CLONING

Results may vary




HISTORIA KLONOVANIA

* Oktdber 1990 - Narodny institut zdravia v USA oficialne zacal projekt skimania fudského genému

« Jul 1995 - Skotski vedci naklonovali dve ovce Megan a Morag z dvoch réznych embryi

« Februéar 1997 - Skotski vedci vyklonovali prvého dospelého cicavca - oveu Dolly

« Jul 1997 - Opat skotski vyskumnici vyklonovali ovcu Polly z geneticky modifikovanych koznych buniek
 Jul 1998 - Havajski vedci "vyrobili" z jednej mysi 50 dalSich v troch generaciach

* April 1999 - Vedci z Massachusetts (USA) vyklonovali tri kozy, priCom genetickou manipulaciou zmenili zlozenie ich
mlieka. V mlieku sa objavil protein, ktory pdsobi proti srdcovému infarktu a mftvici

 Januar 2000 - Japonski vedci vyklonovali byka. Ide o prvy pripad, kedy bol klonovany velky cicavec. Na klonovanie
boli pouzité bunky z ucha kravy.

« 2000 - Vyskumnici z Oregonu (USA) klonovali opicu Makak Rézus.

* November 2001 - V Massachusetts (USA) klonovali prvé ludské embrya



KLONOVANIE

Molekularne klonovanie sa rozumie namnozenie useku DNA z jednej kopie
do obrovského kvanta kopii, a to prostrednictvom replikachého aparatu
hostitelskej bunky ( baktérii, kvasiniek).

Klon — subor molekul alebo buniek identickych s pévodnou molekulou Ci
bunkou

Vyuzitie — r6zne ucely ako konstrukcia chimérickych genov, vyroba
hybridizaCnych sond, expresia rekombinantnych proteinov



VYUZITI KLONOVANI

DNA knihovny — kolekce klonovanych DNA fragmentt genomu urcitého
organismu (cDNA), které jsou skladovany uvnitf hostitelskych organismu

(zejména bakterii)

Soubor rekombinantnich plazmidu nesoucich rizné fragmenty predstavuje
tzv. knihovnu genomove DNA
Vyuziti

Mnozeni lidskych proteind pomoci bakterialnich kultur;

Porovnavani vyvojovych zmén ve tkanich;
Ziskani dostateCného mnozstvi genetického materialu pro urCeni sekvence genomu



VYUZITI KLONO

Genové inzenyrstvi

Metodickym zakladem genoveého
inzenyrstvi jsou manipulace s DNA
in vitro — vytvarenim pozménénych
Ci novych genu

Zavadéni téchto genu do organizmu
— pozmenovani a zlepsovani
vlastnosti organizmu

ZvysSovani vynosu rostlin a
uzitkovosti hospodarskych zvirat
(odolnost vudci chorobam, sSkudcim
nebo zevnim vlivim)

L
SOUNDED BETTER
ON PAPER, DIDNTIT?

amngilip. com



VYUZITI KLONOVANI

Genové inzenyrstvi — Potraviny a
krmiva

- ovliviovani agronomickych vlastnosti
Rezistence k herbicidum

Rezistence k patogenim (hmyzu, viram,
plisnim apod.g)

J Tolerance ke strestim (vodni stres — sucho,
mraz; osmoticky stres — zasoleni pud)

- Modifikace posklizriovych vlastnosti
Prodlouzeni skladovatelnosti

Zpomaleni zrani a navozeni rezistence k
skladkovym chorobam

- VylepSeni nutricnich hodnot plodu a
semen nebo rostlinnych produktu
vyuzivanych prumyslove




VYUZITI KLONOVANI

Genové inzenyrstvi — Zivoéichové
Zvirata (mysSi, drabez, hospodarska zvifata, ryby) obsahujici gen pro ruastovy hormon
— rychlejSi rust, zména vlastnosti produktu

Prezvykavci obsahujici ve streve GMO-mikroorganismy, které redukuji toxicitu
nékterych rostlin (rozsSifeni potencialu krmiv)

DriibeZ s pozmé&né&nymi travicimi schopnostmi £5 s -' Ziny strach, nejsem ks obr, Jig

Jjenom geneticky modifikovand

(celuldza, lignin, tuky) . mrked

Drubez se zvySenym obsahem lysozymu ve ve
(vyuziti v pramyslu a farmakologii)

Ovce s vylepsSenou srsti

Zvirata jako darci organu pro transplantace



VYUZITI KLONOVANI

Genové inzenyrstvi

Vnaseni cizorodych genu nepfibuznych organismu a ziskavani produktu ve
velkém mnozstvi (pr. Priprava lidskeho insulinu v bakterialnich bunkach)

Priprava latek s novymi vlastnostmi pozmenovanim stavajicich nebo
vytvarenim novych genu (enzymy protilatky, vakciny)

Priprava latek (vyznamné v |ékarstvi, zemédélstvi a primyslu)



VYUZITI KLONOVANI

Genové inzenyrstvi — Genova terapie

LécCba genetickych chorob dedicnych i nadorovych

Do genomu pacienta je viozena sekvence DNA, pricemz tato sekvence
koduje néjaky chybéjici nebo nefungujici protein

Klasické genetické choroby /vrozené vady metabolismu/:
Fenylketonurie, Hemofilie A, B, Poruchy srazlivosti, Poruchy imunity, Cysticka fibroza

Komplexni genetické choroby
Rakovina, kardiovaskularni choroby, diabetes apod.



NAJCASTEJ
Si POSTUP
PRI ,
KLONOVAN|

Vyber vhodneého klonovacieho
vektoru

Uprava koncov vektorov a

koncov klonovanej DNA tak aby
boli konce vzajomne
kompatibilné
Vlozenie DNA do vektoru

. Vlozenie vektoru s inzertom do
hostitel'skych buniek
Namnozenie hostitelskych
buniek
|zolacia namnozenej DNA s
inzertom

Burika E. coli

SCHEMA PROCESU KLONOVANI o —\\

Re1 Klonovany inzert Re2

Ligace in_zarlu
do plasmidu Pusobeni CaCl2
pro permeabilizaci

e —————
l bunécéné stény

RE1 Sgsz Plasmid se zaklonovanym inzertem
MC:

g Kompetentni burika = o :
E. coli -

N
&)
&

-

#
Transformace

Recipientni plasmid Vysledny plasmid

Inokulace

kultivaéniho média

\/ jednou z bilych kolonii

Centrifugace bakterialnich

bunék ze ziskané kultury
‘\—___ /

ey
Ze ziskanych bakterialnich bunék ’ /-\
je izolovana plasmidova DNA

Izolovany plasmid




PRENOS DNA DO BUNIEK

Plazmid méze byt vlozeny ako do vnutra bakterialnej, tak aj do vnutra zivocCisnej
bunky.

Transformacia — vkladanie DNA do bakterialnej bunky ( elektroporacia,
mikroinjekcia alebo chemicka cesta)

Transfekcia — vkladanie DNA do zivocisnej bunky ( transfekcia fosforeCnanom
vapenatym, lipozomova transfekcia alebo transfekcia s vyuzitim Specialnych
transfekCnych reagentov)

Transdukcia je spésob prenosu DNA pomocou virusov



TRANSFORMACI

A TEPELNYM

SOKOM ZA -
POUZITIACaCl, - .

| | VoV
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Centrifuge | Resuspend bacterial | FT@ o
- ellat in CaCly solution |
t ‘} -¥ v v W
. . : . Log phase Chill on ice Store at "80 °C
Jedna z najCastejSich foriem transformacie E. coli culture
u E.coli sa pripravuje: i DNA
, . . - amp' plasm
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| Centrifuge | Resuspend bacterial N
pellet in sterile HO

Centrifuge [Hamspond bamﬁelj
pellet in sterile H,O
Log phase Chill on ice
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E. coli culture cells ately

=,

amp’ plasmid DNA O\
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colonies / pg DNA
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LIPOFEKCI
A

Metoda vkladania funkéného
genetického materialu do
ciefovych buniek s vyuzitim
kationovych lipidov

VyuZzivanie v priemyselnej
vyrobe proteinov

pozitivne nabité lipidy reaguju
s negativne nabitymi
molekulami NK a vytvaraju
celistvy komplex

ento komplex moéze
prechadzat cez bunkovu
membranu

Takto sa daju cielové bunky
transfekovat nie len s DNA ale
aj s RNA Ci s proteinmi

DNA- lipidové komplexy

(vZdy bez séra)
tvorba komplexov
medium a ‘ -
s : | ] transfekéné
lipidovy reagent 0o é‘ | \E . -
0,09/ o
Q _Cy > Cﬁ”n\“g o
o c}pxy
o,
medium a DNA | A O ,
i -"*'M-L._. I|
& )
bunky et ' l'/
J
doska s konfluentnym pridanie inkubacia.
narastom ciel'ovych transfekéného
buniek média

sledovanie objemu média



KLONOVACIE VEKTORY

Podmienky pre klonovacie vektory:
musia niest gény k vlastnej replikacii

Musia niest’ klonovacie miesto tvorené radou réznych restrikCnych miest,
ktoreé po stiepeni prislusnou restriktazou umozni inzerciu klonovaneho useku

DNA do vektoru

schopnost umoznit’ selekciu, ktora rozlisi hostitel'ské bunky s viozenym
vektorom od buniek bez vektoru alebo bunky s vektorom obsahujucim inzert
od buniek s prazdnym vektorom



KLONOVACIE VEKTORY
POZNAME:

PLAZMIDY — Co su malé kruhové molekuly DNA. Ku klonovanie sa
pouzivaju geneticky modifikované plazmidy.

FASMIDY — alebo tiez fagemidy, Co su v podstate bezné bakterialne
plazmidy, ktoré nesu naviac Casti genomu niektoreho bakteriofaga

KOSMIDY - su to modifikované plazmidoveé vektory na klonovanie velkych
fragmentov DNA

BAKTERIOFAGY - virusy, ktoré napadaju baktérie. Pre klonovanie s
vyuzivané ak je klonovana vacsia molekula DNA

UMELE BAKTERIALNE A KVASINKOVE CHROMOZOMY — molekuly
cudzej DNA vacsie nez 47 kb je mozné vklonovat do umelych chromozomov



Gen pro rezistenci
k antibiotiku nebo
jiny selekcni
marker

ORl Misto nasedani

- Polatek replikace ; .
. primer(
Primer

Apal
Nco |
Notl
KLONOVACIVEKTOR B EcoRl
Klonovaci misto ECORN
Sall
BamH |

Série restrikcnich mist v MCS

Primer

Misto nasedani
Terminacni primerd

sekvence

PLAZMIDY AKO
KLONOVACIE
VEKTORY

Plazmidy pouzivané ako
klonovacie vektory
obsahuju:

* replikator (pociatok replikacie)
* selekCny marker
* klonovacie miesto

e Casto tiez obsahuju gén Lac/Z,
ktory umozni tzv. modro-bielu
selekciu




POCIATOK REPLIKACIE (ori - ORIGIN
OF REPLICATION)

Sekvencia DNA kde sa zadina replikacia

UrCuje vector copy number — pocCet vektorov v

bunke

Pocet kopii ma vplyv na stabilitu plazmidu
UrcCuje kompatibilitu plazmidu

Schopnost 2 plazmidov koexistovat v 1 bunkovej linii

Blizko pribuzné plazmidy maju tendenciu byt

inkompatibilnBezne vyuzivané poéiatky

. . replikaci Skupina
Vektory Pocet kop“ P %RI nekompatibility
pUC 500-700 pMB1 (derivative) A
pBR322 15-20 pMB1 A
pET 15-20 pBR322 A
pColE1 15-20 ColE1 A
pACYC 10 P15A B

Cell eyvcle of ane plasmid

B,

Cell groves but

Cell growes and plaa_mids dao nat

plasmid replic replicate hecause
twa arigins are
already present

Cell divides‘ ‘ el divides

OO0

Each cell has copy of same plasmid  Incompatible plasmids have been
distributed to different cells

Cell eycle of incampatible plasmids



SELEKCNE
MARKERY

Procesy ligacie a transformacie su malo ucinné nterest
(< 1%)

SelekCné markery - potvrdenie uspesného
vlozenia cudzej DNA do bunky

Selectable
Marker

Gén pre selekCny marker je vkladany do bunky
zaroven s genom zaujmu



POZITIVNE SELEKCNE
MARKERY “‘ " Mot anpll

—
Umoznenie rastu v pritomnosti toxickych latok

NajCastejSie — rezistencia k antibiotikam napr. ampicilin, kanamycin,
gentamicin...

Gén bla — koduje enzym B-laktamazu, ktora hydrolyzuje B-laktamoveé
antibiotika, napr. ampicilin

M&2u rést vietky Rastu iba klony obsahujice
baktérie selekény marker

LB médium LB médium + ampicilin



Stépeni Pstl
—_— Stépeny

plazmid

INZERCNA
INAKTIVACIA e —

pripravenych $tépenim Pstl —
"

Uspesné zaclenenie fragmentu do DNA — / |

prejav na fenotype transformovanych bakteérii
nerekombinantni \
plazmid

cizoroda DNA

Klonovacie miesto je zodpovedné za

rezigtenciu B

inzercia sp6sobi stratu funkcie génu

Y

Pfenos do bunék E. coli

Klonovanie v plazmide pBR322

Gén pre rezistenciu k ampicilinu — vkladana cudzoroda
D NA Vysev na plotnu s tetracyklinem

Vyrostou kolonie
z bunék, do nichz
byl pfenesen plazmid

Prerazitkovani
na plotny
s ampicilinem

Gén pre rezistenciu k tetracyklinu

Prenesene burky obsahujici

rekombinantni plazmid
nerostou a nevytvofi kolonie

Zalozeni kultury z kolonii, které
nevyrostly na padé s ampicilinem




MODRO-BIELY TEST

Vektor bez

Vektor obsahujuci gén pre rezistenciu k
ATB a gén lacZ kodujuci B-galaktozidazu

Tetracycline Mix Elasmids
Resistance Gene Foreign DMNA inserted at X L
Bacterial Cells

into B-Galactosidase Coding Gene

="
N\,

\r =

B-Galactosidase
Coding Gene

Ziadny vektor

Médium obsahuje vhodné antibiotikum,
IPTG (induktor expresie) a X-Gal (substrat pre

B-galaktozidazu) @ @ T

e T e

Vektor s inzertom

/ N - 4

reagent that reacts with
B-Galactosidase to turn blue,

I nzel'tu ( Auger contains tetracycline and

Modra farba

Funkcéna B-galaktozidaza

Bacterial Cells are resistant to
tetracycline and exibit a blue color

Bunky nerastu

= Citlivé k antibiotiku

Bacterial Cells will mot grow in
the presence of tetracycline.

E—
Qg - -/ Bielafarba

T — Nefunkéna B-
Bacterial Cells are resistant to .« g
galaktozidaza

tetracycline but do not exibit the
blue color.



KLONOVACIE MIESTO
(POLYLINKER, MULTIPLE CLONING SITE)

Kratky usek DNA obsahujuci vela
jedineCnych miest rozpoznavanych sad_ Gma o Pt Hinl

GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGEGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT

restrikCnymi enzymami Gl Kel  Bard  Sal oo

polylinker

RestrikCné enzymy Stiepia plazmid a
umoznuju inzerciu cudzorodej DNA
bez naruSenia zvysku plazmidu

plUC1g
2686 hp

CRI
ampl



TA KLONOVANI

Vyuziva komplementarity mezi adeninem a tyminem
Jednoduchy zpusob klonovani
Zaklonovani PCR produktu

Princip:
Produkty PCR se amplifikuji pouze s Tag DNA polymerazou
VétSina Taq polymeraz postrada 3‘—5' exonukleazovou aktivitu

S velkou pravdépodobnosti na 3° konci PCR produktu zanechava A (PCR produkt, na 3°
konci pfevis jednoho A)

Vyuziti v TA klonovani: vyuziti linearizovaného plazmidu, které nese na 5° konci previs T
Smichani vektoru s insertem — rekombinantni DNA



Recipientni
plasmid

A

Novy konstrukt

—

A" pCR produkt

Pri TA klonovani jsou zaklonovavany PCR produkty (nesouci adeniny na
svych koncich) do vektoru s pfevisy tyminda.



ZAKLADN| POSTUP PRI TA
KLONOVANI:

1. Pfipravime PCR reakci s primery k cilovému useku

2. Ziskany PCR produkt ovérime elektroforetickou separaci, produkt
precistime.
3. Provedeme standardni ligacni reakci.

4. Ziskany plasmid se zaklonovanym PCR produktem muze dale pouzit pro
subklonovani, kdy vyuzijete restrikCnich mist v MCS daného plasmidu.

5. Pro TA klonovani jsou na trhu dostupné prislusnée vektory, tj. s previsy T.

Pro zvyseni pravdépodobnosti adeninového previsu na 3° konci PCR
produktu je doporuc¢ovano pouZzit primeru s guaninem 5° koncich.

Pro TA klonovani je treba zkontrolovat, zda dostupna Taq polymeraza nema
silnou 3'—5° exonukleazovou aktivitu, ktera by branila tvrobe 3° adeninovych
previsu



VYHODY NEVHYHODY

Neni tfeba pouziti restrikCnich Gen ma 50% $anci na klonovani v
enzymu opacném smeru

Jednodussi, rychlejsi, levngjsi



RESTRIKCNI ENDONUKLEAZY

St&pi esterové vazby dsDNA

DNA hostitelské bunky je pred uCinkem vlastni endonukleazy
chranéna metylaci

Ochrana pred cizorodym genetickym materialem

V bakteriich — obrana proti bakteriofagum



RESTRIKCNI ENDONUKLEAZY

stepi oba retezce dsDNA

vy ;. . 5'- -=3
vetsina rozeznava palindromy
rozdeluji se do trid podle:

slozeni podjednotky

polohy Stépeni i "9

sekvencni specificity
pozadavku na kofaktor



Il TRIDA

St&pi v misté nebo blizko
vazebného mista

Neni nutna hydrolyza ATP, ale
pfitomnost Mg?*

Velikost - do 30 kDa

Rozpoznavaji palindromicke
sekvence o 4-8 bp

Lepivé nebo tupé konce

Name Origin Recognition Sequence
BamHI Bacillus amyloliquefaciens H 5" G//GATCC 3’
3" CCTAG/G 5’
EcoRl Escherichia coli RY13 5" G//AATTC 3’
3"CTTAA//G 5’
HindlIll Haemophilus influenzae Rd 5" A/AGCTT 3’
3" TTCGA/A 5’
Haelll Haemophilus aegyptius 5" GG//CC 3’
3" CC/IGG 5’
Kpnl Klebsiella pneumoniae 5" GGTAC//C 3’

3" C//ICATGG 5’

Double bars indicate the cleavage site in the DNA strand.



GATEWA

Y Firma Invitrogen (1990)
K L O N OV Prenos DNA sekvenci do vektoru pro funkéni
analyzu a proteinovou expresi

ANI




GATEWAY KLONOVANI

Zachovava orientaci a ¢teci ramec

Rychly a efektivni (95 %) pfenos DNA sekvenci do vektoru
RestrikCni fragmenty, PCR produkty, cDNA klony
Pfenos velkého mnozstvi DNA sekvenci do mnoha vektoru

Reverzibilni rekombinace



PRINCIP GATEWAY
KLONOVANI

Integrace bakteriofagu do
bakterialniho genomu

Tvorba novych rekombinantnich mist
—attLa att R

Vystrizeni bakteriofaga — obnova attP

a att B - ”E




Inzert obsahuje attB
sekvenci

Donor obsahuje attP
sekvenci

Tvorba Entry klonu —
obsahuje DNA zajmu
ohranicenou attL sekvenci

VedlejSi produkt

BP Reaction

altg1 attB2

alfB flanked PCR product
or alfl expression clone

attP1
cod

e




TVORBA ENTRY KLONU

Rekombinace PCR produktu nebo
plazmidu s donornim vektorem

Genarie DONA fhurnan)

atts? attg2
X + X BP Clonase
= ' PENTRZ21 _KRAS

attP1 attP2
pDONR221




TVORBA ENTRY KLONU

TOPO klonovani

Na PCR produktu kratka
komplementarni sek  enomic ona uman)

attl1 attL.?

_ RAS
nnnnnnnnnn I<]
—
pENTR/D-TOPO_KRAS

affL 1 attL2
PENTR/D-TOPO


https://blog.addgene.org/plasmids-101-topo-cloning

TVORBA ENTRY KLONU

Restrikcni klonovani

RestrikCni endonukleazy

Genomic DNA (human)

Lepivé konce

Raostriction

SEUTS S attL1 altL2
- E— e ~
2ETshs% Eezd Ligation
EREEELE md L PENTR11_KRAS

Rostriction attL 7 attlLz

attL1 enzymo digestion

attL.2
PENTR11

PENTR11




Entry klon obsahuje attL
sekvenci

Cilovy vektor obsahuje attR
sekvenci

Tvorba expresniho klonu s
DNA zajmu ohraniCenou attB
sekvenci

Vedlejsi produkt — toxicky

Neni nutna selekce

LR Reaction

attL1

atfL2

atr1 attR2




DNA fragments from:

Polymerase
chain reaction

Restriction _ )
endonuclease cDNA library or GeneArt Strings DNA
digestion and ligation clone collection Fragments or Libraries
E. coli Your vector
gene gene

Two-hybrid
gene

S

Yeast « Entry clone < >
gene

S

Insect Mammalian
gene gene




Dekujeme za pozornost!



