Transformace 1 - KLONOVANI

KLON soubor identickych bunék (organizmu)
pochazejicich ze spolecneho predka

*

KLONOVANI proces tvorby klon(i

DNA Klonovani je zakladem genoveho inzenyrstuvi,
{j., vytvareni pozmenénych nebo novych genu
a jejich zavadéni do genomu organizmu.

DNA klon: molekularni klon = segment DNA
vektorem preneseny do hostitelské bunky
a v ni se replikuje.

Cizoroda DNA spojena s vektorem = rekombinantni
DNA
Rekombinantni DNA, ktera je urCena ke klonovani se
nazyva klonovana DNA



Tri zakladni kroky
klonovani DNA

1. priprava rekombinantni molekuly DNA

2. prenos rekombinantni molekuly DNA do
hostitelské bunky

3. selekce klonu obsahujicich rekombinantni
DNA

Puvod (priprava) DNA

* izolovana z donoroveho organizmu

 komplementarni (cDNA pripravena zpétnou
transkripci z mRNA)

 pripravena umele chemickou syntézou



Metody prenosu DNA do
prokaryotickych bunek

Chemicke — roztoky dvojmocnych iontu soli
+ teplota

(B|O)FyZ|ké|n|’ — elektrOpOr 4L pulse power supply

lid
cuvette

electrodes

electrical contacts

Pomoci viru




Metody prenosu DNA do
eukaryotickych bunek

Chemické — lipofekce, DEAE dextran,
fosforeCnan vapenaty, ...

(Bio)fyzikalni — elektroporace, biolistika,
mikroinjekce




Zpusoby prenosu DNA

Transformace. Pfimy prenos DNA izolované
z donorove bunky pres cytoplazmatickou
membranu do bunky recipientni, v jejimz
fenotypu se muze vnesena geneticka informace
projevit. Termin se pouziva pro prokaryoticke
bunky (u eukaryot je spiS nadorova
transformace)

Transfekce. Prenos DNA do eukaryotickych
bunek (lipofekcni Cinidla, elektroporace, viry ...)

Transdukce. Prenos DNA - sekvence
prostrednictvim viru z bunky donorove do
recipientni, v jejimz fenotypu se muze vnesena
geneticka informace projevit (opéet termin spise
pro prokaryota)



VLASTNOSTI PLAZMIDOVYCH VEKTORU

Autonomni replikace v bakterialni bunce
(schopnost stabilniho udrzeni cizorodé
DNA pri replikaci)

Vhodné spektrum restrikénich mist

Notl

EcoRlI Hpal Bglll Sacll Xbal Stul
I I | |

AATTCGTTAACAGATCTGCGGCCGCGGTCTAGAAGGCCT
GCAATTGTCTAGACGCCGGCGCCAGATCTTCCGGATTAA

Gen se selektivnhim znakem
- beta-laktamaza — rezistence na ampicilin
Plazmid nesmi byt konjugativni tj. nesmi mit
transferoveé geny (kodujici pilusy)
Co nejmensi velikost

Vicekopiovy



Klonovani DNA v plazmidu

cizi DNA
ktera ma byt
vclenéna

plazmid

gen

rezistence

l k antibiotiku
rekombinovana
molekula
DNA

zavedeni

do hostitelské

selekce bunék obsahujicich rekombinovanovou DNA
kultivaci v pritomnosti antibiotika




Priprava kompetentnich bunék

Na tfepacce ~ /. \ Kkultura E. coli narostla v 20 ml
£ \ LB bujonu do OD,,, = 0,3

ochladit na ledu 0 °C

!

centrifugace 10 minut pri 3000 rpm/4 °C

<=3 SUPERNATANT ODLIT ‘

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

|

centrifugace 10 minut pri 3000 rpm/4 °C

<=3 SUPERNATANT ODLIT

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

] 5 uchova na ledu nebo
Kompetentni bunky p¥i -70°C v glycerolu




TRANSFORMACE SCHEMA
V Epp. mikrozkumavce je 30 ul kompet. bunék

L,

Na ledu

Naredit DNA vektoru na 10 ng/ul v TE

K 1 ul pridat 30 ul kompetentnich bunck

Opatrn¢ promichat, nechat stat v ledu 30 min

Teplotni Sok
Umistit pri1 42 °C/40 sec nebo 37 °C/3 min

l

Na ledu nechat 2 min, piidat 1ml LB bujonu

l
Inkubace ve vodni tfepaci lazn1 pi1 37°C/45min

|



Transformace pokraCovani

Po inkubaci

l

centrifugace pi1 5 000 rpm/ 5 min

1

odlit supernatant

ve zbyvajicim medium resuspendovat
sediment bunék

l

suspenzi vyockovat na LB agar +
100 ug/ml AMP

l

Naockovan¢é misky

inkubovat dnem vzhuru
pi1 37 °C/24 hod



Stanoveni titru bakterialnich bunék

V mikrozkumavce je 30 ul kompet. bunék

- steyny postup jako predchozi

Ale:
- bunky naredit 104, 10°, 10° x
- misto DNA pouzijeme sterilni vodu

- na zav¢ér bunky vysit na misky bez ampicilinu

Hodnoceni: odecet pocCet kolonii transformantu
stanoveni ucinnosti transformace



