Molekularni biotechnologie



Klonovani DNA sekvenci, které koduji eukaryoticke
proteiny

Se odliSuje od klonovani genu kddujicich prokaryotickeé
proteiny
Eukaryoticke geny obsahuji exony a introny

Prokaryotickeé bunky nejsou schopny odstranovat introny
z transkribovanych RNA molekul (hnRNA)

Vychazi se z mRNA



Funkcni eukaryoticka mRNA bez intronu

Se nachazi v cytoplasmeé eukaryotickych bunék

ma na 5’konci G CepiCku a na 3’konci polyadenylovany
zbytek (nékolik set A)

polyA konce lze pouzit k oddéleni frakce mRNA od
molekul rRNA a tRNA



Oddéleni frakce funkcni eukaryotické mRNA na
kolone s nosicem s navazanym tyminovymi zbytky
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Navazani a eluce mRNA z kolony

Molekuly s poly(A) se navazou na poly(T)
Ostatni molekuly projdou kolonou
Kolona se promyje

MRNA je z kolony eluovana pomoci pufru, ktery stépi
vodikove vazby meziAa T



Specialni postup klonovani eukaryotickych genu

Z bunék (z celkové RNA) se izoluje mRNA

MRNA je prepsana (reverzni transkriptazou) do
komplementarni DNA (cDNA)

cDNA je klonovana do vektoru (na tupo)
Konstrukt vektor-cDNA je transformovan do bunék E.coli



Prepis mRNA do cDNA

Vyuziva 2 ruzné polymerazy: reverni transkriptazu a
Klenowuv fragment DNA pol-I (postrada 5°-
3 exonukleazovou aktivitu)

Jako primer pro reverzni transkriptazu slouzi oligo-dT

Po syntéze prvniho DNA retézce dojde k ohybu vlakna a
kK syntéze druhého retezce pomoci Klenowova enzymu,
Ktery zaCina syntéezu od vlasenkoveé smycky

Ret&zec RNA v komplexu RNA/DNA je degradovan
pomoci RNasy H

S1 nukleaza Stépi fetézec v misté vlasenkové distorze
Vysledkem je fragment dvouretézcové cDNA



Figure 21 Synthesis of cDNA.
Oligo(dT) primer is added o a
purified mRNA preparation, and
reverse transcriptase with the
four NTPs is used for the pro-
duction of DNA from the RNA
template. Reverse transcriptase
does not always produce full-
length cDNA copies of the RNA
from every template molecule
(lower right). The looping back
of the growing DNA strand pro-
duced by the reverse trans-
criptase provides a 3" hydrovyl
group for the Klenow fragment
to complete the synthesis of the
second strand, using the frst
DNA strand as a template. After
synthesis of the second strand
is complefed, the mRNA is
hydrolyzed with the enzyme
RNase H, and the DNAis treated
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Syntéza cDNA retézce in vitro

« Byva Casto neuplna z duvodu pred€asného ohybu
prvniho retezce



Vzorek cDNA

* Predstavuje smés kopii nejCastéji se vyskytujicich
MRNA v puvodnim vzorku



Knihovna cDNA (banka cDNA)

« Soubor klont (nesoucich rekombinantni plasmidovou
DNA), do nichz jsou naklonovany molekuly cDNA

pripravené zpetnou transkripci mMRNA izolované z bunek
organismu



Knihovna genova expresivni

« Knihovna cDNA vytvorfena expresivnimi vektory
(plasmidy s promotorem), pomoci nichz Ize klonované
sekvence vyjadfrit (exprimovat) do proteinu



Pro identifikaci klonu nesoucich specificky konstrukt
plasmid-cDNA je knihovna tridena

 DNA/DNA hybridizaci s vyuzitim DNA sondy

* Imunologicky (je-li cDNA umisténa za promotor, ktery
zajisti transkripci a translaci v E.coli)



U pozitivnich klont musi byt

« Sekvencovanim ovéreno, ze nesou uplnou sekvenci
ciloveho genu

« U vétSiny klonovacich vektoru neni zaruceno, Ze po
iInserci cDNA budou nukleotidy ve spravnem cCtecim
ramci a ze budou fidit syntézu proteinu se spravnou
sekvenci aminokyselin

* Protoze syntéza cDNA byva neuplna



Metoda umoznujici selekci kompletnich cDNA molekul
(Glick a spol.2003)



Ochrana cDNA pred stépenim restriktazami pouzitymi pro
Klonovani

Pro syntézu prvniho cDNA retezce reverzni
transkriptazou je v dNTP misto C pouzit 5-methyl-dCTP

Diky tomu se syntetizuje hemimetylovana cDNA

Pro klonovani se pouziji enzymy, které nestépi
metylovane restrikCni misto






Klonovaci kapacita vektoru - definice

« Maximalni délka fragmentu DNA (insertu), ktery se jesté
muZze zaclenit do vektoru a stabilné se v ném udrzovat



Klonovaci kapacita plasmidu

« V plasmidech (pBR322, pUC19) Ize klonovat jen
fragmenty DNA urcité délky

* Plasmidy maji klonovaci kapacitu 0.1-10 kb



Vektory pro klonovani dlouhych useku DNA

Pro klonovani dlouhych useku DNA byly pfipraveny dalSi
vektory

Vektory odvozené od bakterialnich viru (faga lambda)
Kosmidy
Umélé (arteficierni) chromozomy



Klonovaci kapacita ruznych vektort — prehled (Glick a spol.
2003)

Table 4.6 Insert capacities of some commonly used vector systems

Vector system Host cell Insert capacity (kb)
Plasmid E. coli 0.1-10
Bacteriophage 7. L/E. coli 10-20
Cosmid E. coli 35—4h
Bacteriophage P1 E. coli 80-100
BAC E. coli 50-300
P1 bacteriophage-derived

artificial chromosome E. coli 100-300
Yeast artificial chromosome Yeast 100-2,000

Human artificial chromosome Cultured human cells -2 (00




Priprava vektoru pro klonovani dlouhych fragmentu DNA
odvozenych od bakteriofaga lambda (E. coli)

« \Vychazi ze znalosti zivotniho cyklu faga lambda
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Zivotni cyklus bakteriofaga lambda (Glick a spol.2003)

Flgurc'%lZ] Life cycle of bacteriophage k. Lysogeny occurs when the bacte :mphm e
A genome (red) becomes integrated into the hmt chromosome (blue); otherwise, the
Iytic cycle is initiated, resulting in the production and release by cell lysis of about
100 L'-d-cterinphagu particles about 20 minutes after infection.
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Lyticky cyklus a replikace fagové DNA v bunce

Pri lytickém cyklu faga dochazi k replikaci fagové DNA v
bunce

DNA faga lambda se replikuje za vzniku konkatemeru —
dlouhych molekul DNA

Z konkatemeru je v cos mistech odstépovana DNA
fagového virionu (enzymem lokalizovanym v misté
vstupu DNA do hlaviCky)

a balena do fagove hlavicky
Po nabaleni DNA se pripoji fagovy biCik a vznikne
infekéni Castice



Lyticky cyklus - baleni DNA do fagové hlavi¢ky (Glick a spol.2003)
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Lyticky cyklus — ukoncCeni

Po sestaveni infekCnich fagovych Castic v cytoplasmé
bunky dojde

kK lyzi bakterialni bunky, k uvolnéni fagovych Castic a k
infekci dalSich bunék.

To se v tekutém kultivacnim médiu projevi projasnénim
media.

Na pevném meédiu (agarova miska) fagove cCastice tvori
na vrstve indikatorovych bakterii E. coli tzv. plaky.



Pro lyticky cyklus faga lambda nejsou potfeba

* geny pro integraci a excisi fagové DNA do bakterialniho
chromozomu (oblast I/E)

* byly uvolnény pro klonovani
« Jednase o 15-20kb



Fag lambda a klonovani

Jsou konstruovany rekombinantni molekuly DNA faga
lambda nesouci cizorodou DNA (38 az 52 kb)

Cizoroda DNA se mnozi v lytickém cyklu faga jako
rekombinantni DNA faga lambda

Vytvareji se fagové Castice (viriony), ktere
tvofi plaky (na vrstvé citlivych baktérii)

Vyuzivaji se jako insercCni vektory nebo substitucni
vektory



Klonovaci vektor EMBL3

« Substitu€ni vektor odvozeny od faga lambda



Vektor EMBL3 (DNA)

Ma 2 BamHI mista, ktera ohranicCuji oblast I/E

Po Stepeni vzniknou 3 fragmenty DNA:

levé rameno (L oblast) s geny pro syntézu hlavicky a
biCiku

pravé rameno (R oblast) s geny pro DNA replikaci a
bunécnou lyzi

prostfedni fragment s geny pro integraci a excisi (I/E)

Cilem je nahradit fragment (I/E) klonovanou DNA (15 az
20 kb)



Klonovana DNA

Je Stépena BamHl
Jsou izolovany fragmenty DNA o velikosti 15-20 kb

Ty jsou smichany s vektorem EMBL3 nastepenym
restriktazou BamH|

Je pridana T4 ligaza
a pripravena rekombinantni DNA



Stépeni a klonovani cizorodé DNA do vektoru
(Glick a spol.2003)

Figure 4.25 Bacteriophage % cloning
system. Bacteriophage 7 is engineered to
have two BamHI sites that flank the in-
tegration/excision region (I/E). For
cloning, the source DNA is cut with
BamHI and fractionated by size to isolate
pieces that are about 15 to 20 kb long. The
bacteriophage 4 DNA is also cut with
BamHI and fractionation removes the I /E
segment. The left (L) and right (R) arms
plus the 15- to 20-kb source DNA mole-
cules are mixed with T4 DNA ligase. The
ligation reaction will produce a number
of different DN A molecules including lig-
ated source DNA only; combined Land R
arms only; and molecules that have a
source DNA molecule flanked by Land R
arms. The latter molecules are packaged
into bacteriophage heads in vitro and in
fective particles are formed after the addi-
tion of tail assemblies. The recombined
bacteriophage 2 are pL’U‘u‘tlth-(_i by infec-
tion of E. coli. Some 50-kb source DNA lig-
ation products may be packaged into
heads but since this DNA lacks both a
functional origin of replication and cos
ends, it cannot be perpetuated. Other lig-
ation products are either too small or too
large to be packaged.
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Infekce bunek rekombinantni fagovou DNA

« Ke smesi lze pridat prazdne fagové hlaviCky a
biCiky (sbalovaci extrakt)

* dojde k baleni DNA do fagovych hlavicek a k
tvorbe kompletnich virovych Castic, ktere Ize
pouzit k infekci bakterialnich bunéek

« Uginnost takovéhoto pienosu je o né&kolik Fadu
vySsSi nez transformace bunek plasmidovou DNA



Elektrotransformace

* Rekombinantni fagova DNA muze byt
transformovana do bakterialnich bunék metodou

elektrotransformace

* Pro transformaci (i infekci) se pouzivaji bunky E.
coli, které neumoznuji rust faga, ktery opétovnée
ziskal oblast I/E.



Na narustu bunek se tvori plaky

Které jsou analyzovany na pritomnost
rekombinantni DNA

Kazda plaka predstavuje fagovy klon

Na 1 Petriho misce Ize souCasné analyzovat
nekolik set (az 1000) plak

(V jedne zkumavce lze uchovavat celou
genomovou knihovnu nékolika milionu
rekombinantnich klonu)



Selekce rekombinantni fagové DNA se provadi

« Hybridizaci fagovych plak

* na membranu jsou preneseny plaky, fagové Castice jsou
lyzovany, DNA uvolnéna, prichycena a je provedena
hybridisace s DNA sondou a detekce znacCky

* Imunologickym testem (pomoci specifické protilatky je
detekovan protein, kodovany cizorodym genem, ktey je
zabudovan ve fagové hlavicce)



* Prk 12.10.2010
* FCh 15.10.2010



Kosmidy

« Spojuji vyhody plasmidovych vektoru a vektoru
odvozenych od faga lambda

 Mohou byt v E. coli uchovavany jako plasmidy

* Mohou nest delsi fragmenty cizorodé DNA nez
fag lambda



Kosmid pLRF-5

Je dlouhy 6 kb

Ma 2 cos mista faga lambda

oddélena 1 cilovym mistem pro restriktazu Scal
Mnohocetné klonovaci misto pro 6 restriktaz
Plasmidovy pocatek replikace ori

Gen pro tetracyklin resistenci jako selekCni marker



Klonovaci kapacita kosmidu pLRF-5

e Jeasi40 kb

* Fragmenty DNA této délky jsou pfipraveny neuplnym
Stepenim cilové DNA restriktazou (napr. BamHl)

 a centrifugaci v sachar6zovém gradientu



Pouziti pRLF-5 jako klonovaciho vektoru

 DNA pRLF-5 je stépena restriktazou Scal (linearizace) a
potom BamH (klonujeme-li do tohoto mista)

« Vzorek je smichan s fragmenty cizorodé DNA a ligovan
T4 ligazou.

* Molekuly, ktere ziskaly 40 kb insert, maji cos mista
vzdalena asi 50 kb a mohou byt u€inné baleny do
fagovych hlavicCek in vitro.



Klonovani cizorodé DNA v kosmidu pLRF-5 (Glick a
spol.2003)



Transformace a selekce transformantu nesoucich
rekombinantni kosmid pRLF-5

Elektrotransformace nebo po vytvoreni funkCnich
fagovych Castic injekce DNA do hostitelskych bunéek
citlivych na tetracyklin

V hostitelskych bunkach se cos mista spoji a vytvori se
kruhova molekula DNA

Kruhova molekula DNA je stabilni, v bunkach se mnozi a
uchovava jako plasmid

Gen pro rezistenci na tetracyklin umoznuje selekci bunek
nesoucich kosmid (po vysevu na misky s tetracyklinem)



Vyhoda pouziti kosmidu

Vétsi klonovaci kapacita

Daji se klonovat operony (soubory genu kédujicich
urcCitou metabolickou drahu)

Daji se klonovat dlouhé eukaryontni geny

Vetsi insert ve vektoru umoznuje testovani mensiho
poctu klonu



DalSi vektory odvozené od bakteriofagu

Napf. kosmid odvozeny od faga P1 E. coli (115 kb DNA)
ma klonovaci kapacitu 80 az 100 kb cizorodé DNA

Nazyva se PAC vektor (fagovy uméely, arteficierni,
chromozom)



BAC vektory — bakterialni arteficierni (umélé) chromozomy

« Jsou odvozeny od konjugativniho fertilitniho faktoru F E.
coli

* Maji vysokou klonovaci kapacitu (100 az 350 kb, i 1/4
chromozomu E. coli)

« Jsou stabilni (bez vnitrobunécné rekombinace a s nizkou
hladinou preskupovani cizorodé DNA)



BAC jako klonovaci vektor

« Je dlouhy 7,4 kb

 Ma mnohocetné klonovaci misto v casti genu pro beta-
galaktosidazu (jako pUC19)

« Selekéni marker (gen pro rezistenci na chloramfenikol)



Transformace a selekce bunék nesoucich
rekombinantni BAC

* Rekombinantni molekuly jsou transformovany

do vhodného kmene E. coli, citliveho na
chloramfenikol a nesouciho Cast genu
kodujicino N terminalni Cast beta-galaktozidazy

« Transformanty jsou vysévany na medium s

chloramfenikolem, IPTG a Xgal

Pro rozliseni bunek nesoucich rekombinantni a
nerekombinantni BAC se vyuziva alfa-
komplementace (stejne jako pUC19) (bunky
nesouci rekombinantni BAC rostou bile)



