plazmidy
» ColE1 divokého typu - cca 15 kopii v 1 burice
+ Uméle vylepsené derivaty - nékolik set kopii

Vyhody
- shadna purifikace s vysokymi vytézky
- vysoka exprese klonovaného genu

Nevyhody:
- pomalejsi rust hostitelské buriky

- nadmérnd exprese klonovaného genu muze byt pro
bunku zatéz




Vyhodné vlastnosti plazmidovych vektoru

- autonomni replikace v bakteridlni burce

» tvorba vice kopii v burice

+ schopnost stabilniho udrzeni cizorodé DNA pri
replikaci, neprenosnost do dalsich bunék konjugaci
(bezpecnost prace s novymi konstrukty)

pritomnost restrikénich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

» snadny a Ucinny prenos do hostitelskych bunék

pFitomnost jednoho nebo vice markert pro selekci
hostitelské bunky (napr. rezistence na antibiotikum)

mala velikost (zvyseni U¢innosti transformace)




Plazmidy a rozmezi hostitelu

nekteré Flazmldy se replikuji v rozmanitych
bakteridlnich druzich (Siroké rozmezi hostiteld): RP4,
RSF1010, pC194

- vétsina vektord uzivanych pro klonovani se replikuje jen
v Uzkém rozmezi hostitell

Vyhoda:
- snizeni rizika rozsireni pozménéné genetické informace

Nevyhoda:

- pokud potrebujeme experimentovat s jinymi bakteriemi
nez £. co/imusime si pripravit ,vlastni vektor" se
specifickym or/




Pendlujici (bifunkéni, ,shuttle™) vektory

pJK3-1, pKT240, P6C3311

» MoZny prenos mezi dvéma bakteridlnimi druhy
+ 2 mista ori v jednom plazmidu




Vyhodné vlastnosti plazmidovych vektoru

- autonomni replikace v bakteridlni burce
» tvorba vice kopii v burice

» schopnost stabilniho udrzeni cizorodé DNA pri
replikaci, neprenosnost do dalSich bunék konjugaci
(bezpecnost prdace s hovymi konstrukty)

+ pritomnost restrikénich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

» snadny a Ucinny prenos do hostitelskych bunék

pritomnost jednoho nebo vice markert pro selekci
hostitelské bunky (napr. rezistence na antibiotikum)

mala velikost (zvyseni U¢innosti transformace)




Klonovaci misto

unikdtni restrikéni misto ﬁzas’rpupené
Eouzg jednou v molekule plazmidu), do
terého se zaclenuje cizorodd DNA

vétsi polet riznych restrikénich mist
se obvykle seskupuje do krdtkého
useku DNA (mnohocetné klonovaci
misto, polylinker)

poloha klonovaciho mista nesmi narusit
funkci oblasti orinebo jiné dulezité
funkce plazmidu

zac lenéni fragmentu DNA do urcitého
klonovaciho mista vede k vzniku
rekombinantniho plazmidu se dvéma
cilovymi misty téhoZ restrikcniho
enzymu - mozno vyuzit pro identifikaci
rekombinantniho plazmidu
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ori = origin of replication

lacZ’ = beta-galactosidase (partial gene)

lacl = repressor of lac promoter
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Vyhodné vlastnosti plazmidovych vektoru

- autonomni replikace v bakteridlni burce
» tvorba vice kopii v burice

» schopnost stabilniho udrzeni cizorodé DNA pri
replikaci, neprenosnost do dalSich bunék konjugaci
(bezpecnost prdace s hovymi konstrukty)

pritomnost restrikénich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

- snadny a ucinny prenos do hostitelskych bunék

- pritomnost jednoho nebo vice markert pro selekci
hostitelské bunky (napr. rezistence na antibiotikum)

mald velikost (zvyseni U¢innosti transformace)




Prenos plazmidovych vektoru do
hostitelskych bunék

Transformace:

* bakterie uvedeny do stavu kompetence (u £.coli
pusobenich chloridu vdpenatého za nizké teploty)

+ po priddani DNA a krdtkém zahrati na 42 °C) prechazi
transformujici DNA do bunék

Elektroporace:

- bunky jsou vystaveny kratkému elektrickému impulsu o
vysokém napéti - v bunécné sténé vznikaji pory,
kterymiexogenni DNA vstupuje do bunék




Transformace bakterialnich bunék

zavisla na stavu kompetence bunék

u nékterych bakterii se stav kompetence
objevuje prirozené (5. pneumoniae)

u £.coli se pripravuje uméle - promytim bunék

ledovym CaCl,

- pridani DNA

- mirny teplotni ,Sok" (2 min, 42°C)

- kratka inkubace v rustovém médiu (zotaveni

bakterii, exprese selekéniho markeru)




Vytézek pri transformaci £.coli
teplotnim Sokem

- klasicky postup: 10* transformanti /ug DNA
» postupné vylepsovani metody (odlisné soli pri
pripravé kompetentnich bunék, specidlni
varianty £.coli): max. 10°/ ug DNA




Transformace bakterii
elektroporaci

- promyti bunék vodou (odmyti elektrolytt z
rustového média)

» kratky elektricky puls o vysokém napéti
» docasné otvory v buné¢ném obalu

» vstup DNA do bunky




Vyhody elektroporace

» vyssi U¢innost prenosu
- funguje u riznych bakterii

Nevyhody elektroporace

- nutno optimalizovat Ffadu parametru (rustové
podminky, teplota, délka pulzu, napéti)

»otvory mohou pronikat do bunék i jiné molekuly
(RNA, proteiny)

* neni zajistén smér prenosu




Selekéni markery

* nezbytné pro funkci vektoru

+ procesy ligace i transformace jsou mdlo u¢inné: max.
1% bakteridlnich bunék (£. co/i) DNA prijme, v praxi
obvykle méné

» nutnost zabrdnit v rdstu netransformovanym burikam

+ obvykle zajisténo genem, ktery hostitelskym bunkadm
poskytne rezistenci na antibiotikum




Gen bla

» koduje enzym B-laktamazu

» B-laktamaza hydrolyzuje B-laktamova
antibiotika (pribuzna penicilinu), napr.
ampicilin




Identifikace bakteridlnich kolonii
obsahujicich rekombinantni plazmidy

» restrik¢ni analyza plazmidové DNA
- inzeréni inaktivace

* alfa-komplementace




Restrikéni analyza

zaclenéni klonované DNA zméni restrikéni vzorec
(pritomnost novych restri¢nich mist)

mozno vyuZzit pro identifikaci rekombinantich klont a

vhodny zplisob zji$téni orientace klonovaného
fragmentu




Inzeréni inaktivace

» fenotypovy projev Uspésného zaclenéni
fragmentu DNA do klonovaciho mista v
transformovanych bakteriich

» prima identifikace kolonii nesoucich
rekombinantni plazmid




Inzeréni inaktivace

* klonovaci misto je ve vektoru umisteno v
genu zodpovédném za rezistenci hostitelské
buniky k antibiotiku

- inzerce klonované DNA zplsobi ztratu
funkce tohoto genu

+ bunky nesouci rekombinantni plazmid jsou k
danému antibiotiku citlivé, buriky nesouci
prazdny vektor jsou rezistentni




Stépeni Pstl
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L
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Pfenesené buiiky obsahujici
rekombinantni plazmid
nerostou a nevytvofi kolonie.

ZaloZeni kultury z kolonii, které
nevyrostly na padé s ampicilinem.




Alfa-komplementace

klonovaci misto fe umisténo v blizkosti 5" konce ¢dsti genu /facZ
kodujiciho p-galaktozidazu

EF‘iTomnos’r klonovaciho mista nenarusuje ¢teci rdmec /acZ, pouze
tomuto genu pridavd nékolik kodonu, Tunkce produktu (hydrolyza
laktdzy) tim neni narusena (modré kolonie na plotndch s
chromogennim substrdtem)

v€lenénim klonovaného fragmentu DNA do MCS vektoru se prerusi
sekvence /acZ (bilé kolonie na plotnach s chromogennim
substratem)

EUCIS nese jen ¢dst genu /lacZ, zbytek genu poskytuje hostitelska
akterie (princip komplementace)




Kultivaéni podminky pro detekci
aktivity B-galaktoziddzy v bakteriich

agarové plotny musi obsahovat:

1. substrat X-gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D- galaktozid)

2. induktor IPTG (izopropyl thiogalaktozid)
- induktor tvorby B-galaktozidazy




Princip reakce:

X-gal je bezbarvy substrat, ktery je B-
galaktoziddzou konvertovdan na tmavé modry
produkt.

Modra kolonie: plazmid pUC18 je intaktni

Bila kolonie: plazmid pUC18 ma prerusen gen
lacZ, klonovani bylo Uspésné




Hecombinant
plUC18 plasmid

\o©
orl

Gen lacZ byl prerusen zaclenénim klonovaného
fragmentu DNA: na X-gal plotnach vzniknou bil

kolonie
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Vyhody alfa-komplementace

Jednoduse poskytuje informace o Uspésnosti
ligace:

+ bakterie prijala plazmid (je AmpR)

+ bila barva kolonie signalizuje, Ze prijaty
plazmid nevznikl recirkularizaci prazdného
vektoru




Nevyhody alfa-komplementace

» pokud je inzert maly a neprerusuje
¢teci ramec, B-galaktoziddza muze mit
dostatek aktivity pro zmodrani kolonii

+ bila kolonie nemusi vzdy znamenat
dusledek Uspésného klonovani (delece v
MCS, vélenéni nezadouctho Useku
DNA, ktery porusi ¢teci ramec)




Vektory pro specialni dcely

+ expresni vektory: obsahuji promotor,
kterym lze zajistit produkci ciziho
proteinu v hostitelskych bunkach
(vhodné inducibilni systémy)

» kyvadlové vektory: obsahuji dva
pocatky replikace - moznost propagace
ve dvou ruznych organismech (napr.
E.colia B. subtilis)




Fagové vektory -odvozené od
faga Lambda

Vyhody:

- rekombinantni DNA |ze sbalit do kapsidu a prenést do
hostitelskych bunék infekci (o nékolik Fadu vyssi Géinnost
prenosu nez pri transformaci plazmidovou DNA)

v jedné zkumavce lze uchovdvat ve formé fdgovych virionu celou
genovou knihovnu (napr. nékoli miliénu rekombinantnich klonu)
vhodné pro klonovdni vétsich fragmentu DNA (vyhodné pro
tvorbu genovych knihoven)

Pozn: rekombinantni plazmidy s velkymi inzerty jsou méne stabilni
(nizkd klonovaci kapacita), transformace je ménée dcinnd, nizky
vytezek pri purifikaci z E. coli




Lysogenni a lyticky cyklus

+ Lambda je temperovany bakteriofdg (po infekci
Eif//snuie podstoupit lyticky nebo lysogenni
cyklus

*rozhoduji vlivy okoli, genetickd charakteristika
hostitele i faga

- existuji mutanti faga Lambda podstupujici pouze
lyticky cyklus (jasne plaky)

- divoky typ poskytuje zakalené plaky (]Efi‘romnos‘r
lysogenu rezistentnich k dalsi infekci faga:
.superinfection immunity")




Lysogenie

- exprese témér véech fdgovych gent je vypnuta
fdgovym represorem (produkt genu cI)
+ spontanni represe neni absolutni

reparacni mechanismy aktivované poskozenim DNA
(UV zdreni) nic¢i represor CI (prechod na lyticky
cyklus)

+ genom Lambda je obvyk/e integrovan do genomu
hostitele mistné specifickou rekombinaci a spolu s nim
replikovan

- genom Lambda muze byt replikovan i v extra-
chromozomdlnim stavu
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Genom fdga Lambda

+ dvouretézcova linedarni DNA (48.514 bp)

» 12 nespdrovanych, ale komplementarnich bazi na
obou koncich (lepivé konce)

»pdrovani koncovych sekvenci je vzhledem k jejich
délce stabilni i pri 37°C

+ v infikované bufice se objevuje i kruhova struktura:
dusledek kovalentni vazby katalyzované bakteridlni
DNA ligazou




Lepive konce DNA fdaga Lambda

5' |GGGCGGCGACLCT I ]
| I CCCGCCGCTGGA] 5

A // A

—— e

e
—— —

Cohesive ends:
annealing produces a
circular structure




Lyticky cyklus

» kruhova DNA se nejdrive replikuje obdobné

jako plazmidy: vznik dcerinnych kruhovych
molekul

+ pozdéji se replikace prepind na ,otdcejici
se kruh": vznik dlouhych linedrnich molekul
DNA, obsahujicich mnoho spojenych kopii
genomu Lambda (konkatemery)




Replikace DNA faga
Lambda

Linear DNA, with sticky ends, in phage particle

Injection into
cell followed
by circularization

DNA nicks sealed
in vivo by ligase

N\

Theta replication

Rolling-circle replication

/ Multiple-length linear DNA
,//GDS ] cos cos

|- e

Length of DNA packaged




Sestavovani fagovych castic

- exprese fdgovych gend
» sestaveni prdzdné fdgové hlavy

- sbaleni DNA

. pripojent bi&iku




Sbaleni DNA (,DNA packaging™)

» enzymy rozezndvaji specifickd mista na
molekule DNA obsahujici mnoho kopii
fagového genomu (konkatemert) a
provedou v nich asymetrickd stépeni: vznik
lepivych konct (..cohesive end sites" - cos)

» oblast vymezend 2 misty cos je sbalena a
prenesena do fdagové hlavy




Zivotni cyklus fdga Lambda
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Lyze bakterialni bunky

+ zajisténa produktem fdgového genu S

* mutace v genu S zpusobu je oddaleni nebo
uplne selhani lyze (vyuzivaji nékteré vektory
pro zvyseni vytézku bakteriofdga v dusledku
vicendsobné replikace)




Velikost DNA a kapacita fdgové hlavy

* mezi mista coslze vClenit fragment cizi DNA, ale
celkova velikost nesmi prekrocit 51 kb (cizi DNA
max. 2500 bp)

» kapacitu lze zvétsit odstranénim postradatelnych
gend, které zajist'uji lysogenni cyklus (min. 37 kb DNA
wt musi byt zachovano)




Sbalovani DNA /n vitro

+ prenos fdgové DNA do bunék transfekci je
méné ucinny nez infekci (vétsi velikost nez
obvyklé plazmidy)

+ fdgovou DNA |ze (cinnéji prenést do bunék
prostrednictvim fagovych Castic, které se
sestavi pomoci sbalovacich extraktu, .
obsahujicich prekurzory fagovych hlav a bic¢iku

+ konkatemerni rekombinantni molekula DNA se_
stépi v mistech cos a sbali do fagovych kapsidu
* vytvorenymi viriony se infikuji hostitelské
buriky £.coli, kde se rekombinantni DNA
pomnozi




Dva typy vektoru odvozenych od
faga Lambda

* Inzercni vektory: cizorodd DNA se vkladd do
1 restrikéniho mista. Maximalni klonovaci
kapacita dosahuje cca 13 kb.

+ Substituéni vektory: cizorodd DNA nahrazuje
stredni Usek genomu fagového vektoru, ktery
je z néj restrikénimi endonukledzami pred
vloZzenim cizorodé DNA vystépen. Klonovaci
kapacita se pohybuje od 9 - 23 kb.




Inzercni vektory (napr. Agt10)

+ genetickymi manipulacemi odstranény postradatelné
sekvence genomu fdga Lambda

» obsahuje unikatni klonovaci misto (£coRI)
» schopnost tvorby Zivotaschopnych ¢dstic je zachovana

» max. klonovaci kapacita: 13 kb




Inzeréni vektor Agtl0

EcoR1
|
. L =
| Left arm 32.7 kb Bl  Rightarm 10.6 kb
0 Immunity 43.3 kb
region

- vektor se $tépi £coRI: vznik 2 fragmentu (pravé a levé rameno)
* ligaci se klonovany fragment vklada do mista £coRT

- lepivé konce ruznych molekul maji tendenci se pdrovat: tvorba
konkatemeru

» Stépeni v mistech cos a vclenéni rekombinantni DNA do fdgovych hlav
probihad pri sbalovani ..in vitro": Zivotaschopné fagové Eastice

» infekce bakterii na misce: tvorba plak
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Inzercni inaktivace umoznuje odliSit
rekombinantni vektor Agt10 od prazdného

* misto £coRT je umisténo v genu cI kédujicim
represor

* rekombinantni fag netvori funkcni represor:
neschopnost lysogenie - jasné plaky

+ parentadlni fag: zakalené plaky




Kmen E.coli hf/ usnadnuje identifikaci
rekombinantnich faqu

» hfl high frequency of lysogenization”

+ parentdlni fag navozuje lyzogenizaci s vysokou
preferenci: neposkytne zadné plaky

+ rekombinantni fagy s nefunkcnim represorem do
lyzogenniho stavu nevstoupi: vzniknou jasné plaky




Substitucni vektory

» derivdty fdga Lambda
- vyssi klonovaci kapacita (az 23 kb)

» vyuzivaji pritomnosti sekvenci, které nejsou nezbytné
pro lyticky cyklus, ale jejich absence by u inzerénich
vektorl znemoznila tvorbu Zivotaschopnych fagovych
Cdstic (fagova hlava pozaduje urcitou minimalni
velikost DNA, ale nezdleZi na nukleotidové sekvenci)




Vlastnosti substituénitho vektoru EMBL4

2 klonovaci BamHTI mista vymezuji postradatelny fragment ,stuffer'

$tépenim se uvoliuje .stuffer”+ pravé a levé rameno
ramena maji tendenci se spojovat (lepivé konce)
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Klonovani do substituéniho vektoru

» Stépeni vektoru enzymem BamHI
- oddéleni vzniklych fragmenti elektroforézou
+ eluce ramen z gelu

+ ligace ramen s klonovanym fragmentem, ktery ma
kompatibilni konce

» rekombinantni fagovd DNA v podobé konkatemeru
je stépena /n vitro pred zaclenénim do fagovych
hlavi¢ek (..DNA packaging")

infekce ,,trdavnikovych" bakterii, tvorba plak




vektor
inzercni substitucni

genomova DNA J | l
stépeni
castecneé Stépeni restriktazou restriiftgzou

o o ™  oomen
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spojeni ligazou
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I—>37-52kb < | P 37 -52 kb 4—'

sbalovaci
extrakt

I

infekce bunék E. coli

v

plaky obsahujici
fagové viriony .
s rekombinantni DNA




Vyhody substituénich vektoru

+ preferencné jsou klonovany vétsi fragmenty
(pokud je fragment mensi nez 8 kb nejsou
Cdstice Zivotaschopné)

» defosforylace inzertu: zamezeni tvorby vétsiho
poCtu tandemové usporddanych insertd

- rozlideni rekombinantnich a prdazdnych vektord:
stredni fragment muZe kédovat B-galaktoziddzu:
plaky plvodniho (nerekombinovaného) faga jsou
modré na médiu obsahujicim X-gal




Kosmidy

plazmidy které obsahuji misto cos

+ spojeni vyhod plazmidovych vektort a
vektort odvozenych od fdga Lambda

BamHl|




Klonovani do kosmidu

+ $tépeni, ligace inserti a purifikace rekombinantnich
klonu se provadi stejné jako pri prdci s plazmidy

» liga¢ni podminky se nastavi tak, aby byla podporovadna
tvorba konkatemert

* misto transformace bakterii se ligaCni smés podrobi
sbalovani /n vitro (.DNA packaging")

+ vzniknou fdgové Castice, které zajisti prenos
rekombinantni DNA do bakterif, d’e nejsou
zivotaschopné (nedochazi k tvorbé plak, na kosmidu
nejsou pritomny fdgové geny)

+ kosmid se bude v bakteriich replikovat jako plazmid




2,

H,_}

cos sites

i phage DNA concatenate

S A TR A OS] SRRy AP

/ —~
Cohesive Clone cos DNA
ends (cos) into plasmid
Genomic DNA

Portially cleave with Sww3A
Isolate 35-45-kb fragments
———

Tet® Vector DNA
/ piRiiad LRSS

O
Genomic DNA

¥

Cosmid vector

Linearize at Bglll site
Tet®R

——

cos sites

Ligate

v

In vitro packaging recognizes two
cos sites that are 35-45 kb apar*

ool

lnfect E. coli
Selecr for Tet resistance

Recombinant cosmid
replicates as a plasmid

O 1} E. coli cell
Te

Genomic DNA

[:%




Vyhody kosmidu

» klonovaci kapacita 30 - 44 kb

* moznost propagace a purifikace
konvenc nimi metodami pro prdci s
plasmidy

* prirozend selekce pro velké inzerty




Bakteriofag M13

»vlaknity bakteriofdg infikujici £.coli

+ pripojuje se ha Spi¢ky povrchovych vyristki bakterii
(pilusy), které nesou F-plazmid

» neinfikuje bakterie F-

- dlouhy vldknity tvar fagové Cdstice

+ obsahuje jednoretézcovou kruznicovou molekulu DNA
(6.4 kb)




Replikace bakteriofdga M13

+ jednoretézcovd DNA se uvnitr buriky méni na
dvouretézcovou DNA (replikacni forma - RF)

* RF se replikuje a vytvari kruhovou
jednoretézcovou kopii jednoho vlakna DNA
(dusledek pritomnosti specifického signdlu na
jednom retézci DNA)

+ vzniklé vldkno se opet meni na RF nebo se
zaClenuje do dcerinnych fagovych viriona




M13 phage DNA
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Synthesis of

complementary
(-) strand

Synthesis of
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i
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Tvorba édastic faga M13

+ pri replikaci fdgové DNA se v burice hromadi
mnoho kopii molekul podobnych plazmidim

» zdroven se exprimuji fagové geny

+ fdgovy protein 5 se vaze k ssDNA a
zahajuje jeji presun k membrane, kde dojde
k sestaveni dcerinnych fagovych &astic

+ viriony nezptsobuji lyzi buriky (matné plaky)
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Vyhody vektoru odvozenych od M13

replikace zahrnuje tvorbu ds DNA, kterou lze z bunék izolovat

ako plazmidovou DNA a ddle s ni jako s plazmidem manipulovat
ipouzi‘r ke klonovant)

vyznamné usnadnéno ziskdni ssDNA: do fdgovych viriont jsou
sbalovany fednore’rezcove kruznicové molekuly DNA, které |ze
snadno izolovat

velikost virionu vldknitého fdga je urcena délkou molekuly DNA:
délka klonované DNA neni omezena (Ize klonovat fragmenty DNA,
jejichz velikost dosahuje nekolikandsobku délky fagového genomu)

infikované bunky jsou viabilni: nevznikaji plaky, ale zény pomaleji
rostoucich bunék jsou viditelné - Ize ziskat fagy o vysokem titru




Klonovani ve vektorech M13

cizoroda DNA

rekombinantni M13 vektor
(dvouretézcova DNA)

transfekce E. coli

DNA

proteinovy obal

A/rekombinantni fag M13
jednofetézcova
rekombinantni DNA




Expresni vektory

»upraveny nejen pro klonovani DNA, ale také pro jeji
expresi

» obsahuji signdly pro:

- iniciaci transkripce (promotor) v franskripcnich
fuznich vektord

- iniciaci franskripce a translace (promotor, RBS a
startovni kodon) u translacnich fuznich vektord

- cizorodd DNA muze byt prepisovdna in vitro




na opachych koncich klonovaciho mista mohou byt umistény
odlidné promotory: umoZnéni prepisu obou Fetézcl inzertu

Vyuziti: hybridizaéni sondy, translace /n vitro

normalni kodujici
fetézec RNA

"protismysiny" nekédujici
fetézec RNA




2 typy expresnich vektoru

1. Transkripéni fuzni vektor
» obsahuje promotor

* translacni signdly poskytuje klonovana DNA

2. Translaéni fuzni vektor

» obsahuje signdly pro iniciaci transkripce i
translace

» klonovany fragment se zaclefuje do kédujici
oblasti genu ve vektoru

» inzert musi respektovat ¢teci rdmec




Transkripéni fazni vektor

Cloning
site

Promoter l

Insert with translational signals
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Translaéni fuzni vektor
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Expresni vektor Agtll

 inzeréni vektor

» obsahuje klonovaci misto £coRT uvnitr genu -
gal inzerce fragmentu inaktivuje (-
galaktozidazu - bilé plaky na médiu X-gal

» pokud je inzert ve sprdvném ¢tecim rdamci,

vznikne proteinovd chiméra - produkt fuze
klonovaného genu a B-ga/

* protein je mozno detekovat protildtkou




Proteinovad chiméra tvorend z vektoru Agtl1l

EcoRl
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Insert
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Inducibilita exprese

» nezddouci exprese z neindukovanych
promotort limituje klonovani, pokud
je produkt klonovaného genu toxicky

* vyhodny je promotor faga T7: neni
rozeznan RNA polymerazou &. col/




Vyuziti expresnich vektora

Postup:

» klonovdni fragmentu DNA do vektoru pod kontrolu
promotoru T/

+ preneseni plazmidu do kmene £. co/i, ktery obsahuje
gen pro T7 RNA polymerdzu pod kontrolou /ac
promotoru

- exprese T7 RNA polymerdzy je inducibilni IPTG,
cdastecnad .netésnost" neindukovaného promotoru /ac
se resi priddnim inhibitord

+ T7 RNA polymerdza zajisti expresi klonovaného genu




Vektory pGEM

- expresni vektory

- MCS je obklopeno dvéma opacné orientovanymi
fagovymi promotory (T7 a SP6)

- mozno snadno ziskat .sense" a .antisense" transkript
klonovaného genu

Multiple
cloning
site




Vektory pro klonovani a expresi v
eukaryotickych bunkdch

» primadrni klonovdni se provadi v bakteriich £. coli,
ndsleduje prenos do eukaryotickych bunék

» v eukaryotickych bunkdch se ¢asto sleduje funkce
genu, interakce jeho produktu s jinymi proteiny, atd.

- vétsi duraz na expresi daného genu hez na tvorbu
genovych knihoven (vyjimka: vektory YAC)




Kvasinkové epizomalni vektory

ZaloZené na existenci prirozenych kvasinkovych
plazmidi 2 pm

- samostatnd replikace v kvasinkach

- vysoky pocet kopii v bunice (25-100)

- obsahuji misto oripro replikaci v E.coli

- selekce zaloZena na komplementaci auxotrofnich
mutaci hostitelského kmene napr. v genech #rpJ,
ura3, leu2, his3 (z divodu nedostatku antibiotik,
ke které jsou kvasinky citlivé)

- nesou marker pro rezistenci k antibiotiku pro
selekci v E.coli




Kvasinkovy epizomadlni vektor

21Lm origin




Nevyhoda kvasinkovych epizomalnich
vektort

» nizkad stabilita v kvasinkovych burkach
plynouci z obéasné chybné segregace
pri mitoze




Kvasinkové centromerové vektory

obsahuji kvasinkovy pocatek replikace ars ..autonomné
se replikyjici sekvenci”

obsahuji centromeru
hizky pocet kopii v burice (1-2): vyhodné napr. pokud je
studovany protein pro burky skodlivy




Expresni kvasinkové vektory

+ vetsina kvasinkovych vektorl ma zajist'ovat expresi
klonované sekvence

+ obdoba bakteridlnich vektord, signdly pro expresi
musi respektovat kvasinku JC(kO hostitelsky
organismus

- promotory srozumitelné kvasinkdm
- signdly pro sekreci

- signdly pro transport do urcitych bunécnych
kompartmentd

nejsou vhodné pro zajigténi excize intrond




Kvasinkovy integracni plazmid (Yip)

neschopen samostatné replikace
integruje se do chromozomu homologni rekombinaci
nizka uc¢innost transformace

obtizné ziskani rekombinantniho vektoru po
transformaci

* vyrazné vyssi stabilita neZ u autonomné se
replikujicich plazmidu




Kvasinkovy integracni plazmid (Yip)

Fragment cloned, and recombinant
plasmid propagated, in E. coli

Mutation in ' Recombination
ura3

Yeast

chromosomal AR W

DNA l

Plasmid DNA inserted into chomosome

W H NN
Non-functional insert Functional ura3
ura3




Umély kvasinkovy chromozom (YAC)

Obsahuje:
+ 2 kvasinkové telomery, které umoznuji jeho udrzovani v
kvasinkach v linedrni podobé

* cenfromeru

- sekvence pro replikaci

- selektovatelné signdini znaky

- replikuje se v bunkdch £.coli'i kvasinkach (kyvadlovy vektor)
- vhodny pro klonovdni velkych fragmentu DNA (0,2 - 2 Mb)




Klonovani v YAC

propagace v E£. coli

odstranéni vyplriovaciho fragmentu mezi telomerami
(.stuffer") restrikénim $tépenim

» vznikaji dvé linedrni ramena nesouci selekéni markery

ligace insertu mezi ramena (podobné jako u fdaga
Lambda)

- transformace kvasinkovych bunék (sféroplasti)

+ selekce zaloZend na komplementaci auxotrofnich
markerd (rekombinanti obsahuji obé ramena)

+ sekvence fe/v transformantech zajisti tvorbu
funkcnich telomer
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YAC

Vyhody:
»vysoka klonovaci kapacita

- Ize klonovat celé eukaryotické geny, véetné
regula¢ nich sekvenci

Nevyhody:
nizsi stabilita inzertu (moznost vnitfni rekombinace)
» obtiznd purifikace
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PAC a BAC

* bakteridlni vektory s nizsi klonovaci kapacitou
nez YAC

* PAC = umély chromozom odvozeny od

bakteriofdga P1, ktery pojme inserty o velikosti
kolem 150 kb

* BAC = vektor zaloZzeny na F plazmidu, ktery
pojme inserty az do velikosti 300 kb

» vyrazné vyssi stabilita nez YAC
+ hojné pouZivané u sekvenaénich projektt




Vektory pro savci bunky

- replikace extrachromozomadlnich elementt
typu plazmidi je v savéich burikdch obtizna

+ vektory s podatkem replikace viru SV40 se
replikuji epizomdlné v nékterych savcich
burikdch (napr. v bunkdch COS)

» stabilni klony vétsinou vznikaji po zaclenéni
DNA do chromozomu




Vektory pro savci bunky

Obsahuji signdly, které savéi bufika vyZaduje pro zajisténi
genové exprese:
- obvykle odvozeny od virt (SV40, CMV)
- promotor (napr. CMV) (vysokad konstitutivni exprese)
- polyadenylaéni signdl (zvyseni stability mRNA)
- pocatek replikace or/ (napr. SV40)
- poCatek replikace E. coli
- bakteriadlni selekéni marker (b/a)

- selekéni marker pro sav¢i buniky neo (rezistence na
antibiotikum G418 - geneticin)




Vektory pro savci bunky




Retrovirové vektory

- vyuZziti schopnosti retrovird zajistit integraci DNA
do genomu

* vyuziti moznosti ,frans” komplementace
retrovirovych funkci defektnim pomocnym (..helper")
virem

+ funkce, které nelze .trans" komplementovat, musi
byt pritomny na samotném vektoru (LTR a misto psv)




Retroviry

RNA genom

v infikované bunce se RNA kopiruje do dvouretézcové DNA
zpetnou transkriptdzou

zpetnad transkriptdza je obsazena ve virionu a vstupuje do
bunky zdroven s RNA

DNA se cirkularizuje a integruje do DNA hostitelské bunky
pusobenim integrdzy

integrovand DNA je ohranicena sekvencemi LTR

LTR obsahuje promotor pro transkripci genu gag, pol, env
transkripty se sbaluji do virovych ¢dstic pomoci domény ps/
sestavené cdstice puci ven z burky, aniz ji lyzuji a ziskdvaji
tak glykoproteiny z hostitelské bunécné membrany




Klonovani do retrovirovych vektoru

vyuziti moznosti propagace v £. coli- vytvoreni rekombinantni
verze plazmidu a jeji namnozeni v bakteriich

transfekce specidlni bunécné linie (.. Aelper cells"), ktera ve
svém genomu obsahuje geny gag, po/a env

transfekované bunky budou tvorit viriony obsahujici RNA
kopii vytvoreného konstruktu

virové castice mohou infikovat jiné bunky, které neobsahuji
integrované esencidlni geny
pritomnost zpétné trankriptdzy a integrdzy ve virionech

zajisti konverzi RNA do DNA a jeji stabilni integraci do
genomu

dalsi viriony se nevytvori
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Klonovaci kapacita vektoru

Klonovaci vektor Velikost inzertu
Bézné plazmidové 0-10 kb
vektory
A Inzercni vektory 0-10 kb
A Substitucni vektory 9-23 kb
Kosmidové vektory 30-44 kb
PAC vektory 130-150kb
BAC vektory <300 kb
YAC vektory 0.2-20Mb




