Molekularni biotechnologie



Zakladni kroky pfi pfenosu genu — klonovaci vektory (Glick

a spol.2006
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Figure 4.1 Recombinant J’\.‘\a\umw: procedure. DNA from a source organism is
cleaved with a restriction endonuclease and inserted into a cloning vector. The
cloning vector-insert DNA construct s i troduced into a ta and those

cells that carry the construct are identified and grown. If require > cloned gene

can be expressed (transcribed and translated) in the host cell and the protein (re-

combinant protein) can be harvested



DNA (cilova, cizoroda, klonovana)

Je izolovana z donoroveho organismu a
enzymaticky nastépena na fragmenty.

Fragmenty jsou vClenény do jiné molekuly DNA
(klonovaci vektor)

za vzniku rekombinantni DNA (konstrukt vektor-insert)



Jako klonovaci vektory

* Se vyuzivaji plasmidy - autonomni samoreplikujici se
genetické elementy
« Upravené tak, aby mély zadouci vlastnosti



Vlastnosti klonovaciho vektoru vysoke kvality

« Mala velikost (UCinnost prenosu do E.coli se snizuje u
plasmidi nad 15 kb)

* Pritomnost 1 cilového mista pro restrikéni nukleazu (pro
vneseni cizorodé DNA)

* Vhodny selekéni marker pro identifikaci bunék, které
nesou plasmid



Klonovaci vektor pBR322

Prvni klonovaci vektor
Funkcni v E. coli

40 kopii/buriku

4361 bp
nekonjugativni



Plasmid pBR322 — zakladni genetické elementy

Misto ori (pocCatek replikace) funkcni v E.
coli

Gen pro resistenci k ampicilinu s jednim
cilovym mistem pro Psill

Gen pro resistenci k tetracyklinu s jednim
cilovym mistem pro Hindlll, BamHI| a Sall

Jedno cilové misto pro EcoRI mimo
kodujici oblasti



Geneticka a fyzikalni mapa plasmidu pBR322 (Glick a spol
2006) |

Figure4.8 Plasmid pBR322. A. Genetic
map of the plasmid cloning vector
pBR322. Unique HindIll, Sall, BamHI,
and Psfl recognition sites are present in
the genes for tetracycline resistance
(Tet") and ampicillin resistance (Amp").
The unique EcoRl site is just outside the
tetracycline resistance gene. The origin
of replication functions in the bacterium
E. coli. The complete DNA sequence of
pBR322 consists of 4,361 bp. B. Electron
micrograph of plasmid pBR322. Mag-
nification, »100,000. Courtesy of K. G.
Murti/©Visuals Unlimited.
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Pouziti plasmidu pBR322 jako klonovaciho vektoru — 2
Kroky

* Vlozeni cizorodého fragmentu DNA do plasmidu
(priprava rekombinantni DNA)

« Transformace a selekce transformantl nesoucich
rekombinantni DNA



Pro vlozeni cizorodého fragmentu
DNA

* jsou k dispozici cilova mista pro restriktazy
lokalizovana v genech pro rezistenci na
antibiotika (ampicilin, tetracyklin)



Vlozeni cizorodého fragmentu DNA do plasmidu pBR322

Plasmidova DNA je stépena restriktazou, ktera ma jediné cilove
misto v nekterem genu pro resistenci k antibiotiku

Vzniknou linearni molekuly plasmidove DNA s precnivajicimi konci
se sekvencemi nukleotidu podle pouzitého enzymu

Tyto linearizované molekuly jsou smichany s cilovou DNA, ktera
byla nastépena stejnou restriktazou

Smé)s. je inkubovana s DNA ligazou (T4 DNA ligaza) za pfitomnosti
ATP

Klonuje se do Pstl mista v genu pro rezistenci k ampicilinu (vkladaji
se fragmenty DNA ziskané po nastépeni DNA enzymem Pstl)

Klonuje se do BamHlI, Hindlll nebo Sall mista v genu pro rezistenci
na tetracyklin (vkladaji se fragmenty ziskané po nastépeni DNA
enzymem BamHI, Hindlll nebo Sall)



Pusobenim T4 ligazy

* Vznikaji rekombinantni DNA molekuly (plasmid-insert)
» Dochazi k recirkularizaci plasmidu



Recirkularizaci linearizovaneho plasmidu se zamezi

« odstranenim fosfatovych skupin alkalickou fosfatazou



Ostranéni fosfatovych skupin alkalickou fosfatazou
(Glick a spol. 2006)
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Vznik rekombinantni DNA se zlomy (nicky)

* Dve fosfodiesterove vazby mezi
plasmidovou DNA a klonovanym DNA
fragmentem udrzi obe molekuly
pohromade

» Zlomyv rekombinantni DNA jsou po
transformaci opraveny reparacnim
systemem bakterialni bunky



Vpraveni klonované DNA do bunek E. coli

Se nazyva transformace

Chemicka transformace je malo ucinna
(transformovano meéne nez 0.01% bunek)

Veétsina bunek plasmid neziska

Nekteré bunky ziskaji recirkularizovany plasmid
Nekteré bunky ziskaji jinou DNA nez
plasmidovou

Pouze cast bunek obsahuje spravny DNA
Konstrukt




K rozliseni bunek, které ziskaly po transformaci
cizorodou DNA slouzi

« SelekCni markery
« Jsou to geny pro rezistenci k antibiotikim

« Umoznuji rozlisit bunky (transformanty), kterée
nesou nerekombinantni a rekombinantni DNA



Antibiotika pouzivana pro selekci (Glick a spol. 2006)

Table 4.4 Some antibiotics commonly used as selective e agents
Antibiotic Description

Ampicillin (Ap, Amp)  Inhibits cell wall formation; inactivated by B-lactamase
Hygromycin B (HygB)  Blocks translocation from amino acvl site to peptidyl
site; inactivated by a phmpi'mnfrn-,m rase

Kanamycin (Km, Kan)  Binds to 30S subunit and prevents translocation from
aminoacyl-tRNA site to peptidyl site; inactivated by
a phosphotransferase

Neomycin (Nm, Neo)  Binds to 308 subunit and inhibits protein synthesis;
inactivated by a phosphotransferase

Streptomycin (Sm, Str)  Blocks protein initiation complex formation and causes
misreading during translation; inactivated by a
phospl mttansmrmu

Tetracycline (Te, Tet) Prevents binding of aminoacyl-tRNA to 308 ribosomal
subunit; resistance gene encodes an inner cell
membrane protein that passes the antibiotic out of
the cell and blocks the passage of the antibiotic
through the cell wall



Transformace se provadi do bunek E.coli

« E.coli citlivych na tetracyklin a ampicilin

* (rozmezi hostitele zalezi na misté ori na
plasmidu)



Selekce transformantu nesoucich
rekombinantni pBR322 DNA

* se provadi podle toho, do kterého
ciloveho mista pro restriktazu byl klonovan
cizorody fragment DNA



Selekce transformantu s rekombinantni DNA se
provadi ve dvou krocich

Klonujeme-li do BamHI mista (v genu pro
resistenci na tetracyklin) porusime gen pro
rezistenci na tetracyklin.

Transformanty se vysévaji nejprve na misky s
ampicilinem. Tam narostou vsechny ampicilin
resistentni transformanty (kolonie), co ziskaly
plasmid.

V druhem kroku se rozlisuje mezi transformanty,
co ziskaly rekombinantni a nerekombinantni
plasmid vysevem na misky s tetracyklinem

Rekombinantni plasmid s cizorodou DNA nesou
transformanty citlivé na tetracyklin.



Selekce transformantu s rekombinantni DNA se
provadi ve dvou krocich

Klonujeme-li do restrikCnich mist v genu pro resistenci
na ampicilin, dojde k poruseni tohoto genu
Transformanty jsou testovany vysevem na misku s
tetracyklinem. Tam narostou (vytvori kolonie) bunky, co
ziskaly plasmid

Tyto jsou v dalsim kroku testovany vysevem na misky s
ampicilinem

Rekombinantni plasmid s cizorodou DNA nesou
transformanty sensitivni na ampicilin (a reuistentni) na
tetracyklin.

K analyze transformantu lze pouzit tzv. bakteriologické
razitko



Vyznam EcoRI mista v DNA pBR322

Pro linearizaci a stanoveni velikosti

nerekombinantniho plasmidu (bez cizorodého fragmentu
DNA) a

rekominantniho plasmidu.

Velikost plasmidu se stanovi pomoci agarézove gelové
elektroforézy (spolu se standardy o znamé délce)



Nevyhody plasmidu pBR322 jako klonovaciho vektoru

« Maly pocet klonovacich mist

v v

rekombinantni plasmid (2 dny)






Plasmidovy vektor pUC19

Pripraven genetickymi manipulacemi
Funkcni v E. coli

1000 kopii na buriku

2686 bp

nekonjugativni



Plasmid pUC19 — zakladni genetické elementy

Misto ori (poCatek replikace, z plasmidu pBR322)
Gen pro resistenci k ampicilinu (selekéni marker)

Mnohocetné klonovaci misto (polylinker) s cilovymi misty
pro 20 restriktaz

Cast laktézového operonu z E. coli (regulaéni oblast s
lacl genem a lacZ” genem)

lacl gen koduje represor, ktery reguluje expresi
laktozového operonu vazbou na P

lacZ” gen, ktery koduje N terminalni cast
betagalaktosidazy

Mezi lacl a lacZ" je umisténo mnohocetné klonovaci
misto (polylinker) tak, ze neni narusen Cteci ramec



Klonovaci vektor pUC19 — geneticka mapa (Glick a spol.
20006)
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Figure4.10 Genetic map of the plasmid clon ing vector pUC19. The mul tiple cloning
site contains unique sites for the restriction endonucleases that are used for the inser-
tion of cloned DNA. The plasmid contains an ampicillin resistance gene, an origin of
replication that functions in E. coli. and the lacl gene, which produces a repressor that
blocks the transcription of the lacZ' gene in the absence of the inducer IPTG. The com-
plete DNA sequence of pUC19is 2,686 bp long.



Mnohocetné klonovaci misto (polylinker) plasmidu pUC19
(Glick a spol. 2006)

. Figure 4.11 thmdpUCHMnMHchnMngﬂm.HuquthrMMu;ﬂW(up
percase nucleotides) is inserted into the facZ’ gene (Jowercase nucleotides), Some of
the unique restriction endonuclease sites of the multiple cloning site are named and
dmnmtﬂcdhyhnnmnwmlmualhvdnuwvannwanmrkmvthTnuﬂHNvUMng
site DNA sequence that encodes the first 26 amino acids of the hybrid LacZ pro-
tein. Insertion of DNA into any of the unique restriction endonuclease sites of the
lnMHNuAQMHgﬂwnnnnMﬂydmuwmﬂwnﬂdmghﬂmvnHMWm/'gmumwﬁww
vents the correct translation of the LacZ' protein.
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Jak funguje pUC19 jako klonovaci vektor

Plasmidova DNA je stépena nekterou restriktazou, ktera
ma jediné cilové misto v mnohocCetném klonovacim
miste

Vzniknou linearni molekuly s precnivajicimi konci podle
pouzitého enzymu

Linearizované molekuly jsou (po defosforylaci alkalickou
fosfatazou) smichany s fragmentem cilové DNA, ktera
byla nastepena stejnou restriktazou

Smés je inkubovana s T4 ligazou (v pritomnosti ATP) a
transformovana do bunék E. coli, vhodnych pro selekci
transformantt nesoucich rekombinantni plasmid pUC19



Transformace se provadi do

bunek E. coli , které nesou deleci (A M15) v genu pro
beta-galaktosidazu a ktere jsou sensitivni na ampicilin

V bunkach se syntetizuje C terminalni ¢ast beta
galaktosidazy, ktera neni funkéni

Hostitelské bunky neutilizuji laktozu a ani nehydrolyzuji
substrat X-gal

Na médiu s laktézou rostou bézové
Na médiu s X gal tvori bilé kolonie



Alfa komplementace

Ziskaji-li bunky E. coli A M15 chybejici cast
genu pro beta galaktozidazu (tj. gen lacZ’), v
bunkach se syntetizuje jak C terminalni tak N
terminalni Cast proteinu

obé casti proteinu v cytoplasme komplementuji
za vzniku funkcni beta galaktosidazy (a bunky
utilizuji laktézu a hydrolyzuji X-gal)

Na miskach s Mac Conkey agarem rostou
cervene, na miskach s Xgal rostou modre
Chybejici Cast genu pro beta galaktosidazu
mohou ziskat spolu s nerekombinantnim
plasmidem pUC19



Selekce transformantu se provadi

Se provadi v jednom kroku

Transformanty jsou vysety na LB misky s
ampicilinem a X-gal substratem (a IPTG,
ktery inaktivuje represor)

Vyrostou vsechny kolonie (transformanti),
co ziskaly plasmid

Vysévat lze i na Mc Conkey agar s
ampicilinem a IPTG



Selekce transformantu nesoucich rekombinantni a
nerekombinantni DNA pUC19

* Vyuziva toho, ze diky inserci cizorode DNA se
porusi gen lacZ’

 Kolonie transformantu se odliSuji zabarvenim

* modre rostou kolonie, co ziskaly
nerekombinantni plasmid, protoze se v bunkach
tvori funkCni beta galaktosidaza, ktera stepi X-

gal
* bile rostou kolonie, co ziskaly rekombinantni

plasmid a v jejichz bunkach se netvori funkcni
beta galaktozidaza a nedochazi k stepeni X-gal

tzv. Modro-bila selekce

Na Mac Conkeyho agaru je selekce cerveno-
bézova



Isopropylthiogalaktosid - IPTG

Se vaze na represor (produkt genu lacl laktézového
operonu)

Diky teto vazbe dojde k uvolneni represoru z operatoru
To umozni navazani RNA polymerazy na promotor
a transkripci (a naslednou translaci) genu lacZ’



Dveé funkce klonovacich mist na vektoru

* Inserce cizorodé DNA

« Excise cizorodé DNA

« K excisi se pouziva stejna restriktaza, ktera byla pouzita
pro inserci
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