Zaklady molekularni biologie
Cviceni 4

Polymerazova retézova reakce
DNA klonovani - Transformace



Klonovani

KLONOVANI proces vytvareni identickych
kopii (jedinct/bunék )

KLON soubor geneticky identickych bunék
/jedinec identicky s ,predlohou”

Klonovani je zakladem genového inzenyrstvi, tj., vytvareni pozménénych
nebo novych genu a jejich zavadéni do genomu organizmu.

Klonovani DNA (molekularni klonovani)

Metoda umoznujici namnozeni urcitého useku DNA (za pomoci
enzymatickych systému zivych bunék)

DNA klon - molekularni klon = segment DNA vektorem preneseny do
hostitelské buriky, kde se replikuje

vektor — molekula DNA, ktera obsahuje vSechny sekvence potfebné ke
vstupu, preziti a mnozeni v urcité hostitelské burce

Cizoroda DNA spojena s vektorem = rekombinantni DNA



Tri zakladni kroky klonovani DNA

1. pfiprava rekombinantni molekuly DNA
2. prenos rekombinantni molekuly DNA do hostitelské bunky
3. selekce klonu obsahujicich rekombinantni DNA

Zdroj DNA ke klonovani:

e jzolovana z donorového organizmu

e komplementarni (cDNA pfipravena zpétnou transkripci z mRNA)

e pripravena umeéle chemickou syntézou

e Mnozstvi zdrojové DNA je vétSinou nedostatecné a je potreba pred
samotnym klonovanim do vektoru namnozit (PCR)



Metody prenosu DNA do prokaryotickych bunek

* Chemické — roztoky dvojmocnych iontu soli + teplota
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Metody prenosu DNA do eukaryotickych bunék

 Chemické — lipofekce, DEAE dextran, fosforeCnan vapenaty

* (Bio)Fyzikalni — elektroporace, nastrelovani

* Viry —(lentiviry) 11111 Bezpecnost 1111



Zpusoby prenosu DNA

* Transformace. Primy prenos DNA izolované z donorové bunky pres
cytoplazmatickou membranu do bunky recipientni, v jejimz fenotypu se
muUzZe vhesena genetickd informace projevit. Termin se pouziva pro
prokaryotické bunky (u eukaryot je spisS nddorova transformace)

* Transdukce. Prenos DNA sekvence prostrednictvim viru z bunky donorové
do recipientni, v jejimZz fenotypu se muze vnesend genetickd informace
projevit (opét termin spise pro prokaryota)

* Transfekce. Pfenos DNA do eukaryotickych bunék (lipofekcni Ccinidla,
elektroporace, viry ...)
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Vlastnosti plazmidovych vektoru

Schopnost autonomni replikace v bakterialni bunce - misto ori, které
rozpoznava DNA-polymeraza hostitelské bunky)
(schopnost stabilniho udrzeni cizorodé DNA pfi replikaci)

Vhodné spektrum restrikcnich mist (mnohocetné klonovaci misto)

Gen se selektivnim znakem

— beta-laktamaza - rezistence na ampicilin
bla’

Plazmid nesmi byt konjugativni tj. nesmi mit
transferové geny (kodujici pilusy)
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Schopny pojmout molekulu DNA o velikosti do
10-15kb
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Transformace bakterialnich bunék

* Primy prenos rekombinantni DNA pres cytoplazmatickou membranu a
bunécnou sténu do recipientni bunky

 Kompetentni bunky
— schopné prijmout cizorodou DNA

— maji prostupnou bunécnou sténu

K destabilizaci plazmatické membrany béhem transformace dochazi
pomoci teplotniho Soku a Ca?* iontd

* Vhodné kultivacni podminky se selek¢nim Cinidlem zajisti namnozeni
plazmidu v bakteriich

 Namnozenou plazmidovou DNA lze vyizolovat k dalSimu pouziti
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Priprava kompetentnich bunék

Na tfepaéce —_— /; kultura E. coli narostla v 20 ml LB
£\ bujonu do 0Dy, =0,3

ochladit na ledu 0 °C

\

centrifugace 10 minut pti 3000 rpm/4 °C

<——= SUPERNATANT ODLIT *

sediment resuspendovat v poloviné objemu ledového roztoku
0,05M CaCl, a ponechat na ledu (v lednici) pfes noc

\4

centrifugace 10 minut pfi 3000 rpm/4 °C

<= SUPERNATANT ODLIT *

sediment resuspendovat v 1/10 vychoziho objemu
(2 ml) ledového roztoku 0,05M CaCl,

Kompetentni \ ] uschova na ledu nebo
bunky pfi -70°C v glycerolu




Stanoveni titru bakterialnich bunék a
transformacniho indexu

1. Ze suspenze kompetentnich bunék pripravime fedéni 10>, 10, 107 krat

2. Provést transformaci podle navodu
—  misto DNA pouzijeme sterilni vodu !
—  bunky naockovat na misky bez ampicilinu !!

3. Hodnoceni:
—  Odedist pocet kolonii transformant(
—  Stanovit titr kompetentnich bunék
—  Stanovit transformacni index



