Definice genoveho inzenyrstvi

Genove inzenyrstvi se zabyva vytvarenim pozmeénénych ¢i novych
genl nebo pfipravou novych (,nepfirozenych”) kombinaci genut a
jejich zavadénim do genomu organizmu s cilem rekonstruovat jejich
genetickou vybavu a vytvaret tak geneticky modifikované anebo
transgenni organismy.

Metodickym zakladem genového inzenyrstvi jsou manipul ace

s DNA invitro (klonovani gen u a jejich Gpravy) a cilené zm ény
geneticke informace provad éné in vivo

Aplikace GIl: moderni (molekularni) biotechnologie



Genove inzenyrstvi (sylabus p rednasky 2013)
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Osnova p fednasky, definice genového inzenyrstvi a jeho stru ~ €n4 historie,
studijni literatura. Mutageneze invitro (metody zalozené na restrik €nich
mistech, metody zaloZené na mutagennich oligonukleoti dech, kazetova
mutageneze, vyuziti modifikovanych tRNA)

Optimalizace exprese klonovanych gen U (faktory ovliv fAujici expresigen G v
cizich hostitelich; Grove n transkripce, translace, export protein ()

Klonovani gen 0 v grampozitivnich bakteriich

Klonovani gen 0 v kvasinkach

Klonovani gen U v rostlinach

Klonovani gen U v Zivo €iSnych bu fikach, vektory pro p Fenos gen 0 do sav €ich
bun ék, selek éni markery pro vyhledani klon @ obsahujicich cizorodou DNA
Vnaseni gen U do zarode énych bun ék mysi, p Fiprava transgennich savc U
Cilena exprese cizorodych gen 1 v bunkach a tkanich vysSich organism 0
Opravy d édiénych defekt 0 u zvifat metodami genového inzenyrstvi

Genova terapie u €lov éka — zakladni principy

Priprava farmakologicky vyznamnych latek v prokaryoti ckych a eukaryotickych
organismech. Vyuziti metod rekombinantni DNA k p  Fiprav é vakcin a protilatek.
|dentifikace produkt 0 rekombinatnich gen .

Pravidla pro praci s geneticky modifikovanymi organ ismy, zakon 78/2004 Sb.,
rizika Gl
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Vyuziti genového inzenyrstvi

Ve vyzkumu: studium struktury, funkce a exprese gen U (genom u)

V praxi (Moderni biotechnologie):
1. Pfiprava latek vyznamnych v Iéka Fstvi, zem édélstvi a pr umyslu

« vnaseni cizorodych gen u do nep Fibuznych organizm U a ziskavani
produkt G ve velkém mnozstvi — prekonani reproduk ¢énich barier

2. Priprava latek s novymi vlastnostmi pozm  énovanim stavajicich
genu nebo vytva fenim novych gen U — enzymy, protilatky, vakciny aj.

3. Pozménovani a zlepSovani vlastnosti organizm U - vytva feni geneticky
modifikovanych n. transgennich organism 0 (GMO)

e priprava mikroorganizm u pro biotechnologie,

e zvySovani vynos u kulturnich rostlin a uzitkovosti hosp. zvi  rat
(odolnost v uéi chorobam, Sk adc am nebo zevnim vliv am,
produkce cizich latek vt élech rostlin a zvi rat)

e genove terapie



Predpoklady pro cilené genetické manipulace

 |dentifikovat geny a stanovit jejich funkce

* |zolovat geny a cilen é je in vitro (in vivo)
pozm énovat

* Prenést vhodnym zp usobem upravené geny do
puvodnich nebo nep Fibuznych organism u a zajistit
jejich expresi (heterologni expresni systémy)



Etapy vzniku a vyvoje genového inzenyrstvi

Poznani zakladnich proces U pfenosu genetické informace

1970 — izolace prvniho restrik €niho enzymu

1972 — pfiprava prvnich rekombinantnich molekul DNA in vitro
1973 — zacatek klonovani gen u

1975 — Asilomarska konference, moratorium NIH (1976)

1976 — prvni pravidla prace s rekombinantni DNA

1977 — prvni rekombinované molekuly DNA nesouci sav ~ €i geny
1977 — sekvenovani DNA

1978 — pfiprava lidskeho inzulinu v bakteriich
(od r. 1982 vyrab én komer éné), zalozeni Genentech

zavedeni technik mutageneze in vitro — proteinoveé inzen  yrstvi

priprava transgennich organism u (bakterie, kvasinky,rostliny,
Zivo €ichoveé)

1980 — prvni pokusy o0 genovou terapii
1997 — klonovani zivo €ichu



Mutageneze In Vitro

site-directed mutagenesis
mistné cilena (fizena) mutageneze
lokalizovana mutageneza

reverzni genetika*, genetika ,naruby"

klasicka genetika

DNA (genotyp) ° - fenotyp

reverzni genetika

* Reverzni genetika — ,vypinani gen d“ navozovani nulovych
mutaci gen g nebo potla ¢ovani jejich exprese (knokauty gen 4,
transpozonova inzer éni mutageneze, anti-sense RNA, RNAI)



Mutageneze In vitro

Mutace se vnaseji do vyizolované DNA (= in vitro)
Typy mutaci: substituce, delece, inzerce

Cile:

Vyzkum:

e Analyza vztahu mezi strukturou a funkci NK

« Objasnéni funkce genu a regulaénich oblasti

Praxe:

e Cilené zmény aminokyselin v proteinech - pfiprava proteinu s
novymi vlastnostmi (proteinové inzenyrstvi)

« Pfiprava geneticky modifikovanych a transgennich organismu



S

Nevyhody klasické mutageneze

(chemicke, fyzikalni, biologické mutageneze)

V organizmu muze byt zmutovan kterykoliv gen
Frekvence mutaci v zadaném genu muaze byt nizka
Zadany fenotyp mize byt vysledkem mutaci v riznych genech

Rekombinaéni analyzou nelze zjistit, zda mutace v genu
vznikla substituci jedné baze, nebo deleci ¢&i inzerci



Mutageneze in vitro

Mutageneze in vitro mutace

| L |
— e EoreO—F————
/ \ GEN
nahodna — cilena
manipulace s restrikcnimi misty oligonukleotidova mutageneza
inzerce linkeru (umisténi do konkrétniho mista)
chemicka mutageneza syntéza genu
inkorporace chybnych bazi (kazetova mutageneza)
vyhledani genu nebo zamény bazi nebo kodon(
funkcnich oblasti na DNA cilené zmény struktury

proteiny



Obecna strategie p Fi mutagenezi in vitro

AmpR
— Plasmid DNA

DNA of interest

! In vitro mulagenesis

0000

Mulation 1

Transform E. coli
Select AmpR colonies

Grow colony
Isclate plasmid DNA

Culture all
colonies together

Isolate '
plasmid DNA Test for function

QOO
@ @ @ et
00

plasmids
N Transform E. coli

Test for function using
genetic screen or selection

1. Klonovani genu (sekvence
DNA) ur€ené k mutagenezi

2. Vlastni proces mutageneze
in vitro

3. Selekce klonl obsahujicich
mutovaneé geny (sekvence)

4. Stanoveni funkce
mutovanych genl

5. Ovéreni charakteru vnesené
mutace (stanoveni sekvence)

/

Stanoveni sekvence
pozménéného genu




Zpusoby pouzivané p fi mutagenezi in vitro

Manipulace s restriknimi misty a enzymaticke upravy DNA
Oligonukleotidova mutageneze (extenze primeru)
Chemicka mutageneze

Kazetova mutageneze

Metody zalozené na PCR

o bk~ w D=

Mutageneze pomoci supresorovych tRNA



Vytva feni mutaci v restrik énim mist

S1 nukleaza 4

Exonukleaza Exolll —
rozsahlejSi delece

o

EcoRl o
i Stépeni EcoRl

v 3 — [ERamE 5

| DNA ligaza

N

/

Delece 4 bp

I |

w

~ DNA polymeraza + dNTP

T

Vybér dNTP — inzerce
pouze vybranych bazi

~

Inzerce 4 bp




Inzer €ni mutageneze pomoci linker U k vyhledani
funk €nich oblasti transpozonu

)
on

meel, > Stépeni rekombinantni DNA nar Gznych
=== |Y){SteCh

Soubor nahodn é
linearizovanych

DNA

molekul ind

8 CEcoRllinkers

é PFipojeni EcoRlI-linker
= (= vloZeni inzerce inaktivujici
i zasazeny gen)
ke
Vlozeny linker e

inaktivuje r Gzné
geny

I Transform E. coli

| el Selekce klon U se ztratou
|

3 °° transpozi éni aktivity, nap F.
vyhledani genu pro transponazu
| 1‘ | ‘ — (oblasti, ,které je pro jeji funkci

. ; ) nezbytna)

Inactive Actlive




Chemicka
mutageneze
bisulfitem

PFiprava
SsDNA

Plazmidova dsDNA

Cytosine Uracil

NH;
H
j\/ Bisulfite ﬁ

PFipojeni
primeru

Proti U je
C—-U-—->T zaélenén A

| | |
G A A Odstran éni

poSkozeného
vektoru

GC —» AT

—

VlozZeni inzert G
do nového
vektoru

Knihovna klon @ obsahuijicich
mutované inzerty

DNA polymeraza,
dNTP, replikace

Vyst épeni mutovanych
inzert G (Hindlll-EcoRlI)




Mutageneze pomoci mutagennich
oligonukleotid u

1.

Klonovani sekvence (genu) do vhodneho vektoru (M13, fagemid,
fasmid), izolace jednoretézcové formy rekombinantni DNA

Priprava syntetického oligonukleotidu (mutagenniho
oligonukleotidu) nesouciho zadanou mutaci (jeho sekvence je
komplementarni ke klonované sekvenci vyjma mista, do néhoz
ma byt mutace vhesena)

Pripojeni (prihybridizovani) mutagenniho oligonukleotidu in vitro

Dosyntetizovani druhého (komplementarniho) retézce DNA-
polymerazou, spojeni DNA-ligazou

Transformace bunék E. coli heteroduplexni molekulou DNA,
selekce mutantnich molekul (pfip. selekce in vitro a transformace
mutantnimi molekulami DNA)

Pomnozeni mutantni molekuly DNA v E. coli, ovéreni mutace
stanovenim sekvence DNA



Mutageneze pomoci ©
mutagennich

oligonukleotid u

syntéza druhého Fretézce
DNA-polymerazou

rekombinantni dsDNA (fragment
DNA klonovany ve vektoru)

pFiprava jedno retézcové formy
rekombinantni molekuly DNA
(rekombinantni ssDNA)

A

mutagenni oligonukleotid

\ obsahujici mutaci

hybridiza éni pFipojeni
mutagenniho
oligonukleotidu

prenos do bun ék E.coli
| @ | a jejich replikace
v

selekce klon U
S mutaci

rodi éovsky
fenotyp

stanoveni
fenotypového
projevu mutace

|

Substituce
delece
iInzerce




A-T

Mutagenni
oligonukleotid

v

A-C

v



Zvyseni vynosu mutant
za€lenenim uracilu do
templatové DNA

Prenos do kmene E. coli
ung-, priprava ssDNA

DNA klonovana do M13 vektoru

ung— (uracil-N-glykozidaza—) (rep—)
dut— (dUTPaza~) - zvySeni koncentrace U

In vitro

Do templatové DNA je zaclenén U

Pripojeni mutagenniho oligonukleotidu

Replikace, ligace

Prenos do E. coli
ung+, selekce
AmpR

VétSina kolonii obsahuje
mutantni plazmid

Retézec s mutaci
(bez U) se replikuje

Retézec standardniho typu (templatovy,
matersky) je degradovan

Ovéreni mutace stanovenim sekvence DNA

zadana mutace



Nitrocellulose

Vyhledani mutantnich
klon U pomoci sondy —
tou je zna éeny
mutagenni
oligonukleotid

X-ray film

- >
Mutants

missing

and wild-type

plasmids

Make a

Denature DNA
Neutralize

Autoradi-
ography

Wild-type

7P e

mulagenic
oligonucleotide

Labeled probe
hybridizes

at room
temperature to
both mutant and
wild-type DNA

Wash at higher
ftemperature

Probe remains
bound to mutant
DNA

Probe dissociates
from wild-type DNA

Isolate mutant
DNA from
colony

Master plate

Mixture of colonies
containing mutant

sonda



Mutageneze pomoci mutantnich oligonukleotid

amp’ tetr
pBR322 © Denaturace
Al 11 \

2. selekce pomoci RE; cilova
sekvence = GEN TETR

}

Afl NNACPuPyGTNN
Bgl I NNAGATCTNN

Mutantni deleéni oligonukleotid

@ A/Pﬁpojeni dvou primer(
1.
o5 2

Bgl I \ Selekéni oligonukleotid Bgl I
DNA — Polymeraza
DNA - Ligaza
v Transformace E. coli
amp’ tet'
Izolace DNA
Afl 111 7
Bgl Il S -
Stépeni selekéni RE Afl Il
ampr tets
S Transformace
Netransformuje — vysev na AMP
Deletovany plazmid ~ Bgl Il vyhledani klonu

TETs



Komer €ni soupravy pro snadneé vytva feni mutaci a selekci

Plasmid template
PCR Reagents
Methyl Transferase Reagents

1 1. Methylate plasmid
I Methylation DNA and amplify the
e plasmid in a
S mutagenesis
gg M M% reaction with two
i e § overlapping primers
%}'«% Mﬁ‘; containing the
M Utag enn |, EE largel mulation
oligonukleotidy Y Mutagenesis |

PCR samgle
10X Enzyme Mix
Reaction buffer

I l 2. Perform the in vitro
= recomkination

% b reaction, which
U

enhances the colony

l In vitro Add 1 L 0.5 M EDTA output 3- to 10-fold
recombination to stop the reaction
reaction Use 2 pL of recombination
reaction sample for
X transformation
3. Transform the sample
l into DH5¢™-T1"
competent E. coli. The
E host cell circularizes
Transformation the linear mutated
l v DNA, and McrEC
Incubate on ice for 15 minutes endonuclease in the
Heat shock for 30 secords host cell digests the
Add 250 pL SOC methylated template
prrener] Recover for 1 hour at 37°C DNA, leaving only
1 unmethylated,
mutated product



Modifikace subtilizinu se zm énénym pozadavkem na kofaktory
(postupna mutagenze pomoci mutagennich oligonukleotid u)

nativni subtilizin Vysoka ,
vyzadujici Ca enzymova
aktivita

. Ztrata aktivity po
- deleci domény
vazajici Ca

Mutantni varianty s
nizkou aktivitou

Kombinace mutantnich

variant: vysoka aktivita
| bez navazaného Ca



Kazetova
mutageneze

Hindll EceRl
Cleave with
Hindlll and EcoRl
- — Two synfheﬁc
Frégmeni oligonucleotides
ST

Wild-type
sequence \
Annecl
H.ln{ﬂ!ll EcoRl
. [=—————
Hindlll EcoRl _/

Mutant sequence

Wild-rype/ % Wild-type

DNA Hindll EcoRl  DNA

Transform E. coli

All colonies contain mutant plasmid



Syntéza gen u

postupnym spojovanim
kratSich oligonukleotid

Expression vecior

DNA sequence or
amine acid sequence

|

Sy,

=== Complementary
synthetie
/ . eligenucleotides
("

I

Heat ot 90° C

Slowdy cool to room temperature

\
/

| DNA ligase

e |solale double-stranded
S DM A, molecule

—\ DNA ligase

Transeriptional
terminator

EcoRl

Prerﬁoler/ Hindlll
BamHi
Unique restriction

T, sites for cassette

s R
i@ h i _7 f e ;
A S &

Express recombinant
protein in £ coli

mutagenesis



Mutageneze pomoci kazet tvo Fenych mutantnimi
,doped* oligonukleotidy

DNA syn!hesxzer

[ b::ﬂe bonle boh‘!e bo‘:ﬂe 1 "kontam i n Ovan é“

i ‘ o5 Wy zasobni roztoky
WP &S I nukleotid(l

Wild-type sequence GG T TACAAACT

GGHMITACAAACT
GEBTTACAAACT
GGETABAAACT
GGTTACAAACT.
GGTTACAMAC T>Wi]d-rype
GGTTACAAAMT /oligonucleotides
GGTTACAAACT

\ / Comp!emeniary
Oligonucleotide ¥\ ____________ doped oligomer

Mutant
oligonucleotides

mixture

|

Ligate
Trunsfo rm E. coli

Prepare plasmid DNA
From eﬂ(—h CO'Ony

546 klonu
F O0QQ00 =2
218 - 1x subst.
S kr Iln i n g n apf_ Sequence each E|qsmid 104 - vice subst.
fég Ovym d IS p | aye m Wild-type plasmids Plasmids containing a

and mutants with single nucleofide change
multiple substitutions ]

~

Test for function



Mutageneze pomoci ,doped” oligonukleotid u

Oligonukleotid

obsahujici inosin pro

zajisténi parovan
s ndhodnymi

nukleotidy/kodony

I’

Arg Glu

kodony pro ruzné aminokyseliny

T

”e *k%k

T CGA GAA ATC | NNg

A

AGCT

Xhol

» CTT TAG | 1l

Glu Met
GAG ATG
CTC TAC

*k%k
NN
I

Oligonukleotid
obsahuijici dva
nahodné kodony

Glu Ala Val Ser Met
GAA GCG GTT AGC ATG
CTT CGC CAA TC

Kazeta s dv éma ndhodnymi kodony

A

GTAC

Sphl

N = kterykoliv ze 4 nukleotid(l

NTG/C = hydrofébni aminokyseliny
(fenylalanin, izoleucin, leucin, methionin a valin)

— Alternativni zpusob nasyntetizovani druhého nukleotidu PCR




Zameéna helixu v represorovem proteinu mutagenezou

(priklad kazetové mutageneze)

(a)

Transcriptional 434 repressor P22 repressor
\  terminater : e

Vol Gin pidigs

P22 o helix 3

In vitro

P22-speciﬁc hybrid ot helix 3

AT | i e e

Remave

wild-type

Zameéna aminokyselin
v domeéné represoru
zodpovédné za roz-
poznani operatoru P22

fragmenr

ot Pfipravena kazeta s

ligate [C TCT AAT GTT TCG ATC TCG CAG CT1C GAA CGC GGG AAA AC |
(CATGG _AGA _TTA CAA AGC TAG AGC GTC GAG CTT GCG CCC TTT TGATT

repressor
binds
P22 DNA

R e (-

Express hybrid 434/P22 protein

».-;:v_.-'~;'P22 operator DNA




Vyhody PCR

e jednoduché provedeni

e moznost vytvareni rizného typu mutaci

e neni nutna nasledna selekce pro zvyseni proporce mutant
« nezavislost na RE mistech

e neni vzdy nutné nasledné klonovani mutovaného genu

do vektoru (po PCR je mozny pfenos amplikonu do bunék
transformaci)



Vytva reni nahodnych mutaci

= ,error-prone” PCR

5."
3!
=5
5!
3#
5l e—3
Error prone
PCR

5 H— 3

3 3 5

51‘ x 3!

31 2% 51

5! 3!

3 5

5 ¥ 3

3 H 5

5) P 31

3 ¥— 5’

5 X% 3

3.‘ x 5!

5 X % 3

3; 2% L2 5;

3."
5}

S.f
5.’

e vyuzivaji se DNA-polymerazy

bez korektorské funkce
(napf. Tag-polymeraza)

reakéni podminky PCR lze zménit
tak, aby se pocet chyb zvysil a aby
kazdy amplifikaéni produkt
obsahoval jednu mutaci

(napf. zvySeni Mg++ nebo pridani
Mn++, koncentrace reak¢nich
slozek atp)

nevyhoda: prfevaha urcéitého typu
mutace (napf. transice, zatimco
transverze nevznikaji)



Vyuziti PCR k vytva Feni mutaci in vitro

Misto, do n éhoz ma byt

o t y vnesena mutace
3: ;: 52
Reakce 1 Reakce 2 Primery
Primer 2 Frimer 4 —
, A5 o y_—5_ |[2a3=
> 9 > 3 o = | mutagenni
¥ 3 > 3 § =y — 3 ° . 9
Primer 1 . R Primer 3 prlmery
PCR Vznik dvou ,PCR-proo!uktu PCR
nesoucich mutaci
.v___—A_ ’ ’ _A ’
5 3 5 3
y— A5 3 A 5

Smichani, denaturace
a rehybridizace

Nemuze dojit

k prodiouzeni | > 5 A 3

od 5"koncu

3 A 5

tzv. neproduktivni spojeni

produktivni spojeni

l Prodlouzeni DNA-polymerazou a
PCR-amplifikace pomoci primert 1 a 4

A 3

klonovani —3 A g




Vnaseni mutaci pomom PCR

Vlozena sekvence

(extenze primeru
na jeho 5’konci)
(extenze jsou
vzajemneé
komplementarni)

4
ths nssrtion can be /
‘orzer than the overlap overlap extensicn

‘ e CD

as 4

e
{,_;

Rl VS AL

deletlons ABF—-——’?! : 4 N oo

overlap ex*ensnon

A AN
—

~ inner segment deleted

I
I
|
L
l
!
!
|

insertions -

Deletovana sekvence
(extenze jsou
komplementarni k
sekvenci vedle mista
delece)

Amplifikace ,produktivnich®
spojeni pomoci primert aad



Nahrada €asti genu sekvenci z p ribuzného genu

Gen A

Sekvence genu A

5
Amplification

/ Sekvence genu B

 _ ___
5" T - sticky feet

. N— 7 -
analogie
mutagenniho Denature and hybridize
oligonukleotidu \

“Sticky feet’
« N

/& Single-strand vector ‘
Gen B

\ Polymerase plus ligase

‘ —‘ Céast genu B je
nahrazena c¢asti genu A

+ original vector



Konstrukce genu pro chimerickou protilatku

Gene for heavy

[s[€} ; : .
Light 9vap Sticky foot —\-> chain (y,, isotype)
chain
Polymerase chain reaction ¢ 4-\— PCR
C,2 domain 400 b primers
chain

Y,C.2 domain Heat to denature strands l

_—
Make uracil-
containing single-

stranded DNA

Anneal

" Sticky foot .

Expression

Tézky rfetézec typu y2b
zodpovida za lyzi bunék
zavislou na komplementu
Protilatka s tézkym
retézcem y1 tuto lyzi
nenavozuje.

Ktera oblast y2b za tuto
vlastnost zodpovida?

vector for

Y, heavy chain

Doména C2 y2b

l Extend and ligate

IgGYl
Does not
activate €¢——
complement
Antibody with Transform ung * E. coli

chimeric heavy chain Isolate mutant DNA

Doména C,2 odpovida
za aktivaci komplementu
pro lyzu bunék

Activates < <

complement Coexpress in

mammalian ceIIs

O—

Chimericky tézky fetézec

with light chain



Inzerce abnormalnich aminokyselin do proteinu supresi a mber
mutace in vitro s vyuzitim chemicky modifikovanych tRNA

Mutagenesis

r o
Vytvoreni
amber kodonu
AGC — TAG (amber) Transkripce
In vitro
AUC
RNA Iigase Translace
In vitro
PCPA - '
c CCA ccA-IB
Supresorova tRNA
S navazanou chemicky Mutantni forma proteinu
modifikovanou (lysozym aktivovany svéetlem)
aminokyselinou




Table 4.4 Nonsense Suppressors Employed to Generate Al

tered Proteins

Suppressor

A. pFirozené
Su1l (supD)
Su2 (supE)
Su2-89 (supE).
Su3 (supF)
Sus (supG)

Su6 (supP)
Su9

B. Uméle pripravené

tRNA B,

tRNA S

tRNA &y
tRNA it
tRNA Erof
tRNA ¢
tRNA 22,
tRNA S2

FTORI 26

Priklad: 160 variant genu pro lysozym s amber mutacemi

regggr?irzlzd Aﬁl?;tizld Efficiency (%) References
UAG Serine 6-54 ab
UAG Glutamine 0.8-20 ab
UAG Glutamine 32-60 ch
UAG Tyrosine 11-100 a,b
UAA, UAG Lysine 0.2-2 a,bh
6-30" h
UAG Leucine 30-100 a e
UGA Tryptophan 0.1-30 “a, f
UAG Phenylalanine 48-100 g
UAG 85% Glutamic acid 8-100 3 71
13% Glutamine
UAG Cysteine 17-51 g
UAG Histidine 16-100 h, i
UAG Proline 9-60 h, i
UAG Lysine 9-29 h,i
UAG Alanine 8-83 h, i
UAG Glycine 39-67 h, i
UAG Arginine 4-28 j
4-47* h

poskytlo v supresorovych kmenech 2 000 variant lysoz

na ruznych mistech
ymu



Vytva feni mutaci in vitro pFimo na plazmidech (QuickChange)
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l Prenos do E. coli

jako templat je vyuZzita dsDNA plazmidu

po probéhnuti PCR se vytvori dva
komplementarni fetézce nesouci mutaci
ve stejném misté, které jsou schopny se
parovat za vzniku kruznice s posunutymi
zlomy

po probéhnuti PCR jsou produkty Stépeny
Dpnl, ktera je schopna Stépit jen
metylovanou DNA

rodicovské molekuly DNA jsou metylovany,
nebot plazmidy byly izolovany z dam+
kmen( E. coli - proto jsou Dpnl rozStépeny
(odstranéni rodi¢ovského templatu bez
mutace).

nové syntetizované molekuly nejsou
metylovany a tudiz nejsou Stépeny

po transformaci do E. coli dojde k reparaci
zlomU a nové nasyntetizované plazmidy
obsahujici mutaci se replikuji




