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�� multimulti--krokový proces který vytvokrokový proces který vytvořříí kolekci definovaných fragmentkolekci definovaných fragmentůůdandanéé DNA pomocDNA pomocíí restrikrestrikččnníích ch endonukleendonukleáázz
�� spojenspojeníí vybraných DNA fragmentvybraných DNA fragmentůů (v(věěttššinou jednoho genu) seinou jednoho genu) se

specispeciáálnlníím nosim nosiččem em –– vektorvektor pomocpomocíí T4 DNA T4 DNA ligligáázyzy
�� ppřřenos vzniklenos vznikléého konstruktu do ho konstruktu do žživých bunivých buněěk (k (ččasto bakterie) asto bakterie) 
�� mnohonmnohonáásobnsobnéé namnonamnožženeníí vlovložžených DNA fragmentených DNA fragmentůů replikaci replikaci 

v v žživivéé bubuňňce ce –– DNA KLONYDNA KLONY

KLONOVÁNÍ
MolekulMolekuláárnrníí klonovklonováánníí::



� vytváření geneticky identických buněk (organismů)
�� v živé přírodě přirozené: 

- kolonie bakterii
- řízkování rostlin
- jednovaječná dvojčata

BunBuněčěčnnéé klonovklonováánníí::



KLONOVACKLONOVACÍÍ VEKTORYVEKTORY
A)      BakteriA)      Bakteriáálnlníí –– PLAZMIDYPLAZMIDY

-- extrachromosomextrachromosomáálnlníí krukružžnicovnicovéé molekuly DNA, ktermolekuly DNA, kteréé se nachse nacháázzíí v celv celéé řřadaděě
bakteribakteriáálnlníích druhch druhůů (rezistence k antibiotik(rezistence k antibiotikůům, metabolismus nezvyklých   m, metabolismus nezvyklých   
substrsubstráátutu……) 1) 1--100kb100kb

-- replikujreplikujíí se nezse nezáávisle na bakteriivisle na bakterii
-- vlastnvlastníí plasmidovplasmidovéé vektory vznikly vektory vznikly úúpravou ppravou přřirozenýchirozených

19701970´́ -- pBR (Bolivar a Rodriguez)pBR (Bolivar a Rodriguez)
- 4.36 kb menší než je přirozeně se vyskytující v E.coli 
-- oriori vlastní počátek replikace
- rezistence k Amp a Tc
- unikátní restrikční místa 
- kapacita pro inzertovou DNA 11--5 kb5 kb

ori
MCSMCS

multiple 
cloning 
site
(polylinker)

high copy plazmidyhigh copy plazmidy
100-1000 kopií v buńce



KLONOVACKLONOVACÍÍ VEKTORYVEKTORY
B)B) VirovVirovéé -- BAKTERIOFBAKTERIOFÁÁGYGY

-- bakteribakteriáálnlníí viry s dvouviry s dvouřřetetěězcovou linezcovou lineáárnrníí DNADNA
-- schopny se v hostitelskschopny se v hostitelskéé bubuňňce replikovat, anice replikovat, anižž
by ji zahubilyby ji zahubily
-- klonovacklonovacíí kapacita kapacita 22--25kb25kb inzertuinzertu
-- mnohonmnohonáásobnsobnéé mnomnožženeníí v zv záávislosti na hostitelskvislosti na hostitelskéé bakteriibakterii

BAKTERIOFBAKTERIOFÁÁG lambda     49kbG lambda     49kb
• Sřední část genomu není důležitá pro 

lytický růst a lze ji nahradit insertovou 
DNA

• snadná manipulace díky cos místům 
(lepivé konce) na koncích λ DNA, 
které umožňují její cirkulaci 

• zacirkulovat lze pouze bakteriofága, 
který ma vzdálenost mezi cos místy 
37-52kb  

• tvorba cDNA a genomových knihoven

cos

cos



•• odvozenodvozenéé z plasmidu do kterz plasmidu do kteréého byly ho byly naklonovnaklonováányny cos cos 
mmíísta bakteriofsta bakteriofáága ga λλ

•• InzertovInzertováá DNA je naklonovDNA je naklonováána do linena do lineáárnrníího kosmidu a ho kosmidu a 
sbalena in vitro virovým mechanismem a infikovsbalena in vitro virovým mechanismem a infikováána do na do 
bakteriebakterie

•• v bakterii je pak cirkulovv bakterii je pak cirkulováána a replikuje se dna a replikuje se dáál jako l jako 
plasmidplasmid

•• malmaláá velikost cca 5kb velikost cca 5kb –– nenneníí potpotřřeba infekeba infekččnníích ch 
lytických lytických λλ proteinproteinůů, pouze      selek, pouze      selekččnníí marker k marker k 
antibiotiku mantibiotiku můžůže se velikost inzertove se velikost inzertovéé DNA pohybovat DNA pohybovat 
aažž k k 47kb47kb

KLONOVACKLONOVACÍÍ VEKTORYVEKTORY
C)    bakteriC)    bakteriáálnlněě--virovvirovéé -- KOSMIDYKOSMIDY



�� odvozenodvozenéé od bakteriofod bakteriofáága M13 s malou ssDNA (6.4kb), který ga M13 s malou ssDNA (6.4kb), který 
se po infekci do bakterie replikuje jako kruhovitse po infekci do bakterie replikuje jako kruhovitáá dsDNAdsDNA
(plasmid, snadn(plasmid, snadnáá manipulace, restrikce)manipulace, restrikce)

�� infekinfekččnníí ffáágovgovéé ččáástice vstice vššak opak opěět obsahujt obsahujíí pouze ssDNA pouze ssDNA 
(vhodný zdroj pro izolaci ssDNA nap(vhodný zdroj pro izolaci ssDNA napřř. pro hybridizaci). pro hybridizaci)

�� do infekdo infekččnníích ch ččastic mohou být sbaleny astic mohou být sbaleny ččáástice astice ažž dvakrdvakráát t 
vvěěttšíší nenežž je fje fáágovgováá DNADNA

D)      bakteriD)      bakteriáálnlněě--virovvirovéé -- FAZMIDY (phagemid)FAZMIDY (phagemid)



Obecný princip molekulObecný princip molekuláárnrníího ho 
klonovklonováánníí

klonovacklonovacíí vector + DNA obsahujvector + DNA obsahujííccíípopožžadovaný gen (izolace)adovaný gen (izolace)
restrikcerestrikce

ligaceligace

transformacetransformace
selekce pomocselekce pomocíí selekselekččnníích markerch markerůů

reprodukce a syntreprodukce a syntééza cza cíílovlovéého ho proteinu proteinu 
izolaceizolace



ZZáákladnkladníí kroky pkroky přři klonovi klonováánníí
gengenůů::

1.1. ššttěěpenpeníí DNA na poDNA na požžadovaných madovaných míístechstech
2.2. rekombinace rekombinace -- spojenspojeníí DNADNA--fragmentfragmentůů
3.3. transformace transformace –– vpravenvpraveníí rekombinovanrekombinovanéé DNA do DNA do 

bubuňňkyky
4.4. selekce bunselekce buněěk obsahujk obsahujííccíí cizcizíí gengen
5.5. analýza klonovananalýza klonovanéé DNADNA



-- ppřři genových manipulaci genových manipulacíích je ch je žžáádoucdoucíí molekulu DNA  molekulu DNA  
ššttěěpit       pit       
na pna přřesnesněě definovaných mdefinovaných míístech tak, aby byl tento proces   stech tak, aby byl tento proces   
reprodukovatelnýreprodukovatelný

-- ššttěěpenpeníí se provse provááddíí pomocpomocíí restrikrestrikččnníích enzymch enzymůů –– enzymy,   enzymy,   
kterkteréé bakterie poubakterie použžíívajvajíí jako obranný systjako obranný systéém pm přři napadeni napadeníí
ffáágy. gy. 
Tyto enzymy Tyto enzymy ššttěěppíí DNA na pDNA na přřesnesněě definovaných mdefinovaných míístech  stech  
daných specifickou sekvencdaných specifickou sekvencíí bbáázzíí. Takových enzym. Takových enzymůů bylo  bylo  
objeveno jiobjeveno jižž celceláá řřada.ada.

1. Štěpení DNA – restrikční enzymy:



Bylo zjištěno, že do otevřeného vektoru může být vložen 
fragment DNA, pokud mají obě molekuly na koncích 
komplementární DNA-řetězce. Tento fakt byl nejdříve ověřen při 
spojování poly-A-konce na poly-T-konec, později se zjistilo, že 
stejnou službu zastanou i kohezivní konce získané pomocí
restrikčních enzymů. Vektor a DNA, která se do něj vkládá, se 
štěpí pomocí stejného enzymu, čímž se získají komplementární
kohezivní konce. Tyto rozštěpené molekuly se smísí za 
podmínek, které jsou vhodné pro napojení komplementárních 
řetězců (v reakční směsi působí i DNA-ligasa). Díky tomu se 
zapojí DNA-fragment do vektorové DNA.

2.  Spojování molekul DNA:



Jakmile je cizí DNA vložena do daného vektoru, je potřeba vložit 
tento vektor zpět do živé buňky. 
Dlouho se předpokládalo, a experimenty to potvrzovaly, že bakterie 
nemohou být transformovány vložením cizí DNA. Nicméně v 70. 
letech se zjistilo, že při extrémních podmínkách to možné je. 
Aktivně rostoucí buňky se přenesou do hypotonického prostředí
CaCl2 při 4°C, čímž se během 30 min se výrazně změní
propustnost buněčné stěny. K této buněčné suspenzi se přidá
vkládaná DNA a směs se nechá dalších 30 min ve 4°C. Následuje 
krátký teplotní šok (42 °C), jehož následkem buňky přijmou cizí
DNA. Po krátké inkubaci v růstovém mediu buňka obnoví své
funkce včetně tvorby transformovaných plasmidů.

3.  Transformace:



Potíž je v tom, že účinnost transformace je i s použitím nejlepší
techniky stále dosti nízká, 
jinými slovy, 
pouze malé procento buněk nakonec přijme cizí DNA. 
Proto je nutné, aby po transformaci následovaly metody,
které jednoznačně určí, 
které z nově narostlých buněk nesou transformovanou DNA 
a které ne. 
Obvykle se zjišťuje přítomnost daného vektoru v buňce.
Vektory jsou konstruovány s ohledem na snadnou selekci
(např. nesou gen zodpovědný za resistenci k určitému antibiotiku)



Působením vysoké teploty nebo alkálií dvouřetězcová DNA 
denaturuje – jednotlivé řetězce se od sebe oddělí. Po 
ochlazení nebo neutralizaci se příslušné řetězce opět spojí na 
principu komplementarity bází. 
Spojované řetězce mohou pocházet buď ze stejné molekuly, 
nebo mohou pocházet z různých zdrojů, samozřejmě pokud 
splňují podmínky komplementarity. 
Podobnost řetězců chromosomálního genu a jeho cDNA 
umožňuje takové spojení – hybridizaci. Díky tomu se může 
pomocí cDNA identifikovat klon, který obsahuje příslušný 
chromosomální gen.

4.   Hybridizace kolonií – získání
chromosomálního genu: 



Výše uvedeným způsobem jsme zjistili, který klon z genomové
banky nesoucí určitý fragment chromosomu obsahuje požadovaný 
gen. Nyní musíme určit přesnou polohu daného genu v tomto 
fragmentu. 
Obvykle má tento segment délku okolo 20 – 40 kb, přičemž aktuální
kódovací oblast zaujímá přibližně 10 % jeho délky. Restrikční
analýzou tohoto segmentu opět získáme řadu fragmentů, z nichž
jeden (nebo několik, pokud se restrikčním místem daný úsek rozdělil 
na víc částí) nese hledaný gen. Postup, jak zjistíme, o který z nich 
se jedná, je opět založený na hybridizaci s cDNA a je velmi podobný 
postupu již uvedenému.

5.  Analýza klonované DNA:



VyuVyužžititíí molekulmolekuláárnrníího klonovho klonováánníí

�� uchovuchováávváánníí, zmno, zmnožženeníí a manipulace s genetickou a manipulace s genetickou 
informacinformacíí (cDNA a genomov(cDNA a genomovéé knihovny)knihovny)

�� produkce proteinprodukce proteinůů pro rpro růůznorodznorodéé vyuvyužžititíí
�� vnvnášášeneníí nových nových čči pozmi pozměěnněěných genných genůů do organismdo organismůů

(GMO, genov(GMO, genováá terapie)terapie)





DDěěkujeme za pozornostkujeme za pozornost


