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Co je to rekombinantni DNA?

Rekombinantni DNA je DNA sekvence
pripravena v laboratori a obsahujici casti z
ruznych zdroju

Rekombinantni DNA se zpravidla nevyskytuje u
organismu prirozené

Rekombinantni DNA se vyuziva v mnoha
aplikacich



Pro¢ vubec muzou existovat
rekombinantni DNA?

1) VSechny organismy maji spoleény puvod
2) Geneticky kod je univerzalni napric¢ zivymi
systémy

3) Transkrip€ni a translacni aparaty jsou
podobné

Proto muzeme jednotlivé ¢asti DNA mezi
sebou zaménovat



Nékolik historickych milniku |

1865 - J.G. Mendel

» pravidla vysvetlujici dedicnost

1900 - DeVries, Correns a Tschermak

> objevili nezavisle a formulovali Mendelovy zakony
dedicnosti

1910 — Thomas Hunt Morgan

» geny jsou umistény na chromozémech -
Drosophilla melanogaster



Nékolik historickych milniku Il

1922 — Morgan a kol.

> technika mapovani genti — pozice 2 000 genu na 4
chromozémech Drosophilla melanogaster

1944 — Avery, MacLeod, MacCarty

> genetickym materialem je DNA

1953 — Watson a Crick

> popsali strukturu DNA a vysveétlili jeji zakladni
biologické funkce

1966 — Nirenberg, Khorana, Ochoa
» popsali geneticky kod



Nekolik historickych milniku Il

19/71-1973

» Vznikaji metodiky rekombinantni technologie

1973

> V bakterialnich bunkach byl naklonovan prvni
zivocisny gen z DNA zaby Xenopus laevis

1977

» Byl naklonovan gen pro prvni lidsky protein do
bakterii - rekombinantni inzulin, na trhu v roce 1982



Nekolik historickych milniku IV

1996

» byl sekvenovan kompletni genom Saccharomyces
cerevisiae

» byla sekvenovana prvni archaebakterie
Metanococcus jannaschi

1997

» byl sekvenovan kompletni genom Escherichia coli
(4,6 x 10° bp, 4 000 genul)

2010
> byl vytvoren prvni synteticky organismus



Vytvoreni umeléeho zivota

Synteticky a genovym inzenyrstvim pripraven
genom Mycoplasma genitalium

> kolem 600 000
nukleotidu

» 517 genu

» podpisy

(http:/lwww.osel.cz/index.php?obsah=6&clanek=3244)



Zakladni aplikace
rekombinantni DNA

1) ldentifikace genu
2) Sledovani funkce genu
3) Studium regulace genové exprese



Rekombinantni DNA vznika
klonovanim

1) DNA fragment je viozen do vektoru

2) Vektor s fragmentem (rekombinantni DNA)
je transformovan do hostitele

3) V hostiteli se rekombinantni DNA namnozi

4) Pokud se hostitel rozmnozuje, mnozi se i
rekombinantni DNA

5) Po celé radé mnozeni vznika klon



1) Kazda bunka klonu obsahuje
jednu nebo vice kopii
rekombinantni molekuly

2) Gen neseny rekombinantni
molekulou je tzv. klonovany




Zakladni schema klonovani
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Co je potreba pro klonovani genu

» vlastni gen — fragment DNA
» vektor — plasmid, fag, kosmid
» hostitel — prijemce rekombinantni DNA

> inzert = gen zacleneny do vektoru
> rekombinantni DNA = vektor s inzertem



Dusledek klonovani genu =
transformace

Permanentni dedicha zmeéna v genetickém
materialu bunky zpusobena prijetim a
zaclenenim cizi genetické informace

» schopnost replikace
» schopnost exprese

Zdroje cizi genetické informace
zivocisny
rostlinny
mikrobialni
synteticky



Jak zacit klonovat?

Izolovat DNA v nativhim stavu

—

17

Naklonovat do vektoru



Proc je to klonovani tak dulezite?

a o ve o N
Umoznuje ziskat Cisty vzorek

jednotlivého genu prostého genu
jinych




Jak klonovanim ziskat jediny gen

tvorba
DNA
vektory rekombinantnich

olekul fragmenty
O kazda nese jiny
O fragment

v

transformace do bakterii

v



Jak klonovanim ziskat jediny gen

v

Vyseti na selektivhi médium

O O O
by

Kazda kolonie (klon) obsahuje jen jednu
molekulu rekombinantni DNA




A co dal?

NejdulezitéjsSi je identifikovat specificky klon mezi
spoustou dalsich

trpD
trpE - trpC
pyrF dnaL cysB trpB
trpA
opp tonB aroT

gen urceny ke klonovani

trpD m -
/ dnaL
trpE trpC E
C— ’
o trpA pB Jak selektovat nebo
—— OO identifikovat jen
cysB tonB aroT

jediny klon?



Jak identifikovat ten spravny klon

Prima selekce

» Provést klonovani tak, aby vznikly jen klony nesouci
pozadovany gen

Neprima selekce z genové knihovny

> Nejprve vytvorit kolekci vSech moznych genu
(genovou knihovnu)

» Analyzovat genovou knihovnu a vybrat ten spravny
gen



Porovnani prime a neprimé selekce
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by

( X X

Neprima selekce

Knihovna klonu

Klon s hledanym
genem



Prima selekce — geny rezistence

Gen pro rezistenci ke kanamycinu z plasmidu

kanR
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plasmid pBR322, E. coli
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Prima selekce — jine geny
Gen trpA pro tryptofan syntazu z E. coli

trpA

EQR |
| ransiomecs @ tp?ﬂ @ B
OOO v v

plasmid pBR322




Omezeni a vyuziti auxotrofie

Omezeni

» Musi existovat mutantni kmeny pro hledané geny
> Musi byt dostupné médium pro preziti wt kmen

Vyuziti
» Pro geny kédujici enzymy biosyntetickych drah
> Metoda neni omezena na E. coli nebo bakterie

» Auxotrofni kvasinky nebo viaknité houby

» Auxotrofni kmeny E. coli vyuzitelné i pro geny jinych
organismu



Identifikace neprima

Genova knihovna

> Kolekce klonu o dostateéném pocétu entit, ktera
obsahuje teoreticky vsechny geny daného
organismu

Kolik klonu je treba?

In (1-a/b)

N = pocet potrebnych klonu, p = pravdépodobnost, ze
je pritomen kterykoliv z genu, a = prumérna velikost
klonovanych fragmentu, b = celkova velikost genom:



Vypocitejte

Poéty klonu potiebnych pro nasledujici
organismy

I Pocet klona

Druh Velikost Fragmenty  Fragmenty
genomu, bp 17 Kbp 35 kbp
E. coli 4,6 x 10°
S. cerevisiae 1,8 x 107
Drosophila 1,2 x 108 21 500 10 000

Clovék 3,0 x 10° 564 000 274 000



Vypocitejte

Poéty klonu potiebnych pro nasledujici
organismy

I Pocet klona

Druh Velikost Fragmenty  Fragmenty
genomu, bp 17 Kbp 35 kbp
E. coli 4,6 x 10° 820 410
S. cerevisiae 1,8 x 107 3225 1 500
Drosophila 1,2 x 108 21 500 10 000

Clovék 3,0 x 10° 564 000 274 000



Priprava genoveé knihovny

Sau3A
castecnée stepeni l

~r—1
f"‘lﬁ-l/'lm('l"l

ligace do kosmidu

genova
knihovna
sbaleni a
transformace
E. coli

COS COS




Priprava knihovny cDNA

Je to knihovna transkripti mRNA

» Celkova mRNA je prepsana zpéetnou transkriptazou
do cDNA

¥ Zzpeétna transkriptaza

¥ DNA polymeraza

» Vzniklé cDNA jsou klonovany stejné jako genomova
dsDNA



Klonovat jen do kosmidu?

DalSi typy vektoru

» Plasmidy
> Bakteriofagy
» Kosmidy

» Umeélé chromozémy

plR322
f

Hexagonal Base Plate

Hellcal Sheathj

EcoR |

misto cos Smal

gen misto cos
rezistence

Oriv




Jak ziskat cDNA z mRNA - |

5° 3 3
I ger ~mMRNA  polyA
Pi—
<= cDNA ' oligodT
=%  PCR 5
5 4= EVErse primer 3

gen  mRNA polyA

CDNA




Jak ziskat cDNA z mRNA - |l

hexanukleotidy
—— e — — 3

P R—
_ gen
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Purifikaci genu zajisti i PCR
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I gen ziskany PCR je treba klonovat

» Pokud chceme sledovat jeho projev v bunce

» Pokud chceme prozkoumat mechanismy
regulace exprese genu

Techniky klonovani PCR
produktu jsou dnes bézné

w?




Klonovani produktu PCR - |

1) restrikcni stepeni




Klonovani produktu PCR - I

2) pripojeni restrikénich mist a restrikéni stepeni

IATGCAGGTAG

GCTAGTGTCA ‘

| l amplifikace

] F

l restrikCni stepeni

L]




Klonovani produktu PCR - |l
3) TA-klonovani

N~

T-vektor




Klonovani produktu PCR - |V

* 3) TOPO-klonovani

o
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Proc tedy klonovani?

PCR ma alespon dvé omezeni

» Musime znat sekvenci genu, nelze tedy efektivne
ziskat geny neznameé

> Rada genu je delSich nez je procesivita Taq
polymeraz

N
( Jak dlouhé DNA fragmenty lze

amplifikovat?
L J

~

» do 5 kbp relativné snadno
> do 40 kbp pouzitim specifickych postupu )




Domaci ukol

Naleznéte priklady bakteridlnich gen
dlouhych

a) do 5 kbp
b) do 40 kbp
c) delsich nez 40 kbp

Zkuste totéz pro kvasinky

Kdo najde nejdelsSi mikrobialni gen?

(S >

Nezapomente, ze slozené geny maji introny! 25

I\,!I




Jeste dve otazky

Lze obejit to, ze nezname presnou
sekvenci nového genu?

Muzeme se pokusit vyuzit znamou sekvenci
tehoz genu u pribuzného organismu

\ T

Lze obejit délku genu?

[ 297




Metody identifikace klonu

Identifikace na bazi nukleovych kyselin

» Hybridizace kolonii a plak — dot blot hybridizace
» Southern blotting

Identifikace na urovni translace
» Vyuziti protilatek



Hybridizace kolonii

nylonova membrana
lyze, denaturace,

otisk kolonii na fixace
membranu
(@) (@)
O O (@)
‘ O o ‘ ST S
Ooo ooo

otisk chromozédmoveé
DNA

bakterialni kolonie

(genomova banka) denaturovana
znacena cDNA 1

RTG film

expozice inkubace pres noc,

identifikace hybridizace

kolonie



Jak pripravit sondu

Sondy radioaktivhé znacené

» Nick translace

» Vyplnéni jednoretézcovych koncli

» Nahodilé znacCeni

> Zpravidla se vyuziva radioaktivni fosfor 3°P

Sondy fluorescencné znacené

» Znaceni biotinem
» Znaceni digoxigeninem
» Znaceni kfenovou peroxidazou

LA &4



Zopakujte si metody
radioaktivniho i
neradioaktivniho znaceni z
prednasky o hybridizaci




Nektere aspekty prace s
genomovou knihovnou

» Selekce nejlepsi sondy
» Priprava sondy s vyuzitim produktu translace
> ldentifikace pribuznych gent



Selekce nejlepsi sondy |

Nékteré sondy hybridizuji lépe, nékteré méneé

Knihovna klonu

sonda A

sonda B o
\ 1) Nespecificka
hybridizace?

2) Vice kopii
genu?




Selekce nejlepsi sondy Il

Knihovna klonu

sonda B* Silna
> zretelna
hybridizace

t

Priprava nové sondy B*

t

lzolace DNA



Priprava sondy s vyuzitim
produktu translace

» Pokud zname sekvenci aminokyselin muzeme
vyuzit tabulku genetického kodu a stanovit

kodony

AUG = Met
GUU = Val

» Jenze geneticky kod je degenerovany!



Ktere kodony muzeme ze sekvence
aminokyselin stanovit naprosto
presne?

Metionin = AUG
Tryptofan = UGG
Vsechny ostatni aminokyseliny jsou kédovany
alespon dvema kodony




U kodoénovych rodin muzeme
spolehlive urcit 2 ze 3
nukleotidu v kodénu




Navrh sondy pro cytochrom c
...-Asn-Val-Leu-Trp-Asp-Glu-Asn-Asn-Met-Ser-Glu-Tyr-...

Pomoci tabulky genetického kodu
stanovte sekvenci nukleotidu v
potencialni sondé




ldentifikace klonu s genem pro
cytochrom c

Syntetické oligonukleotidy Knihovna klont
V“
, Vi prvni sonda
9\ / i
l potencialni
jisty klon klony

druha sonda
<




Identifikace pribuznych genu
Vyhledavani sondou mezidruhovou

Knihovna klonu z DNA
Neurospora crassa

sonda z genu pro
cytochrom c
kvasinek
A

\ X4
/.>
)'(

>

klon, ktery
pravdepodobné
nese gen pro
cytochrom c



Identifikace pribuznych genu
Vyhledavani sondou vnitrodruhovou

Knihovna klonu z DNA
Escherichia coli

sonda z genu pro

histidin kinazu z
E. coli 5>
A

\ X4
/.>
)'( VL4

S ¢
klony

pravdepodobné
nesouci geny
genove rodiny




Southern blotting

fragmenty DNA
na elfo gelu filtracni papir ]

denaturace

membrana ]

prenos DNA z gelu na

membranu
’ @ Y
otisk DNA na inkubace se zna¢enou vyvolani RTG

membrané cDNA filmu




Prikladem vyuziti Southern
blotu byly RFLP profily
ziskané sondami 1S6110,
1S901 a IS900 u mykobakterii




Identifikace produktu translace

Podminkou je, aby byl protein bunkami
exprimovan

» Pouzivaji se protilatky polyklonalni nebo
monoklonalni

» Testuji se primo kolonie

» Metoda se velmi podoba
DOT BLOT hybridizaci




Imunoscreening kolonii

nylonova membrana .
y lyze bunék

otisk kolonii na chloroformem

membranu
S O oSO
‘ . CCDDOO ‘ %Cc;oo
otisk proteint
bakterialni kolonie —
(genomova banka) specificka Zhaceny
.y protein A
protilatka
RTG film

expozice inkubace pres noc,

identifikace hybridizace

kolonie



Jeste par poznamek
1) Monoklonalni protilatky produkuji hybridomy

http://fen.wikipedia.org/wiki/Hybridoma_technology

2) Protein A je bakterialni protein, ktery se
specificky vaze k protilatkam

3) Moderni pristupy vyuzivaji systému primarni-
sekundarni protilatka, detekce pak muze byt
fluorescencneé

Vice napr. prednasky ze 3. rocniku — Western blot
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