Klonovani

Klonovani: proces tvorby klont

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

Klonovani DNA: tvorba klont DNA

Klon DNA: soubor identickych molekul, fragmenti
nebo Usekid DNA, pripravenych napf. mnozenim
rekombinantnich molekul DNA v hostitelské bunce
(/n vivo) nebo PCR (in vitro)

Rekombinantni molekula DNA: molekula DNA
vytvorend spojenim cizorodé (klonovane) DNA s
klonovacim vektorem




Klonovani DNA

StéZejni metoda molekuldrni biologie:

umozriuje izolovat z komplexniho genomu jeho dilci tseky (hapr.
geny), ty ve formé rekombinantnich molekul mnohondsobne
zmnozit a zpristupnit je tak dalsimu studiu

Vyuziti klonovani DNA:
- izolace gent
studium regulacnich oblasti, které ridi genovou expresi
fyzikdlni a gene’rickd analyza genomt
exprese cizich gent v nepribuznych hostitelich (heterologni
exprese) za U¢elem pripravy zddanych produkti
zdklad genového inZzenyrstvi (pfiprava transgennich organismi)




Postup klonovani DNA
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Klonovaci vektory - funkce

zajisténi prenosu studované DNA do hostitelské burky
(obvykle bakterie)

zajisténi propagace vlastni struktury vektoru, véetné
klonované sekvence v hostitelské bunice

zajisténi segregace do dcerinnych hostitelskych bunék
mnohondsobnym mnozenim transformované bunky
vznika klon identickych bunék, z nichz kazda obsahuje
jednu nebo vice kopii rekombinantni DNA: neseny gen
je klonovany




Klonovaci vektory-zdkladni struktura

nejCastéji kruznicové molekuly DNA schopné autonomni
replikace

obvykle odvozené z plazmidu nebo vird

havic obsahuji pomocné sekvence rizného plvodu
usnadniujici vloZeni cizorodé DNA, jeji expresi, selekci
transformantu, apod.)

pro vektory je vyhodna mala velikost (do 10 kb) -
ushadnéni purifikace a manipulace




Typy vektort

Plazmidové: pBR322, pUC18, BACs
Fagové: - odvozené od bakteriofdga Lambda
- odvozené od fdaga M13
Kosmidy: hybridy mezi plazmidy a fdgy
Vektory pro eukaryontni burky:
- kvasinkové
- rostlinné
- ZivoCisné




Plazmidové vektory

Vlastnosti:
jednoduchd manipulace
prirozeny vyskyt v mnoha druzich bakterii

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

veétsina odvozena od plazmidu ColE1 bakterie £. coli

Plazmidy

Plazmidy

Bakterialni chromozom




Prirozené plazmidy

Neintegracni plazmidy
+  extrachromozomalni molekuly DNA,

obvykle kruhové, dvouretézcové, tvorici

hadsroubovici
+  obsahuji vlastni polatky replikace
+  replikuji se nezdvisle na chromozomu

*  mensi plazmidy vyuZivaji ke své
replikaci enzymy hostitelské buriky,
vetsi si kéduji vliastni

Integracni plazmidy - epizomy

+ molekuly DNA, které se replikuji jako
souédsti bakteridlniho chromozomu

+ vuréité fazi se vyCleni a existuji jako
samostatné elemnety
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Klasifikace plazmidu

dle znaku kédovanych plazmidovymi geny
1. Fertilitni plazmidy (F plazmidy)

hesou pouze geny fra (Fidici konjugaci) , stimuluji konjugativni prenos
plazmidd (napr. F plazmid E. co//g

2. Rezistenéni plazmidy (R plazmidy)

nesou geny, které hostitellim poskytuji rezistenci k jednomu nebo vice
antibakteridlnim latkdm (napf. RP4 plazmid Pseudomonas)

3. Col plazmidy
koduji koliciny, které zabijeji jiné bakterie (napr. ColEl plazmid E£. coli)
4. Degradativni plazmidy

umoznuji hostiteli metabolizovat neobvyklé molekuly jako napr. toluen
nebo kyselinu salicylovou (TOL plazmid Pseudomonas putida)

5. Virulentni plazmidy

propljéuji hostiteli virulenci (napr, Ti plazmid Agrobacterium
tumefaciens, zpUsobujici tvorbu nddort u dvoudeloznych rostlin)




Prirozené plazmidy

typ bakteridlniho parazita ve formeé DNA: schopnost replikace
uvnitr bakterie, obCasny prechod do jiné buriky

vyhoda poskytovand plazmidem hostitelské burice je zdroven
vyhodou pro plazmid

zodpovidaji za Sifeni genu pro rezistenci k antibiotikim

je zakazano provadet takové experimenty, které by mohly
zplsobit rozsireni hovych genl pro rezistenci k antibiotikum v
patogennich bakteriich
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Charakteristika plazmidovych vektoru

- autonomni replikace v bakterialni bunce
» tvorba vice kopii v bunce

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

pritomnost restrikcnich (klonovacich) mist,
vyuzitelnych pro klonovani

» snadny a U¢inny prenos do hostitelskych bunék

ﬁl‘i‘rqmnos‘r’ jednoho nebo vice markeri pro selekci
ostitelskeé bunky (hapr. rezistence na antibiotikum)

mald velikost (zvyseni d¢innosti transformace,
jednoducha izolace)




Replikace plazmidu

- zdkladni predpoklad pro vyuziti plazmidu jako
klonovacich systému (hamnoZeni fragmentu DNA)

+ hostitelské burika je vybavena veskerym apardtem pro
replikaci DNA

Poddtek replikace (ori)

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

- je tvoren jen nékolika stovkami pérd bazi




Charakteristika plazmidovych vektoru

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

» schopnost stabilniho udrzeni cizorodé DNA pri
replikaci, neprenosnost do dalsich bunék konjugaci
(bezpelnost prdace s novymi konstrukty)

pritomnost restrikénich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

» snadny a U¢inny prenos do hostitelskych bunék

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

mala velikost (zvyseni U¢innosti transformace)




Tvorba vice kopii plazmidu v bunce

derivaty ColEl jsou .multi-copy” plazmidy

ColE1 divokého typu - cca 15 kopii v 1 burice

umele vylepsené derivaty - nékolik set kopii

faktory Fidici poéet kopii plazmidl v bufice nejsou jasné

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

Nevyhody:
- pomalejsi rust hostitelské buriky
- nadmérnd exprese klonovaného genu mize byt pro buriku zatéz




Charakteristika plazmidovych vektoru

» autonomni replikace v bakteridlni bunce

» tvorba vice kopii v burice

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

+ pritomnost restrikénich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

» snadny a G¢inny prenos do hostitelskych bunék

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

mala velikost (zvyseni G4cinnosti transformace)




Plazmidy a rozmezi hostitel

neéktere plazmidy se replikuji v rozmanitych
bakteridlnich druzich (Siroké rozmezi hostitelu): RP4,
RSF1010, pC194

+ vétsina vektord uZivanych pro klonovani se replikuje jen
v Uzkém rozmezi hostitell

Vyhoda:
- shizeni rizika rozsireni pozménéné genetické informace

Nevyhoda:

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




Pendlujici (bifunkéni, ,shuttle™) vektory

pJK3-1, pKT240, P6C3311

* mozny prenos mezi dvéma bakteridlnimi druhy
+ 2 mista or/ v jednom plazmidu




Charakteristika plazmidovych vektoru

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

» schopnost stabilniho udrzeni cizorodé DNA pri
replikaci, neprenosnost do dalsich bunék konjugaci
(bezpeclnost prdce s novymi konstrukty)

+ pritomnost restrikénich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

» snadny a U¢inny prenos do hostitelskych bunék

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

mala velikost (zvyseni Ucinnosti transformace)




Klonovaci misto

unikdtni restrikéni misto (lzas’rpupené
Eouzg Jednou v molekule plazmidu), do
terého se zacleruje cizoroda DNA

vétsi pocet riznych restrikénich mist
se obvykle seskupuje do kratkého
iseku DNA (mnohocetné klonovaci
misto, polylinker)

poloha klonovaciho mista nesmi narusit
funkci oblasti or/nebo jiné dulezité
funkce plazmidu

zaclenéni fragmentu DNA do urcitého
klonovaciho mista vede k vzniku
rekombinantniho plazmidu se dvéma
cilovymi misty téhoz restrikcniho
enzymu - mozno vyuzit pro identifikaci
rekombinantniho plazmidu

Hindill
Sphi
Pstl
Sall
Xbal
BamHI
Smal
Kpnl
Ssil
EcoRl

Multiple
cloning

bla = beta-lactamase (ampicillin resistance); selective marker
ori = origin of replication

lac<' = beta-galactosidase (partial gene)

lacl = repressor of /ac promoter
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Charakteristika plazmidovych vektoru

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

» schopnost stabilniho udrzeni cizorodé DNA pri
replikaci, neprenosnost do dalsich bunék konjugaci
(bezpeclnost prdace s novymi konstrukty)

pritomnost restrikénich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

* snadny a ucinny prenos do hostitelskych bunék

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

mala velikost (zvyseni Ucinnosti transformace)




Prenos plazmidovych vektoru do
hostitelskych bunék

podminka klonovani

je nepravdépodobné, Ze by jedna burka

prijala vice nez 1 molekulu DNA

z kazdé burky vyroste jedna kolonie

kaZda kolonie je klonem identickych
bunék nesoucich stejnou molekulu DNA

(a) Produkty ligace
Fragmenty Molekul
y
K‘Ge“qova € DNA O samoligaéniho
l%/ ‘K Gen Vektoru

Molekuly nellgovaneho roztoku Pozadovana
molekula
rekombinantni

.Spatné” molekuly
rekombinantni DNA

(b) Vechny kruZnicové molekuly budou klonovany
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&
1 d & o

Burika . d O'b-

obsahuijici
samaligacni vektor Burika obsahujici

»Spatnou” molekulu
rekombinantni DNA

Burika obsahujici
pozadovanou molekulu
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Klony ,$patné” molekuly

Klon samoligaéniho vektoru
Pozadovany klon




Prenos plazmidovych vektoru do
hostitelskych bunék

Jednotliva burika obsahuijici
mnohocetné kopie molekuly
rekombinantni DNA

Rust kolonie Poskytuje nékolik ug
/ rekombinantni DNA

umozriuje propagaci klonované DNA PN

Inokulovat do 500 ml tekuté
suspenze, inkubovat 18 hodin

4

43
7]

Poskytuje nékolik mg

E / rekombinantni DNA




Transformace: prenos molekuly DNA do
bakteridini bunky

bakterie se lisi v mire schopnosti prijimat cizorodou DNA

vétsina prijima jen omezené mnozstvi DNA (vyjimka bakterie
rodu Bacillus a Streptococcus)

ostatni musi byt chemicky nebo fyzikdlné osetreny, aby se
dc¢innost transformace zvysila: privedeni do stavu kompetence




Priprava kompetentnich bunék E£.coli

70. léta 20. stoleti: suspendovani bunék
E. coliv ledovém solném roztoku vede k L
navozeni stavu kompetence kp°vr°\““ Bl

tradi¢né se pouzivda 50 mM roztok CaCl,
mechanismus nejasny

stl usnadriuje prichyceni DNA na vnéjsi
bunéény povrch sténé (nikoliv prinik Plazmid.

v Kompetentni bunka transp?rtovany
ST@NOU) T do buiiky
po dobu

pohyb DNA dovnitt buriky je nastdva po 2 it
kratkém zvyseni teploty na 42°C
(.teplotni Sok")

i Normalni bakterie
OSetfeni

CaCl,

e

Transformovana bunka




Transformace bakterialnich bunek

po transformaci se bakteridlni buriky krdtce inkubuji v ristovém
médiu (zotaveni bakterii, exprese selekéniho markeru)

vysev na agarové plotny
selekce transformant

vytézek cca 1000 - 10.000 transformovanych bunék na 1 ng
plazmidu




Transformace bakterii elektroporaci

+ promyti bunék vodou (odmyti elektrolytl z
rustového média)

+ kratky elektricky puls o vysokém napéti
» docasné otvory v bunécném obalu

» vstup DNA do buriky




Vyhody elektroporace

* vyssi d¢innost prenosu
+ funguje u riznych bakterii

Nevyhody elektroporace

+ nutno optimalizovat Fadu parametri (rustové
podminky, teplota, délka pulzu, napéti)

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

* neni zajistén smér prenosu




Vyhodné vlastnosti plazmidovych vektort

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

* schopnost stabilniho udrzeni cizorodé DNA pri
replikaci, neprenosnost do dalsich bunék konjugaci
(bezpeclnost prdce s novymi konstrukty)

pritomnost restrikénich mist, vyuzitelnych pro
klonovani

» snadny a G¢inny prenos do hostitelskych bunék

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

mala velikost (zvyseni Ucinnosti transformace)




Selekéni markery

* nezbytné pro funkci vektoru

- grocesy ligace i transformace jsou mdlo d¢inné: max.
7 bakteridlnich bunék (. co/% DNA prijme, v praxi
obvykle méene

*nutno rozlisit transformované buriky (mensinu) od
vétsiny netransformovanych bunék (tj. zabranit v
rustu netransformovanym bunkam)

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




Princip identifikace transformantu

* bakterie £. coli jsou citlivé na
ampicilin a tetracyklin

* pokud nesou plazmid pBR322
ziskdvaji rezistenci na Tet a Amp

- Amp rezistenci zajist'uje gen b/a

-dalsi 2 geny kéduji enzymy, které
detoxifikuji Tet

-,

Normalni bunka E. coli

(bez plazmidd)

Nepreziva

o

OOO Burika
50 ° E. coli
o obsahujici
plazmidy
pBR322

Pieziva a produkuje kolonie

— = — =

N

Agar obsahujici 40 ug/ml ampicilinu,
15 ug tetracyklinu, nebo kombinaci obou




Gen bla

+ kdduje enzym (-laktamdzu

* B-laktamdza hydrolyzuje 3-laktamova antibiotika
(pribuzna penicilinu), napr. ampicilin

* meéni tato antibiotika na formu, ktera neni pro
bakterii toxicka




Ne pritomnost plazmidu, ale exprese
nesenych genu rozhoduje o rezistenci

neni Y,hogné Tf‘CmeOPmC(nTy Protein rezistence
okamzité vysévat na Cantioiotks  plazmig
selekéni medium

X /O Okamzité ‘
o feplotnim Soku je treba g S
unky krdtce kultivovat v
médiu bez antibiotik \
¢as je nutny pro expresi
gegu, ktery hostitelske § & _O .
urice zajisti preziti v S5a7 00 ) irmeraarec
selekénich podminkach 55




Identifikace bakterialnich kolonii
obsahujicich rekombinantni plazmidy

- selekce transformantt neresi problém varianty
neseneho plazmidu

* rezistenci zajisti ..prdazdny" i rekombinanti vektor

Problém resi:

+ restrikéni analyza plazmidové DNA
» inzercni inaktivace

» alfa-komplementace




Restrikéni analyza

zaclenéni klonované DNA zméni restrikcni vzorec (pritomnost
novych restrikénich mist)

je_treba izolovat plazmidy z jednotlivych klond transformantd,
stépit je vhodnou restrikcni endonukledzou a provést gelovou
elektroforézu

vhodny zplsob zjisténi orientace klonovaného fragmentu




Inzeréni inaktivace

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

- primd identifikace kolonii nesoucich
rekombinantni plazmid




Inzeréni inaktivace

+ klonovaci misto je ve vektoru (napf. pPBR322)
umisténo v genu zodpovédném za rezistenci
hostitelske bunky k antibiotiku

inzerce klonované DNA zplsobi ztradtu funkce
tohoto genu

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




Stépeni Pstl

—_— 5 Stépeny
plazmid

+

pfidani fragmentl cizorodé DNA -
pfipravenych $tépenim Pstl _
1

spojeni DNA-ligazou

cizoroda DNA

rekombinantni
plazmid

\/

pfenos do bunék E. coli

S

vysev na plotnu s tetracyklinem

nerekombinantni
plazmid

Y

Vyrostou kolonie
z bunék, do nichz

prerazitkovani U .
byl prenesen plazmid.

na plotny
s ampicilinem

Prenesené burky obsahujici
rekombinantni plazmid
nerostou a nevytvori kolonie.

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




(a) Kolonie na médiu obsahujicim ampicilin

(b) ,,Replica plating“

Drevény . )
blok Bunky prichycené
k bloku
Dot SOV WAOOUNANY
se povrchu Dotknout
se povrchu
2'5?:?11 [ e |Inkubovat
Kolonie na médiu Médium obsahuijici
obsahujicim ampicilin tetracyklin Kolonie tet?

(c) Kolonie amp*tet® rostou na médiu obsahujicim tetracyklin

Poloha rekombinantu ampftet?

Nerekombinantni amp®tet?




Alfa-komplementace

klonovaci misto (napr. plazmidu pUC18) je umisténo v blizkosti 5" konce
genu /acZ kodujiciho B-galaktozidazu

buriky obsahujici plazmid pUC8 jsou amp™ a mohou tvorit B-galaktozidazu

pritomnost klonovaciho mista nenarusuje ¢teci rdmec /acZ, pouze k
Tomuto genu pridava nékolik kodonu, funkce ﬁr'oduk’ru (hydrolyza laktézy)
tim neni harusena (modré kolonie na plotnach s chromogennim
substratem)

v€lenénim klonovaného fragmentu DNA do klonovaciho mista vektoru se
prerusi sekvence /acZ , kolonie jsou amE"‘, ale B-galaktozidazu tvorit
hedokdzou (bilé kolonie na plothach s chromogennim substratem)

BUC18 nese jen ¢d4st genu /facZ, zbytek genu poskytuje hostitelska
akterie (princip komplementace)




Kultivaéni podminky pro detekci
aktivity 3-galaktozidazy v bakteriich

misto Stépeni laktézy na 1cgalak’rézu testujeme odlisnou
reakci katalyzovanou timfo enzymem:

substrdtem je ldtka analogicka laktéze X-gal
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galaktozid), kterad se
B-galaktoziddzou stépi na zabarveny produkt

induktorem enzymu je IPTG (izopropyltiogalaktozid)

X;gql a IPTG se pridavaji spolu s Amp do agarového
média




Princip reakce:

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

Modra kolonie: bufiky produkuji B-galaktoziddzu plazmid
je intaktni, zadny klonovany fragment

Bild kolonie: buriky netvori 3-galaktoziddzu, plazmid mad
prerusen gen /acZ, klonovani bylo (patrné) dspésné
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Recombinant
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Gen lacZ byl prerusen zaclenénim klonovaného
fragmentu DNA: na X-gal plotnach vzniknou bil

kolonie

~

Hindill
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(a) Uloha genu laZ'

E. coli lacZ"=

MNeuplne
molekuly
enzymu

puUCs8

Upliné molekuly
= Fragment B-galaktosidazy kédované bakteridinim genem P-galaklosidazy

< Fragment p-galaktosidazy kédované plazmidovym genem
© Uplna molekula B-galaktosidazy

(b) Screening rekombinanti pUC8

Agar + X-gal + IPTG
— Modra kolonie = nerekombinantni

Bila kolonie = rekombinantni

Modré kolonie = syntéza B-galaktosidazy
Xegal - modry produkt

Bilé kolonie = bez syntézy B-galaktosidazy
X-gal - bez modreho produktu




Vyhody alfa-komplementace

Jednoduse poskytuje informace o Uspésnosti
ligace:

+ bakterie prijala plazmid (je AmpR)

» bila barva kolonie signalizuje, ze prlJa’ry
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 disledek
Uspésného klonovani (delece v MCS, vélenéni
nezddouciho Useku DNA, ktery porusi ¢teci ramec)




Vektory pro specialni ucely

» expresni vektory: obsahuji promotor,
kterym lze zajistit produkci ciziho proteinu
v hostitelskych bufikach (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 lze sbalit do kapsidu a prenést do
hostitelskych bunék infekci (o nékolik radu vyssi d¢innost
prenosu nez pri transformaci plazmidovou DNA)

v jedné zkumavce lze uchovdvat ve formé fdgovych viriont celou
genovou knihovnu (napr. nékolik miliént rekombinantnich klont)
vhodné pro klonovani vétsich fragmentd DNA (vyhodné pro
tvorbu genovych knihoven)

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




Lysogenni a lyticky cyklus

* Lambda je TemJ:er‘ovan? bakferiofé? (po infekci
E.ck?//r)nuie 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 (]Enfi’romnos’r
lysogenu rezistentnich k dalsi infekci tdga:
.superinfection immunity")




Lysogenie

- exprese témér viech fdgovych genu je vypnuta
fdgovym represorem (produkt genu cI)
» spontdnni represe neni absolutni

reparacni mechanismy aktivované poskozenim DNA
(UV zdreni) nici represor CI (prechod na lyticky
cyklus)

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

- genom Lambda muZze byt replikovan i v extra-
chromozomdlnim stavu
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Genom faga Lambda

» dvouretézcova linedrni DNA (48.514 bp)

+ 12 nespdrovanych, ale komplementdarnich bazi na
obou koncich (lepivé konce)

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

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




Lepivé konce DNA faga Lambda

5' |[GGGCGGCGACCT

|

CCCGCCGCTGGA| &'

i

\

N

"-\-\_\_\_\_\__

_—"_F'-‘-FF

e, ——_'___-

Cohesive ends:
annealing produces a
circular structure

}
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Lyticky cyklus

» kruhovd DNA se nejdrive replikuje obdobné

jako plazmidy: vznik dcerinnych kruhovych
molekul

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




Linear DNA, with sticky ends, in phage particle

Injection into

Replikace DNA faga o
Lambda

DNA nicks sealed
in vivo by ligase

N\

Theta replication

et
f___.--"
Ve _\‘
I"' I"l Rolling-circle replication
III lI||
i Multiple-length linear DNA
:/EDS - cos £os

| - B |

Length of DNA packaged




Sestavovani fagovych castic

- exprese fdagovych gen
+ sestaveni prdzdné fdgové hlavy

- sbaleni DNA

* pripojeni bic¢iku




Sbaleni DNA (,DNA packaging™)

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

+ oblast vymezena 2 misty cos je sbalena a
prenesena do fdgové hlavy




Zivotni cyklus faga Lambda

@ Adsorbce

Lyze R
Pripojeni
bigiku

Buné&éna membrana

Kovalentni vazby

Stépeni ‘c'% obnoveny DNA ligazou
—r§ees
Lyzogenie
cos
cos Rephkace

cos
Pocatek R
repllkace DNA

gal X bio

Chromozom E.coli

Integ racel 'Excze

gal N RcosA

1 T

att ' att

Replikace jako sou¢ast chromozomu E.coli

Pozdni replikace
("otacejici se kruh”)

(a) Linearni forma molekuly DNA faga A

Levy kohezni konec Pravy kohezni konec

i CCCGCCGCTGGA
111 1 1 1 I
GGCGGCGACCT
(b) Kruznicova forma molekuly DNA faga A
cos misto
(c) Replikace a sbaleni DNA faga A
Odvinuti
e C?S s OO fetézce
3 T B v 1 v molekl:lly
DNA faga A

Endonukleaza,
‘ ‘ produkt genu

A, Stépi fetézec
v mistech cos

OH,
_ O O
@@ @ Proteinové

komponenty kapsidy
Sestaveni novych

fagovych ¢astic




Lyze bakterialni burky

» zajisténa produktem fdgového genu S

- mutace v genu S zplsobuje odddleni nebo
dplné selhani lyze (vyuzivaji néekteré vektory
pro zvyseni vytézku bakteriofdga v dusledku
vicendsobné replikace)




Vektory faga lambda maji
2 omezeni

molekulu DNA lambda Ize
zvétsit jen asi o 5%, coz
odpovida pridani pouze cca 3
kb nové DNA (vetsi molekul
se nazabali do fdgové hlavy}l

genom lambda He tak velky,
Ze obsahuje cilova mista pro
viechny bezné restriktdzy
(komplikace pro klonovani,
riziko rozpadu vektoru)

(a) Omezeni velikosti

Normalni A genom Mozny rekombinant

49 kb j > 52 kb

L e TERREEE |
l \ Nova DNA > 3 kb
X
? Piilis velky pro zabaleni

Balicky

(b) Vicenasobna restrikéni mista

; 1 2,3,4,5,6 EcoRlI

k{:ﬂﬂl

\y Opétovna
& > ligace Slozita smés
oY 2 molekul
&




Zvyseni klonovaci kapacity vektoru

lambda

odstranéni postradatelnych
gend, které zajist'uji
lysogenni cyklus (integraci
a vystépeni profdga) - cca
15 kb

Zmenseny genom neni
lyzogenni a prochdzi pouze
lytickym cyklem

3
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Odstranéni cilovych mist pro RE

mutageneze /n vitfro

(3tépeni RE, modifikace koncli DNA, zpétnd
ligace)

prirozenad selekce

- hostitelem je napr. kmen £. co/i produkujici
EcoRT

- EcoRI znici vétsinu molekul DNA fdga
lambda, které napadaji buriky

- pokud se objevi plaky - reprezentuji
mutované fagy, v nichz doslo k pozmenéni
cilovych mist pro £coRT

- opakovanymi cyKly infekce |ze ziskat molekuly
lambda, ve kterych budou chybét vsechna
mista EcoRI

5 mist EcoRl

///f\
i\
R e

Normalni DNA A

\

Infikované buriky E. coli
produkuji EcoRI

\

néco
vice plaku

Plak vytvoreny

mutantnim fagem Pouze 3 mista

EcoRl

/

Opakovat infekci

s mutovanym fagem
Zadna mista
EcoRl

gy
Druhy kmen
T mutovaného faga




Sbalovani DNA /n vitro

* prenos fagove DNA do bunék transfekci je méne
dcinny nez infekci (vétsi velikost nez obvyklé plazmidy)

+ fdgovou DNA Ize d¢innéji pfenést do bunék
pr'os’rredmc‘rvum fdgovych Castic, ktere se sestavi
pomoci sbalovacich extraktl, obsahu jicich prekurzory
fagovych hlav a biciku

* rekombinantni linearni molekula DNA zakonéend misty
cos se sbali do fagovych kapsidu

* vytvorenymi viriony se infikuji hostitelske buriky £.coli,
kde se rekombinantni DNA pomnozi




Dva typy vektoru odvozenych od faga
Lambda

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

» Substitucni vektory: cizorodd DNA nahrazuje
stredni Usek genomu fagového vektoru, ktery
je z néj restrikénimi endonukledzami pred
vloZenim cizorodé DNA vystépen. Klonovaci
kapacita se pohybuje dosahuje az 23 kb.




Inzercni vektory (napr. Agt10)

» genetickymi manipulacemi odstranény postradatelné
sekvence genomu fdga Lambda

» obsahuje 1 unikdtni klonovaci misto (£EcoRI) v genu cI
» schopnost tvorby Zivotaschopnych ¢astic je zachovdna

» klonovaci kapacita: 8 kb




Inzercni vektor Agt10

EcoR1

¢

Left arm 32.7 kb B Rightarm 10.6 kb
0 Immunity 43.3 kKb
region

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

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

- $tépeni v mistech cos a vclenéni rekombinantni DNA do fagovych
hlav probiha pri sbalovani ../n vitro": Zivotaschopné fagové cdstice

- infekce bakterii na misce: tvorba plak




vektor
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genomova DNA o I | | I o M

. g Stépeni
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[
stfedni
J | | r fragment

spojeni ligazou

konkatemer

|—>37-52kb < | » 37 - 52 kb <—|
sbalovaci
extrakt

obalovani in vitro

IOIC

infekce bunék E. coli

v

plaky ocbsahujici
fagové viriony
s rekombinantni DNA




Inzercni inaktivace umoznuje odlisit
rekombinantni vektor Agt10 od prdzdného

* misto £EcoRT je umisténo v genu cZ kdédujicim
represor

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

+ parentdlni fag: zakalené plaky




Kmen £.coli Afl usnadnuje identifikaci
rekombinantnich fagu

+ hfl .high frequency of lysogenization®

» parentdlni fdg navozuje lyzogenizaci s vysokou
preferenci: neposkytne Zadné plaky

* rekombinantni fagy s nefunkénim represorem do
lyzogenniho stavu nevstoupi: vzniknou jasné plaky




Substituéni (nahradni) vektory

derivdty fdga Lambda
vyssi klonovaci kapacita (az 23 kb)

vyuzivaji pritomnosti sekvenci, které nejsou nezbytné pro lyticky
cyklus, ale jejich absence by u inzercnich vektoru znemoznila
tvorbu Zivotaschopnych fdgovych castic (fdgovd hlava pozaduje
urcitou minimdlni velikost DNA, ale nezdleZi na nukleotidové
sekvenci)

maji pro restriktazu urcenou ro klonovani 2 rquoznévaci mista,
ktera lemuji .nepotrebnou DNA", tzv. ,stuffer”, vycpavka




Vlastnosti substituéniho vektoru EMBL4

+ 2 klonovaci BamHI mista vymezuji postradatelny fragment ,stuffer”
- Stépenim se uvoliiuje .stuffer"+ pravé a levé rameno
* ramena maji fendenci se spojovat (lepivé konce)

ocos BamH1 BamH1 cos
Left arm 20 kb Stuffer 14 kb | Right arm 9 kb ‘ EMBL4
Cut with
BamH1
BamH1 BamH1
Left arm 20 kb Stuffer 14 kb Right arm 9 kb
||" Y
'.\\ B . .f

e T \ S
= o

BarmH1 BamH1
Recombinant

I




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 fagovda DNA v podobé konkatemeru
je stépena /n vitro pred zaélenénim do fagovych
hlavicek (.DNA packaging")

- infekce ..trdavnikovych" bakterii, tvorba plak




vektor
inzercni substitucni

genomova DNA ] | I o B

ot T p Stépeni
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| J 1 ™  ragment
] —\
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sbalovaci
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obalovani in vitro

IOIC

infekce bunék E. coli

v

plaky obsahujici
fagové viriony
s rekombinantni DNA




Vyhody substitucnich vektoru

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

+ defosforylace inzertu: zamezeni tvorby vétsiho
po¢tu tandemové uspordadanych insertu

- rozlideni rekombinantnich a prazdnych vektorda:
stredni fragment muze kédovat B-galaktozidazu:
plaky ptvodniho (nerekombinovaného) fdga jsou
modré na médiu obsahujicim X-gal




Kosmidy

hybridy mezi fdgovou DNA a
bakteridlnim plasmidem

plazmidy, které obsahuji misto cos

spojeni vyhod plazmidovych vektord

a vektoru odvozenych od fdga
Lambda

vyuZivaji toho, Ze sbalovani probihd
/h vitro nejen s genomy lambda, ale
také s jakoukoliv molekulou DNA

hesoucl mista cos ve vzddlenosti 37-
52 kb




Vyuziti kosmidu pro klonovani

+ Stépeni, ligace inserti a purifikace rekombinantnich
klont se provadi stejné jako pri prdci s plazmidy

» ligaéni podminky se nastavi tak, aby byla podporovana
tvorba konkatemerd

* misto transformace bakterii se ligacni smes podrobi
sbalovani /n vn‘/"o( DNA packaging”)

+ vzniknou fdgové Cdstice, které zajisti pFenos

r'ekombman’rm DNA do bakterii, cde nejsou
zivotaschopné (nedochazi k tvorbd plak, v kosmidu
nejsou pritomny fagové geny)

» kosmid se bude v bakteriich replikovat jako plazmid




» phage DNA concatenate
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Vyhody kosmidu

» klonovaci kapacita 30 - 44 kb

* moznost propagace a purifikace
konvencnimi metodami pro prdci s
plasmidy

* prirozend selekce pro velké inzerty




Bakteriofag M13

vldknity bakteriofdg infikujici £.coli

ﬁFipojuje se na Spicky povrchovych vyriustkd bakterii (pilusy),
tere nesou F-plazmid

neinfikuje bakterie F-
dlouhy vldknity tvar fdgové Cdstice

obsahuje jednoretézcovou kruznicovou molekulu DNA (6,4 kb),
obsahujici sekvence 10 genu

Eouzg jedna mezigenova sekvence o velikosti 507 nukleotid,
am je mozne klonovat




Zivotni cyklus fdga M13

* obsahuje jednoretézcovou DNA

* nekdduje proteiny pro integraci do
genomu hostitele

» injekce DNA vyuziva pilu (pilus), tj.
vyristkl pro konjugaci

+ jednovldknova molekula DNA M13
uvhitr bunky funguje jako templat pro
syntézu komplementdrniho vidkna a
replikuje se

- DNA M13 se nevcleriuje do genomu
hostitele, ale prechazi do obou
dcerinnych bunék pri déleni

- hové fdgové Cdstice se tvori prabézné,
hostitelské bakterie pokraduji v rastu

DNA M13

Fag M13 se pfipojuje
k pilu bunky E. coli
a injektuje svoji DNA

Nové ¢astice

faga M13 jsou ©o @)

neustale vyluovany O o Fagy

z infikované buriky O Q M13
€} G

Moleku]y DNA faga M13

lnflkovane bunky pokracuji
v ristu a déli se

e T s
T oo O o g 5
O O
Yo 0,0/
&
Dcefiné bunky pokracuji
v uvolfiovani castic faga M13




Replikace DNA faga M13

jednoretézcova DNA se uvnitr
bufiky méni na dvouretézcovou

DNA (replikacni forma - RF)

RF se replikuje mechanismem
.valivého kruhu®, jehoZ
produktem je linedrnt
jednoretézcovd DNA

vzniklé vldkno se opét meni na
RF nebo se zacleriuje do
dcerinnych fagovych viriont

(a) Injekce jednoviaknové
DNA do hostitelské
buriky

(b) Replikace RF k produkci
novych dvouvidknovych
molekul

0.
©©

RF s

(c) Nepfietrzita pro
zralych fagd M

Cashce M13

Dvouvlaknova
DNA - replikaéni forma (RF)

replikuje

<O

hanizmem zvanym
Jvali w kruh" za LLL1L—‘ m produkce
linearni jednoviaknové DNA

#
/

_ Stocena DNA

5

Zralé fagové dastice




Tvorba castic faga M13

» pri replikaci fagové DNA se v burice hromadi
mnoho kopii molekul podobnych plazmidim

- zdrovenh se exprimuji fagové geny

» fagovy protein 5 se vaze k ssDNA a
zahajuje jeji presun k membrané, kde dojde
k sestaveni dcerinnych fagovych castic

+ viriony nezpusobuji lyzi buriky (matné plaky)




Vyhody vektorld odvozenych od M13

replikace zahrnuje tvorbu ds DNA, kterou |ze z bunék izolovat
jako plazmidovou DNA a ddle s ni jako s plazmidem manipulovat
ipouzl’r ke klonovanti)

alovany 1ednoF'e‘rézcové kruznicové molekuly DNA, které |ze
snadno izolovat

vgznamné usnadnéno ziskdni ssDNA: do fdgovych virionl jsou
s

velikost virionu vlidknitého fdga je uréena délkou molekuly DNA:
délka klonované DNA neni omezena (lze klonovat fragmenty DNA,
jejichz velikost dosahuje nékolikandsobku délky fagového genomu)

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




Klonovani ve vektorech M13

cizoroda DNA

rekombinantni M13 vektor
(dvouretézcova DNA)

proteinovy@ /
Bssssies, o
A/rekombinantni fag M13
jednoretézcova O

transfekce E. coli

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 transilacnich fuznich vektord

+ cizorodd DNA muze byt prepisovana /n vitro




na opacnych koncich klonovaciho mista mohou byt umistény
odlisné promotory: umoznéni prepisu obou rFetézcl inzertu

Vyuziti: hybridizac¢ni sondy, translace /n vitro

normailni kéduijici
fetézec RNA

; : T7 RNA — polymeraza
- B W E

. "
I! \
: plazmid ‘,
. /
N /

S ’

~ ul g
—————————————— SP6 RNA — polymeraza

"protismysiny" nekddujici
retézec RNA




2 typy expresnich vektoru

1. Transkripéni fdzni vektor
» obsahuje promotor

* translacni signdly poskytuje klonovana DNA

2. Translaéni fuzni vektor

» obsahuje signdly pro iniciaci transkripce i
translace

» klonovany fragment se zaclefiuje do kadujici
oblasti genu ve vektoru

» inzert musi respektovat ¢teci rdmec




Transkripéni fazni vektor

Cloning
site

Promoter l

Insert with translational signals

Ribosome binding
site and start codon

> l P MRNA

Protein product




Translaéni fuzni vektor

Cloning
Promoter and sl
translational signals i

e
Sl

Insert without translational signals

Start
codon

v

P mMRNA




Expresni vektor Agtl1

* inzeréni vektor

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

» pokud je inzert ve sprdavném ¢tecim rdmci,
vznikne proteinova chiméra - produkt fldze
klonovaného genu a B-ga/

» protein je mozno detekovat protildatkou




Proteinova chiméra tvorena z vektoru Agt11

/L
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4

Beta galactosndase

//

Fusion protein

Insert

4 4

gt11

//

Recombinant




Inducibilita exprese

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

* vyhodny je promotor faga T7: neni
rozeznan RNA polymerazou £&. coli




VyuzZiti expresnich vektoru

Postup:

» klonovani 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,
¢dstecnad ..netésnost" neindukovaného promotoru /ac
se redi pridanim inhibitort

* T7 RNA polymeraza 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 genu
v eukaryotickych bunkach

primdrni klonovdni se provadi v bakteriich £. co/i, ndsleduje prenos
do eukaryotickych bunek

v eukaryotickych burikdch se Casto sleduje funkce genu, interakce
jeho produktu s jinymi proteiny, atd.

studium moznosti requlace a zdokonaleni syntézy dileZitych
metabolickych produktu (nhapr. hormont - inzulin

zmeény vlastnosti grganizmu (napr. zvyseni odolnosti uzitkovych
rostlin k herbicidum

vétsi diiraz na expresi daného 8enu neZ na tvorbu genovych
knihoven (vyjimka: vektory YAC)




Kvasinkové epizomalni vektory

vyuziti: napr. pFi vyrobé lé€iv z klonovanych gend
zaloZené na prirozenych kvasinkovych plazmidech 2 pm, které se
vyskytuji u vétsiny kmenl S. cerevisiae

70-200 kopii ha burku

FLP

REP - zapojeny do replikace plazmidu

REP1
REP2 6 kb

FLP - zapojen do intramolekuldrni
rekombinace

ori




Kvasinkové epizomadlni vektory (YEps)

- samostatna replikace v kvasinkach

- obsahuji misto or/pro replikaci v £. coli
(kyvadlové vektory)

- selekce zaloZena na komplementaci
auxotrofnich mutaci hostitelského
kmene napr. v genech 7rpl, ura3, leuZ,
his3 (podil na biosyntéze aminokyselin)

- hostitelsky kmen musi nést prislusnou
mutaci (kvasinka neporoste v médiu
postrddajicim prislusnou aminokyselinu)

- nedostatek antibiotik, ke kterym jsou
kvasinky citlivé

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

(a) Kvasinka leu2-

Kolonie leu2-

N

£, ]

Médium musi
Chromozomy — obsahovat leucin
bez genu LEU2

(b) Pouziti LEU2 jako selektivniho markeru

LEUZ2

Transformovat kvasinky
Prezivaji pouze

transformavané buriky

Vektor — nese l

spravny gen LEU2 _ &, P9

Minimalni médium - bez leucinu




Kvasinkovy epizomalni vektor




Kvasinkové epizomalni vektory

» nizka stabilita v kvasinkovych bunkach plynouci z
obCasné chybné segregace pri mitdze

» obcasnd integrace do kvasinkového chromozomu
homologni rekombinaci (gen fungujici jako selekéni
marker je velmi podobny mutované forme genu,
ktera se nachazi chromozomalni DNA)




Klonovani v kvasinkovych epizomalnich
vektorech

Rekombinantni molekuly YEp13
Pozadovany
rekombmant O
O Transformovat
E. coli
KIonyE coli

Médium obsahujici
ampicilin

Purifikovat DNA nékolika klond,
identifikovat spravnou molekulu

Transformovat kvasinky

Rekombinantni kvasinky Minimalni médium —

SC—




Kvasinkové centromerové vektory

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

obsahuji centromeru
nizky pocet kopii v burice (1-2)

cen/ars




Expresni kvasinkové vektory

- vétsina kvasinkovych vektorld ma zajist'ovat expresi
klonované sekvence

- obdoba bakteridlnich vektord, signdly pro expresi musi
respektovat kvasinku jako hostitelsky organismus

- promotory srozumitelné kvasinkam
- signdly pro sekreci
- signdly pro transport do bunéénych kompartmentt




Kvasinkovy integracni plazmid (Yip)

bakterialni plazmid nesouci kvasinkové geny

neschopen samostatné replikace v kvasinkach

integruje se do chromozomu homologni rekombinaci
nizkd ucinnost 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 v Recombination
ura3

Yeast

chromosomal AR N

DNA 1

Plasmid DNA inserted into chomosome

NN 8§ W DN
Non-functional insert Functional ura3
ura3




Umély kvasinkovy chromozom (YAC)

Obsahuje:
- dvé kvasinkové telomery (sprdvna replikace konci, ochrana pred
exonukledzami, udrzovani linedrni podoby chromozomu)

centromeru (rozdéleni do sesterskych bunék)

sekvence pro autonomni replikaci (pocatky replikace po celé délce
chromozomu)

selektovatelné signdlni markery
replikuje se v buikdach E.coli'i kvasinkdch (kyvadlovy vektor)
vhodny pro klonovdni velkych fragmentt DNA (0,2 - 2 Mb)

/LTeIomera

Centromera

Nﬁﬁista pocatkl

0\ replikace
Telomera




Klonovani v YAC

propagace v £. coliv kruhové plazmidové forme

odstranéni vxplﬁovaciho fragmentu mezi telomerami (.stuffer")
restrikénim stépenim

vznikaji dvé linedrni ramena nesouci selekéni markery
ligace insertu mezi ramena (podobné jako u fdga Lambda)

transformace kvasinkovych bunék s ¢dsteéné narusenou bunécnou
sténou (sféroplastu)

selekce zaloZend na komplementaci auxotrofnich markert
(rekombinanti obsahuji obé ramena)




Klonovani v
YAC

genomova DNA [Prisiec:

ARS1 C|IEN4

EcoRl
TRP1 ’
~
AmpR
oni —
= URA3
casteéné Stépeni EcoRl
TEL

= BamHI

a Oa
— | 500 kbp BamHI
PFGE = | 400
— | 300 .
stépeni EcoRl

BamH|  BamHI
= | 200 a BamHl \
= | 100

= 50 '

EcoRl EcoRI

€1 @ _——

izolace fragmenti DNA
~ 400-500 kbp spojeni DNA-ligazou

pienos do kvasinkovych protoplastu




YAC

Vyhody:
» vysokad klonovaci kapacita

- Ize klonovat celé eukaryotické geny, véetné
regulacnich sekvenci

Nevyhody:
nizst stabilita inzertu (moznost vnitrni rekombinace)
* obtiznad purifikace




PAC a BAC

» bakteridlni vektory

* PAC = umély chromozom odvozeny od

bakteriofdga P1, ktery pojme inserty o velikosti
kolem 150 kb

+ BAC = vektor zaloZeny na F plazmidu, ktery
pojme inserty az do velikosti 300 kb

* vyrazne vyssi stabilita nez YAC
- hojné pouzivané u sekvenacnich projektt




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 0.2-2.0Mb




Klonovani ve vyssich rostlinach

+ vektory zaloZené na prirozené se
vyskytujicich plazmidech bakterie
Agrobacterium

+ vektory zaloZzené na rostlinnych virech

- moznost primého prenosu gen




Vektory odvozené od plazmidu Ti
Agrobacterium tumefaciens

heni zndmy zadny plazmid

specificky pro rostliny

bakteridlni plazmid Ti ma pro
rostliny velky vyznam

Bakter apad aji Agrobakterie
porané

bakterie A. tfumefaciens pronikaji
do dvoudélozné rostliny v miste WJ bﬁ
poranéni a vyvola ji zde onemocnéni

.crown gall* - zaval plynouci z
nadmérné proliferace bunék

pric¢inou je Ti (,fumor-inducing”)
plazmid




Ti plazmidyAgrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens. @ Plazmia T

- bakterie, ktera vyvolava FoRReniggRg)
tvorbu nddord na télech rostlin

- prendsi Ti (,,fumor-inducing™)

plazmid do rostlinnych bunék Oblast viulence

- Ti plazmid se zaclenuje do

chromozomalni DNA

Oblast specificity hostitele

Funkéni elementy Ti plazmidu:

- oblast T, ktera se integruje do chromozomu rostlinné buriky

- oblast vir, kterd nese geny, jejichz produkty napomdhaji prenosu
T oblasti

-znacna velikost plazmidu (cca 200 kb)

Pokud se do T-DNA zacleni zddana nukleotidova sekvence, dojde
k jejimu prenosu do rostlinnych bunék




Ti plazmid Agrobacterium tumefaciens

(b) Integrace T-DNA do rostlinného genomu

Chromozomalni

Rekombinace DNA rostliny

T-DNA obsahuje cca 8 gend, e
které se v hostitelské burice
exprimuji a jsou zodpovédné za:

Integrovana T-DNA

jeji nadmérnou proliferaci J

syntézu opinl, které bakterie

potfebuji pro svou vyzivu £9). Expirowe FONA. oum

T-DNA

,_.-— ———__ PRostlinna DNA
- = ““"
-/ \

Rychle Syntéza opinti
bunééné
déleni




Vyuziti Ti plazmidu k prenosu genu do rostlin

Problém:

Ti plazmid o velikosti 200 kb nema vhodnd unikdtni
restrikéni mista

Re3eni:
1. strategie bindrniho vektoru
2. strategie kointegrace




Vyuziti Ti plazmidu k prenosu genu do rostlin

1. strategie binarniho vektoru

- T-DNA nemusi byt fyzicky spojena se zbytkem plazmidu
- bufiky transformovat dvéma plazmidy:
+ .malym” plazmidem nesoucim T-DNA (obsahuje unikatni klonovaci misto)

+ velkym" plazmidem obsahujicim bézné sekvence Ti plazmidu s vyjimkou T-DNA

Pokud jsou oba plazmidy v jedné
bunice A. tumefaciens, tak se
dOPlﬁUJf Oblast

virulence

Unikatni restrikéni

misto
/

Oblast
specificity
hostitele

- T-DNA nesend malym plazmidem
se prenese do rostlinné
chromozomadlni DNA pomoci
proteind, které kéduje velky E— Planri B —
plazmid ~ 170 kb 20 kb




Vyuziti Ti plazmidu k prenosu genu do rostlin

2. strategie kointegrace

- klonovany gen se vlozi do bézného
plazmidu s klonovanou krdatkou
sekvenci T-DNA

- tento plazmid se prenese do
A.tumefaciens nesouci Ti plazmid

- klonovany gen se do Ti plazmidu
prenese homologni rekombinaci

- pri infekci se prirozené integruje do
rostlinného chromozomu

Maly plazmid typu pBR Specificita
Fragmient hostitele
T-DNA
ng, jenz mé Rekombinace Normalni
byt klonovan plazmid Ti

/ Virulence

Specificita hostitele

/T—DNA
Novy gen —= g
‘T—DNA

Virulence

Rekombinantni plazmid Ti




Ne vSechny rostlinné bunky prijmou exogen

prirozenym prinikem A. tumefaciens s Ti plazmidem do rostliny
(napr. infekce poranéného stonku) se klonovany gen objevi pouze v
burikdch ..zévalu®

(a) Infekce poranéného mista rekombinantni A. tumefaciens

-
777 q?w A
Aplikace rekombinantni V ,crown gall®
bakterie je pfitomen pouze

klonovany gen

* maly prakticky vyznam z hlediska biotechnologii

* jsou potreba metody, kterymi se gen dostane do vsech bunék
organismu




Regenerace rostlin z transformovanych bunék

+ infekce rostlinnych
bunék v kulture

- selekce transformantu

*  regenerace rostliny z
transformovanych bunék

*  vSechny buriky rostliny
ponesou klonovany gen

(b) Transformace kultivovanych bunék

Inokulovat
rekombinantni
A. tumefaciens O Bakterie

~ @

Rostlinna
bunka O&Kovani
na pevne
Suspenze meédium
rostlinnych
bunék Transformovan@:alus
[ __77h N
Tvorba vyhonii Pfenos na médium

s riznou hladinou
\ rastovych hormonu

Rostlina do pldy

Transformovana
rostlina




Podminka regenerace: Uprava Ti plazmidu

musi ztratit svlj .hddorotvorny" potencidl
odstranénim nadorovych gent z T-DNA se nenarusi infek¢nost

infekénost requluje virulentni oblast Ti plazmidu (mimo T-DNA) a 2
opakujici se sekvence (25 bp) vymezujici T-DNA

oblast mezi opakujicimi se sekvencemi mize byt zménéna, aniz by doslo
k ohroZeni jejiho prenosu do rostliny

Plazmid pBIN19 mezi repeticemi

Obsahuje: Restrikéni mista

Leva repetice
» klonovaci mista v genu lacZ

* gen pro rezistenci ke kanamycinu

Je to bindrni vektor: pocateéni
manipulace v £.coli, ndsleduje prenos do
A. tumefaciens a pak do rostliny

Prava

selekce transformovanych rostlinnych repetice

bunék na médiu s kanamycinem




Prenos genu do rostlin

I region Claning site
o '

o et
T L]

Ti plasmid

l Infect plant cells

i
@™ r\/ T DNA

. ¥ integrates

Insert DNA into T region .
into

chromosomal

4 1:.*:_ L
DNA insert \ — DNA
3 7 <

J Regeneration of a

transgenic plant

i

oy Recombinant
vir {1 plasmid

Introduce into
Agrobacterium




Primy prenos genu do rostlin (biolistika)

bunky rostlinného embrya jsou bombardovany vysokorychlostnimi
mikroprojektily ze zlata nebo wolframu, které jsou pokryté DNA

Mikroprojektily

Zéapalnik

Cilové bunky

B

N&boj

Cilové bunky
bombardované
mikroprojektily

S

.
. vt e v
. .
. . . .
—— aen N aas .




Vektory pro zivocCichy

+ potrebné pro biotechnologie: produkce
zadanych proteint zivocisnymi burikami, pokud
nelze vyuzit bakterii




Vektory pro hmyz

+ vyvoj hmyzich vektort souvisi s atraktivhosti
modelového systému octomilky (Drosophila
melanogaster)

» problém: u drozofily nejsou zndmy zadné plazmidy

+ vektory proto zalozeny na transpozonu
(P element)




Transpozony

» kratké Gseky DNA (obvykle kratsi nez 10 kb), které
se v buné¢nych chromozomech premist’uji z jednoho
mista na druhé

* P elementy jsou transpozony octomilky (2,9 kb):
tvoreny 3 geny a krajnimi invertovanymi repeticemi

Struktura P elementu

e Koncova prevracena repetice




P elementy

» 1 gen kéduje transpondzu

» invertované repetice predstavuji rozpozndvaci
sekvence, které transpondze umoznuji identifikovat
konce transpozonu

* mohou se pohybovat i mezi chromozomy a plazmidem

Transpozice P elementu

Transpozice

’/\

P element
insertovany do
chromozomu

P element neseny mouchy

plazmidem




Vektory zalozené na P elementech

+  plazmidy nesouci 2 modifikované P elementy, z nichZ jeden
obsahuje inzeréni misto pro klonovanou DNA v genu kddujicim
transpondzu a druhy postrddd koncové repetice

* vloZenim klonované DNA se transpondza inaktivuje, takze tento
P element je inaktivni

» druhy P element je rovnéz defektni, protoze jeho konce
nemohou byt transpondzou rozeznany

Struktura klonovaného vektoru zalozeného na P elementu

Element pfistfizenych kfidel

Prevracené repetice

Plazmidova DNA




Klonovani ve vektorech zalozenych na P
elementech

klonovany gen integrujeme do prislusného restrikéniho mista v
jednom z P elementd

mikroinjekce plazmidu do embryi octomilky

transpondza druhého z P element Fidi prenos P elementu s
integrovanym genem do nékterého z chromozomu octomilky

pokud k fomu dojde v jddru zdrodecné linie, vyvine se dospéla
moucha obsahujici klonovany gen ve vsech svych burikach




Vektory zalozené na bakulovirech

- pouzivané k produkci rekombinantnich proteind
+bakuloviry jsou viry, které se bézné vyskytuji u hmyzu

* genom bakuloviru obsahuje gen pro polyhedrin, jehoz
produkt se na konci infekcniho cyklu v hmyzich
buikdch hromadi ve formé jadernych inkluznich ¢astic

» tento gen Ize nahradit genem jinym a dosdhnout tak
jeho vyrazné exprese v hmyzich bunkach




Vektory pro klonovani u savcu

vyuziti pro:
» knokautovani genu (studium jeho funkce)

+ produkci rekombinantnich proteint v kulture savcich
bunék

* genové terapie




Vektory pro savci bunky

- replikace extrachromozomadlnich elementt typu
plazmidu je v sav¢ich burikdch obtizna

- vektory s poCdtkem replikace viru SV40 se replikuji
epizomalné v nékterych savcich bunkach (napr. v
bunikach COS)

» stabilni klony vétsinou vznikaji po zaclenéni DNA do
chromozomu




Vektory pro savci bunky odvozené
z plazmidu

Obsahuji signdly, které sav¢i burika vyzaduje pro zajisténi genové
exprese:
- obvykle virového ptvodu (SV40, CMV)
- promotor (napr. CMV) (vysoka konstitutivni exprese)
- polyadenylaéni signdl (zvyseni stability mRNA)
- pocatek replikace or/ (napr. SV40)
- poCatek replikace E. coli
- bakterialni selekéni marker (b6/a)

- selekéni marker pro savci buriky neo (rezistence na
antibiotikum G418 - geneticin)




Virové vektory

klonované misto

retrovirova sekvence
Amp’

- ZivoCisné buriky péstované v kulture jsou transfekovdny s“i
retrovirovym vektorem obsahujicim Zadanou DNA napfr.
metodou precipitace fosforecnanem vdpenatym

/lnzert DNA

- v burikdch, které DNA prijaly, se tvori rekombinantni
retrovirové ¢astice, které nesou cizorodou DNA a
pucenim buriky opousteéji

pfenos DNA do Zivocisné
buriky transfekei

GO —
Ao
nékteré burky pfijmou DNA
a tvofi rekombinantni virové &astice

- v infikovanych burikdch retroviry zajisti stabilni %@3 {é} %@3

rekombinantni retrovirové castice

integraci dané DNA do chromozomu tvorbou provird

PR

- tyto rekombinantni virové ¢dstice se pouziji pro infekci
zadanych bunék

infekce a exprese genu
v dalSich burikach

rekombinantni provirus l




Klonovaci vektory pro savci bunky
odvozené z vird

» prvni klonovani savct provedeno s vektorem
odvozenym z opiciho viru SV40 (1979)

- SV40 infikuje nékolik savéich druht

- u nékterych hostitell probihd lyticky cyklus, u jinych
lyzogenni

» genom (5.2 kb) obsahuje rané a pozdni geny




Vektory odvozené od viru SV40

rané geny:

+ exprimuji se drive nez (@) Genom SV40
pozdnf Hindll
kéduji proteiny Géastnici se  fosoe protiny
replikace virové DNA

pozdni geny: Y
koduji proteiny virové
kapsidy

Rané geny
(replikace viru)




Klonovani zalozené na vektorech SV40

stejny problém jako u fdga lambda:

+ systém sbalovdni do kapsidy omezuje velikost
klonované DNA

» cizi DNA musi nahradit jeden nebo vice virovych
gend




Klonovani zalozené na jinych virovych
vektorech

Vektory odvozené od adenovirovu a papilomavird
» klonovani DNA az do velikosti 8 kb

Vektory odvozené od adeno-asociovaného viru (AAV)

* AAV neni pribuzny adenoviru, ale vyuzivd nékteré z
proteinl syntetizovanych adenovirem, aby mohl
dokoncit svij replikacni cyklus

+ objevuje se ve stejnych infikovanych burikach

* neobvykld vlastnost: integruje se do stejného mista

v 19. chromozomu ¢lovéka (velmi perspektivni pro
genové terapie)




Retrovirové vektory

velmi ucinné, protoze zivotni cyklus retrovirt zahrnuje
zpétnou transkripci a integraci virové DNA do genomu infikované
bunky

maji charakter plazmidd, do kterych byly klonovany urcité
retrovirové sekvence

- studovanda DNA se zaéleni do virové sekvence daného

plazmidu a rekombinantni plazmidova DNA se izoluje
z bakterii

integrace neni mistné-specifickd, ale velmi stabilni

vyuziti moznosti ,trans" komplementace retrovirovych funkci
defektnim pomocnym (.helper") virem nebo hostitelem

+  funkce, které nelze .trans" komplementovat, musi kodovat



Retroviry

RNA genom

v infikované bunce se RNA kopiruje do dvouretézcové DNA
zpétnou transkriptdzou

zpétnad transkriptdza je obsazena ve virionu a vstupuje do
buriky zdroven s RNA

DNA se cirkularizuje a integruje do DNA hostitelské burky
plUsobenim integrazy

integrovana DNA je ohrani¢ena sekvencemi LTR

LTR obsahuje promotor pro transkripci gent gag, pol, env
transkripty se sbaluji do virovych ¢dstic pomoci domény ps/
sestavené Castice puli ven z bunky, aniz ji lyzuji a ziskavaji
tak glykoproteiny z hostitelské bunééné 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"), kterad ve
svém genomu obsahuje geny gag, po/a env

transfekované buriky budou tvorit viriony obsahujici RNA
kopii vytvoreného konstruktu

virové ¢dstice 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




¥/ CMV
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Klonovani genu bez vektoru

nejefektivnéjsim prenosem do savcich bunék je mikroinjekce

plazmidova nebo linearni DNA mikroinjikovand do jadra
sav¢ich bunék se zaclefiuje do chromozomu

mikroinjekce do oplodnéné vajecné buriky se uplatiuje pri
tvorbé knokautované mysi (krdtka kultivace /n vitro,
implantace do ndhradni matky)

mikroinjekce embryondlnich kmenovych bunék (mikroinjekce,
vloZeni zpét do embrya, implantace do ndhradni matky) vede

k tvorbé chimérickych mysi (smés upravenych a neupravenych
bunek)




Prenosy genu do zdarodecnych mysich
bunék mikroinjekci

Vyznam:

- umoznuji studium funkce gent v kontextu intaktniho organismu

- mysi, které timto zplsobem ziskaly cizi geny se nazyvaji
fransgenni mysi

Princip:

- DNA se mikroinjekci vpravi do prvojadra oplozeného mysiho vajic¢ka

- po mikroinjekci se vaji¢ka prenesou do pseudobrezi mysi, kde se
ddle vyvijeji

- u priblizné 10% potomstva bude cizorodd DNA integrovdna do
genomu vsech bunék

- protoze cizorodd DNA se v potomstvu vyskytuje v somatickych i
zdrodecnych burikdch, prendsi se krizenim do dalstho potomstva
stejné, jako kterykoliv jiny gen




Vytvoreni transgenni mysi

Microinject plasmid
DNA into pronucleus
of fertilized egg

Plasmid DNA

Pronuclei

T ranik

embryos to
foster mothers

thr}mﬁ

Transgenic mouse




Prenosy genu do mysi prostrednictvim
embryonadlnich kmenovych (ES) bunék

ES bunky jsou uméle kultivované burnky odvozené z ranych
mysich embryi, tzv. blastocyst, které mohou byt kultivovany /n
vitro a pozdéji ranym embryim opét preddny a podilet se tak na
vyvoji vsech tkdni.

Princip:

- prenos DNA do ES bunék v kulture

- selekce stabilné transfekovanych bunék

- prenos transfekovanych bunék do blastocysty mikroinjekci
- prenos blastocysty do pseudobrezi mysi




kmenovych (ES) bunék

Prenosy gent do mysi prostrednictvim embryonalnich

Vysledek:

nekterad z mldd'at budou obsahovat jednak
buriky odvozené z transfekovanych ES bunék a
jednak normadlnich bunék.

selekéni marker

plazmidova
DNA
prenos '

do kultivovanych .
ES bun&k studovany
gen

Mysi predstavujici smés dvou riznych —
v v ’ [e) . 2 o P ve ES bunky nesouci
bunécnych typu - chiméricke mysi. k plazmid

U nékterych mlad'at mohou byt burky
odvozené z transfekovanych ES bunék

v zdrodecné linii:

- jejich krizenim se transfekovany gen bude
prendset na potomstvo jako stabilni znak
(transgenni mysi).

- pokud byl normalni gen pozménén ve smyslu
dplné ztraty funkce, oznacuji se tyto mysi

l =

v chromozomalni DNA

injekce transfekovanych
ES bunék do mysi blastocysty

prenos

vznika chimerické
N ¥ potomstvo

jC(kO “knockouT = mY§i". 6& trr;t;tgfrgksct)\\/;rz]yziln

Zz ES bunék




(A) ES-buriky rostouci
v tkafiove kulture

@@ %ﬁj@
DED®

vneseni fragmentu
= —..| DNA &nény
zménéna anB;deOz?;dI; g::%k

verze cilového

genu umeéle
vytvofena

kaZda bunka
vyroste
do kolonie

Souhrn technik pouzivanych
pri genetickych manipulacich
s mysimi ES bunkami

zkoumani pfitomnosti
vzacné kolonie,

kde DNA-fragment
nahradil jednu kopii
v normalnim genu

injekce
ES-bunék
do raného embrya

-:.}:. .

ES-buriky pouze s jednou kopii cilového
genu nahrazenou mutantnim genem

(B) my$&i samicka

kopulace
a tfi dny v klidu

izolované
rané embryo

rané embryo se tvofi
&asteéné z ES-bunék

\ vneseni raného

embrya

do pseudobfezi

my3i
@

porod

o fey >
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somatické bufiky potomstva
jsou testovany na pfitomnost
zméné&ného genu a selektované
my3i jsou ddle mnoZeny, aby
se zjistila pfitomnost genu

v zarodeénych bufikach

o

transgenni my$
s jednou kopii cilového genu
nahrazenou zmé&nénym
genem v zarodeéne linii




