Klonovani DNA a fyzikalni
mapovani genomu



Terminologie

 Klonovani je proces tvorby klonu

* Klon je soubor identickych bunek (prip.
organismu) odvozenych ze spoleCného
predka delenim (napr. jedna bakterialni
kolonie)



Klon DNA (molekularni klon)

* je soubor identickych molekul (fragmentu,
useku) DNA

* pripravenych mnozenim rekombinantnich
molekul v hostitelske bunce (in vivo) nebo
PCR (in vitro)



Rekombinantni molekula DNA

* Molekula DNA vytvorena in vitro

» Spojenim cizorode DNA s klonovacim
vektorem



Klonovaci vektor (prenasec)

* Je molekula DNA, ktera ma schopnost
prijmout cizorodou DNA,

* Spojitsesnia

* autonomne se replikovat v hostitelske
bunce



Cizorodou DNA

* je jakykoliv usek DNA vlozeny do
klonovaciho vektoru

* Oznacuje se tez klonovana DNA (vklada
se do vektoru za ucelem klonovani)

* nebo tez jako insert.



Priprava rekombinantnich molekul
DNA

» Je zakladem genoveho inzenyrstvi



Genoveé inzenyrstvi se zabyva

* jzolaci genu a pfipravou umélych
(neprirozenych) kombinaci genu

* Vytvarenim pozmenenych nebo zcela novych
genu a jejich zavadénim do organismu s cilem
upravit nebo doplnit jejich genetickou vybavu

» Lze tak pripravit transgenni organismy,
obsahujici cizorode geny a vyznacujici se
novymi vlastnostmi (napf. rostliny odolné vudi
hmyzim a virovym Skudcum nebo herbicidum,
mikroorganismy produkujici ruzné proteiny a
prumyslové vyznamné latky)



Klonovani zahrnuje 3 zakladni
Kroky

* Pripravu rekombinantni molekuly DNA

* Prenos rekombinantni molekuly do
nostitelské bunky

» Selekci klonu obsahujicich rekombinantni
DNA




Ke klonovani lze pouzit molekuly
ruzného puvodu
Genomovou DNA izolovanou z organismu

cDNA pripravenou zpetnou transkripci z
MRNA

Chemicky syntetizovanou DNA
PCR produkty (amplikony)



Predpokladem ucinného spojeni fragmentu s
vektorovou DNA

Je vzajemna komplementarita jejich koncu. Té lze dosahnout :

étépenl’m genomove a vektorové DNA restrikCni endonukleazou,
ktera vytvari kohezni konce — Obr.16

Upravou konctl molekul vektoru a fragmentu pfipojenim
homopolymernich, vzajemne komplementarnich koncu terminalni
transferazou — Obr.17

Pripojenim spojek (linkert) nebo adaptord k zarovhnanym koncim
DNA — Obr.18

Linkery jsou chemicky syntetizované oligonukleotidy, které obsahuiji
1 nebo vice restrikCnich mist pro restriktazy

Adaptory jsou umele syntetizované oligonukleotidy s predem
pripravenymi koheznimi konci, které jsou komplementarni ke
koncum vytvofenym urcitou restriktazou



Spojovani f[agmentfj DNA s lepivymi konci
(Smarda a spol. 2005

_ rozpoznavaci misto
. pro EcoRl na vektoru

Fragment DNAzpnﬂrpu
vznikly $tépenim EcoRl.

i

Obr. 16 Spojovéni fragmenti DNA s lepivymi konci



Spojovani fragment(]v DNA pomoci
homopolymernich koncu (Smarda a spol.2005
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Obr. 17 Spojovani fragmentli DNA pomoci homopolymernich konci



Spojovani fragmentu DNA pomoci spojek a

adaptoru
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Obr. 18 Spojovani fragmenti DNA pomoci spojek a adaptort



Priprava cDNA

K pripravé cDNA se pouziva purifikovana mRNA
Pripojenim kratkého retézce oligo(dT) k poly(A) konci
MRNA ziskame primer, od nehoz bude zpétnou
transkriptazou syntetizovan prvni retezec cDNA.

Po odbourani mRNA (pomoci NaOH) se dokonCi
syntéza komplementarniho retézce cDNA DNA
polymerazou, ktera vyuziva jako primer vlasenkovy ohyb
prvniho vlakna cDNA vytvoreneho reverzni
transkriptazou

Ohyb se pak vystepi S1-nukleazou Obr.19

Konce ds cDNA se upravi pfipojenim homopolymernich
koncu nebo spojek

T4 ligazou lze vzajemne spojit i zarovnané konce DNA,
ale s nizSi uc€innosti.



Pfiprava komplementarni DNA (Smarda a
spol.2005)
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Obr. 19 Priprava cDINA




Priprava vektorové molekuly
(klonovaciho vektoru)

» Ke spojeni s cizorodou DNA je zalozena
na jejim stepeni v klonovacim miste
restrikCni endonukleazou

* Polylinker je mnohocetnée klonovaci misto

e Obr.20



Klonovaci vektor pUC18 (Smarda a spol.
2005)
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Obr. 20 Struktura klonovaciho vektoru pUC18. V rameéku jsou uvedeny restrikéni endonukleazy,
JejichZ cilova mista se nachazeji v polylinkeru. ampR = gen pro rezistenci k ampicilinu (se-
lek¢éni marker), ori = pocatek replikace a lacZ’ = &ast genu lacZ kédujici proximalni tsek
B-galaktozidazy.




Priprava rekombinantni DNA
(rekombinantniho vektoru)

* Po smichani molekul cizorode a vektorove
DNA se jejich vzajemne konce navzajem
spoji (renaturuji) a po pridani DNA ligazy
se mezi nimi vytvori kovalentni vazba.

 Rekombinantni vektor se prenese do
vhodneho hostitele (bakterialnich bunek),
v nemz se replikuje a prenasi do
potomstva



Klonovaci vektory

Kruznicove molekuly DNA schopné autonomni
replikace, odvozene zejmena z plasmidu nebo
viru

Musi obsahovat geny (napr. geny pro rezistenci
K antibiotikum tzv. selekéni markery), na zakladé
jejichz fenotypoveho projevu Ize bunky nesouci
nlasmid snadno selektovat

Musi nest vhodna klonovaci mista (jedinecna
restrikCni mista pro restriktazu), do nichz se
zaclenuje cizoroda DNA.

Obr.21




onovani v plasmidovem vektoru pBR322
Smarda a spol. 2005
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Dbr. 21 Klonovani DNA v plazmidovém vektoru pBR322



Klonovani DNA ve fagovéem vektoru
(Smarda a spol.2005
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Jbr. 22 Klonovani DNA pmatfedmcl\flm vektorh odvozenych z faga lambda



Zpusoby prenosu do hostitelskych
bunek

* Metoda chemickée transformace (stav
kompetence u bunek E.coli se navozuje
pusobenim CaCl, pri 0°C a pak kratkym
zahratim na 42°C)

» Eletrotransformace (smes rekombinantni
DNA a bunek se vystavi na kratkou dobu
silnému elektrickému pulsu 18kV/cm)



|dentifikace bakterialnich kolonii
obsahujicich rekombinantni plasmidy

 Insercni inaktivace (klonovaci misto je umisteno
v genu pro rezistenci k antibiotiku, inzerce
cizorodé DNA zpusobi ztratu funkce tohoto
genu) (napr. plasmid pBR322) Obr.21

 Alfa-komplementace (spojeni N-terminalniho
fragmentu beta-galaktozidazy, jehoz gen je
nesen na vektoru, s C-terminalnim fragmentem,
jehoz gen je nesen hostitelskou bunkou) (napr.
plasmid pUC18 nebo pUC19) Obr.20



|dentifikace baktvéril’ nesouci rekombinantni
plasmidy (Smarda a spol.2005)
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Dbr. 21 Klonovani DNA v plazmidovém vektoru pBR322



|dentifikace baktvéril’ nesouci rekombinantni
plasmidy (Smarda a spol. 2005)
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Obr. 20 Struktura klonovaciho vektoru pUC18. V rameéku jsou uvedeny restrikéni endonukleazy,
JejichZ cilova mista se nachazeji v polylinkeru. ampR = gen pro rezistenci k ampicilinu (se-
lek¢éni marker), ori = pocatek replikace a lacZ’ = &ast genu lacZ kédujici proximalni tsek
B-galaktozidazy.



Vektory pro specialni ucely

Expresni vektory — obsahuiji silny promotor umisteny proti smeru
transkripce od klonovaciho mista. Po naklonovani cizorodého genu
muZze dojit k jeho expresi a tvorbé pfislusného produktu,

Kyvadlove vektory — maji 2 pocatky replikace, ktere jim umoznuiji
ucinné se replikovat v burikach 2 rtznych organismu (E. coli a B.
subtilis, E.coli a kvasinky)

Vektory odvozené z bakteriofaga M13 (inser¢ni vektory), z
bakteriofaga lambda (substitu¢ni vektory)

Kosmidy jsou odvozené z plasmidu (pBR322), do néhoz byla
naklonovana mista cos bakteriofaga lambda. V burikach se kosmid
replikuje jako plasmid.

BAC, YAC a PAC vektory (umélé bakterialni chromosomy, umélé

kvasinkové chromosomy a chromosomy odvozené z bakteriofaga
P1)



Klonovani v M13 vektorech (Smarda a spol. 2005)
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Obr. 23 Klonovani ve vektorech M13



onovani gent v YAC vektorech (Smarda a spol.
005)

Obr.24 Klonovani genii v kvasinkovych umélych chromozomech

Vysvétlivky: ARS1 — pottek replikace aktivni v kvasinkové b
z Tetrahymena, CEN4 — centromera, TRP1 a URA3 — mar
kovych buiikich, ampR — bakteridlni selekéni marker, ori —p
ridlni buiice.



Zakladani genovych knihoven

» Jestlize ma byt vyhledan a klonovan
konkretni gen urciteho organismu, je
obvykle prvnim krokem zalozeni jeho

genomové knihovny (genomove banky)
nebo cDNA knihovny.



Genomova knihovna

Soubor klonovanych fragmentu pfipravenych stépenim
genomove DNA, které dohromady reprezentuji cely
genom daneho organismu.

Genomova knihovna umoznuje studovat geny v jejich
prirozene podobe, vCetné intronu a regulacnich oblasti.

Knihovna cDNA je tvorena klony, které obsahuiji
molekuly cDNA, pripravené zpetnou transkripci mRNA
izolované z bunek organismu.

Expresni genova knihovna je knihovna cDNA vytvorena
expresnimi vektory, ktere umoznuji klonovane sekvence
exprimovat.

Vyber vektoru zavisi na velikosti genomu, z nehoz se
knihovna pripravuije.



Konstrukce genomové knihovna (Smarda a
spol.2005
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Dbr.25 Konstrukce genomové knihovny z lidské:
ho genomu



Vyhledavani genu v knihovneée

DNA sondy a DNA/DNA hybridisace
(homologni, heterologni, cDNA sondy,
oligonukleotidové sondy)

Imunologicka detekce (je-li protilatka)
Proteinova aktivita (kdyz bunky protein
nesyntetizuji)

Komplementace (transformuje se do
mutantnich bunek)



Analyza dlouhych useku genomu

* Prochazeni po chromosomu
* Preskakovani po chromosomu

e Obr.26



rochazeni po chromosomu (Smarda a spol.
2005)

Sonda pfipravend z koncového tneku nmml

i * Wychozl klon z genomové knihov

Obr. 26 Prochazeni pro chromozomu



Fyzikalni (restrikCni) mapovani
genomu

Konstrukce restrikCnich map je jednim ze
zakladnich kroku pfi charakterizaci molekul DNA

RestrikCni mapa je schematické znazornéni
poloh a vzdalenosti restrikCnich mist na
molekule DNA.

Jedna se o fyzikalni mapu DNA, jelikoz se
vzdalenosti mezi jednotlivymi misty udavaji v
pocCtech nukleotidu.

Postup, podle kterého probiha sestavovani
restrikCni mapy se nazyva restrikCni mapovani.



Konstrukce restrikCni mapy

« Kombinovanym stepenim dvema
restrikCnimi enzymy

* Konstrukce restrikCni mapy

* Obr.27



Konstrukce restrikéni mapy (Smarda a spol.
2005)

Dbr. 27 Konstrukce restrikéni mapy kombinovanym 3tépenim dvéma restrikénimi enzymy. Stépent
molekuly DNA enzymem 1 vedlo k vytvofeni 3 kb, 6 kb a 8 kb fragmentu (tj. na DNA jsou
pro tento enzym dvé cilova mista), ale neprokazalo, zda se 3 kb fragment nachézi uprostfed
nebo na konci §tépené sekvence. Kombinované stépenf enzymy I a 2 ponechalo 6 kb a 8 kb
fragmenty intaktni, ale dolo k rozitépeni 3 kb fragmentu, coz dokazuje, Ze enzym 2 $tépi
uvnité 3 kb fragmentu vytvofeného enzymem 1. Pokud by 3 kb fragment byl na konci
analyzované sekvence, pak St&peni samotnym enzymem 2 musi divat 1 kb nebo 2 kb frag-
ment. Protoze tomu tak neni, musi byt 3 kb fragment vytvofeny po §tépeni enzymem 1 upro-
stted. Ta, Ze cilové misto pro enzym 2 lezi blize 6 kb fragmentu neZ 8 kb fragmentu lze od-
vodit z faktu, Ze po §tépeni enzymem 2 vznikaji fragmenty o velikostech 7 kba 10 kb.






