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Trochu historie

*Vegetativni rozmnozovani

*Pokusy o déleni embryii

*1981 - prenesli do oocytu jadra z mysSich embryonalnich bunék a narodily se tfi zdravé mysi
*1986 - Willadsen naklonoval ovci

jadro z embryonalni buriky tento védec prenesl do

vajiCka, které bylo pravé v metafazi

*V/ fadé pfipadu klonovani bylo pozorovano, ze klony trpély fadou poruch a snizenim
zivotaschopnosti a v nékterych pripadech mély zkracené telomery
*Genetické stafi jejich bunék tedy odpovidalo puvodnimu jedinci

Pozdéji bylo zjisténo, ze pfi klonovani vétsiny bunécnych typu dochazi k obnoveni délky telomer




*Klonovani = vytvareni nového jedince geneticky identického s prfedlohou. Tito dva jedinci se
poté oznacuji jako klony
*Tento proces probiha velice ¢asto v pfirodé u rostlin i Zzivoc€ichu




Klonovani DNA

(W4 WLV 4

1) pfiprava rekombinantniho vektoru
*Vybrani vhodného useku DNA
*Neni mozné pouzit pouze sekvenci, kterou chceme namnozit.
*Sekvence musi zahrnovat dulezité enzymy pro replikaci, a zamezit, aby doslo k rozlozeni
DNA pomoci nukleaz
*vektor je DNA, ktera ma tyto vlastnosti a je schopna proniknout do burky
*Plazmidy, bakteriofagni DNA, umélé bakterialni chromozomy (BACs) Ci kosmidy




2) pfenos takto pfipravenych vektoru do bunék

biologicky (pomoci adenoviru, retrovirl)

«chemicky (pomoci latek které vyvolaji endocytézu)

fyzikalné (tepelnym Sokem i elektropolaci)

*hostitelskou bunkou byvaji bakterie (Escherichia coli), kvasinky, bakteriofagy

3) selekce klonl obsahujicich rekombinantni DNA a nasledné analyza klonované DNA.
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Nazvoslovi

 transformace: pfenos DNA do prokaryotickych bunék
 transfekce: prenos DNA do eukaryotickych bunék

« transfekuje/transformuje se bunka, nikoliv DNA
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Typy prenosu DNA

Transformace/transfek
ce prechodna

« prenasena DNAse v
bunce nachazi pouze
extrachromozomalnim
stavu, transgen se
prepisuje po
omezenou dobu

» jedna bunka muaze
obsahovat vetsi pocet
kopii prenesené DNA

Transformace/transfek
ce stabilni

« prenasena DNA se
zacClenuje do
chromozomu hostitelské
bunky (tento déj nastava
s nizkou frekvenci 10-°—
10)

* nizka pravdepodobnost
vyskytu dvou nebo vice
kopii transgenu v jedné
bunce



Metody prenosu - vyuziti CaCl,

Navozeni stavu kompetence bakterii promytim bunek ledovym
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Metody prenosu - vyuziti CaCl,

Transfekce

zprostredkovana

fosforeChanem
vapenatym

DNA se
smicha s
CaCl, ve
fosfatovém
pufru
dochazi k
precipitaci
Vznikne
jemna
srazenina
DNA a
fosforecnan

u
va’pena’rého

inferest Calcium
phosphate-DNA
coprecipitate
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Introcluce DNA into
cultured animal cells

Gene confermning
drug-resistance to

- SR S A fraction of cells
take up and transiently Selection in
express plasmid DNA drug-containing
moedium

Only stably transfomed
cells form colonies

: Stably transformed cells contain

plasmid sequences integrated
into chromosomal DNA




Metody prenosu - elektroporace

Vyuzitelné jak
u bakterii, tak i
u

eukaryotickych

bunék
Vystaveni
kratkému
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Dalsi transfekcni postupy

1. prostrednictvim DEAE-dextranu

2. lipofekce

3. vyuziti genove pistole

4. vyuziti mikroinjekce

5. vyuziti virovych a fagovych postupu







A4 B

Selekce bunek, ktere prijaly

vektor
Prokaryota Eukaryota
Gen bla Vyuziti bakterialnich
« Nachazi se ve enzymu fungujicich u
vektoru a poskytuje eukaryot
bunkam rezistenci e guanin-
k antibiotikum fosforibozyltransferaz
« Koduje enzym [3- a (gpt)
laktamazu - e aminoglykozid-
hydrolyza - fosfotransferaza
\| / laktamovych (neo)
antibiotik e puromycin-N-

/) acetyltransferaza




Inzercni inaktivace - Modrobily
test

¢ with X-Gal+IPTG

— White colonies

4 — —=> Blue colonies

Plasmid Foreig
vector

—3 Blue colonies

Ligation Screening







Vektory

*Replikace
*Plazmidy nebo
chromozomy
bakteriofagu
*10-15 kb
Fagomidy, kosmid
YAC, BAC,

PAC Polylinker

Pocatek

replikace \

C ntrome
Telcnmewr

Unikatni l

restrikéni . ,
misto Dominantni
selekéni

marker
Mnohocetné
klonovaci misto




Chemicka mutageneze bisulfitem

Pfiprava
ssDNA

HydrogensiriCitan

Pripojeni ‘
primeru

DMA polymeraza,
dNTP, replikace

Proti U je
zaclenén A

C-U->T
| I |

G A A

Qdstranéni Vystépeni mutovanych
poskozeného ——_—-’ inzert( (Hindlll-EcoRl)

vektoru

GC — AT

VioZeni inzertd
do nového
vektoru

Knihovna klona obsahujicich |
mutované inzerty




Priprava ssDNA in vitro

*Prima syntéza
pozadovaneho
oligonuklidu

*Vlozeni do plazmidu
pomoci ,sticky” end —
Jlepkave” konce nebo
,olunt®

*AZ 100 nukleotidu




Oligo klonovani

Dva komplementarni
oligonuklidy s presahem
*Nas vektor s restrikCnin
misty

Plesah pro Mot | Spe | Kpnl EcoR|I Pfesah pra Sall

1. oligonukleotid: 5'GGCCGCACTAGTGGTACCGAATTCGS!

(1

2. oligonukleotid: 5 AGCTGCTTAAGCCATGGTGATCACG 3°

Presah pro Sal | EcoR | Kpnl Spe | Pfesah pro Nat |
$tépeni v mista Not | P vzdgemnd hybridizac
GCGGCCGC N
CGCCGGCG
Pfesah pro Not1 Spe | Kpm | EcoR |

5'GGCCGCACTAGTGGTACCGAATTCG 3

Stépeni v misté Sal | 3'CGTGATCACCATGGCTTAAGCAGCTS @)

GTCGAC
CAGCTG Pfesah pro Sal |
Ligace
(3) ¥
Mot | Sal | e

Restrikéni Stépeni

Recipientni *

plasmid

L

MNetl, Spe |, Kpn |, EcoR I, Sall

Vysledny

plasmid




PCR

* DNA-pol. (Taq, Pfu, Tli, Tfl...)

e Mg2+

* Templat

* Primery

* Nukleotidy

The search for ever more heat-stable
DMA polymerases continues.

Get the reagents Prepare the mix

Lose your spot
setting up full plate Cry







Restrikcni
endonukleazy

Mistné specifické enzymy

1970 Hamilton Smith — Haemophilus
influenzae

Ochrana genetického materialu bunky pred
cizi DNA =2 ,imunitni systém prokaryot”

l.a lll. — mimo X Il. — uvnitr

Palindromy, lepivé konce



Viastnosti RE

EcoRl

endonukleaza

INONY
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EcoRI

l.alll. —mimo X Il. —
uvnitr
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(DNA-ligaza)
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Restriction Enzyme
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okt DN,

E. coli RY13
metylaza
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CRISPR/Cas9

* Clustered RegularlyInterspersed Palindromic
Repeats

» System antifagove imunity
* S. pyogenes
* Endonukleaza + RNA

* Cilena mutageneze, deletovani, nahrazovani
a editovanigend






Genova kazeta

*Obsahuje gen a rekombinantni misto
*Mala mobilni geneticka jednotka
*Rezistence na antibiotika, exotoxiny
*Horizontalni prenos

Genoveé inzenyrstvi - RE




Horizontalni prenos

*Mezi bunkami stejneho druhu — nejCasteji bakterie
Pomoci fagu - transdukci, transformaci nebo
bakterialni koniunkci __
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Expresni kazeta

*Obsahuje promotor, ORF, gen
*Regulacni oblasti
*RuUzné pfipony

Al colonies contain reutant plasmid
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LIC klonovani

*Klonovani bez ligace

*Produkt PCR s presné navrzenym koncem

*Plazmid
https://go.takarabio.com/EU-In-Fusion-webinar-
series.html?gclid=CjwKCAjwsfreBRBIEIWAIKSUHSTgN
hEQYyLERWZKSWPG6VgbKsMRczR73B9LZUjkaDNgRk
KOmnOh_hWhoCqEgQAvD BwE



Vector PCR

Sspl Forward Reverse
! LIC tag LIC tag
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Digest Sspl l
lm pol + dGTP T pott eieTE

D =

.l, Anneal and transform
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Supresorova tRNA

Mutace se ztratou Smys|u SUDMessor mutation: changes Iyr-tKNA anticodon
«Stop kodon

Mutace v antikodonu tRN/
*VVnaseni specialnich AMK

tRNA mutation
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TA KLONOVANI ovon

®* jedna z nejpopuldrnéjsich metod

klonovéni/subklonovéni

* zalozend na schopnosti Adeninu (A) a

Thyminu (T) hybridizovat

MCS T
Recipientni
plasmid

A”PCR produkt
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TA KLONOVANI mecanismus

* produkty PCR se amplifikuji pouze s Taq
DNA polymerdzou

* ta postradd 5'-3 ' exonukledzovou schopnost

* je schopnd pridavat dATP zbytek na 3'
konce dsPCR produktu

TA Cloning
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TA KLONOVANI mechanismus

* linearizovany vektor s komplementdrnimi
ddTTP zbytky na 3' konci

®* smichdni vektoru s insertem
* vznikd rekombinantni DNA

* rekombinace je zpUsobena DNA ligdzou

TA Cloning




TA Kl.ONOVANi VYHODY (A NEVYHODY)

VYHODY

* neni treba pouziti restrikénich enzymo

* jednodussi, rychlejsi, levnéijsi

NEVYHODY

X gen ma 50% Sanci na klonovani v opacném sméru




TA KLONOVANi VYHODY (A NEVYHQDY)

ThermoFisher
SCIENTIFIC

Uéinnost klonovéni

Cas ligace

Teplota pro ligaci

VyZaduje se Cisténi
PCR produktu?

Selektivni
antibiotika

TA Cloning Kits Competitor P

80% (s kontrolou) 60% (s kontrolou)

15 minut 1 hod

Pokojova teplota Pokojova teplota
Ne Doporucuje se
Kanamycin Pouze Ampicillin

& Ampicillin







GATEWAY = KLONOVANI ovoo

* komeréni metoda vynalezena firmou
Invitrogen (19%0)

J) ® umoziuje prendset fragmenty DNA mezi

ruznymi vektory se zachovdnim c¢teciho rdmce

® prenos tisicu fragmentt DNA do jednoho

typu plasmidu nebo jednoho fragmentu do

/; vicero ruznych plasmidd




GATEWAY

A. BP Reakce (PCR fragment + Donor vektor
= Entry Clone)

DNA fragment je amplifikovdn s pomoci primeru

znaceného sekvenci attB
Donor vektor obsahuje konce se sekvenci attP

DNA fragment (s attB) se kombinuje s Donor

vektorem (s attP) — vznikd Entry Clone

Vysledny Entry Clone obsahuje poZadovany gen

lemovany sekvencemi attl

K I.O N OVA N i MECHANISMUS

. - PEXR I E-Hebagal
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GATEWAY

B.

LR reakce (Entry Clone + Cilovy Vektor

= Expression Clone)

Rekombinantni reakce mezi attl a attR misty
Entry Clone z BP reakce obsahuje attlL mista
Cilovy vektor obsahuje atiR mista

Sledovand sekvence je prendsena do jednoho

nebo vice cilovych vektors

Do reakce je pfiddn vektor Gateway® a

enzym Gateway® Clonase

K I.O N OVAN i MECHANISMUS

Entry Clone

-------

PEADDESTAS
&

160 b
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Destination Vector
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Expression Vector




GATEWAY = KLONOVANI ciiovévexrory

DMNA fragments from:

Yeast

Polymerase
chain reaction

Restriction
endonuclease
. digestion and ligation )

-

E. coli

Gene
S

cDNA library

GeneArt Strings DNA
Fragmants and Libraries

-

"y

\

o

Insect
Gene
St

H

Your wector
Gene
/
«  » Two-hybrid
Gene

g

Mammalian

Gene

(.(
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GATEWAY KLO NOVANi CILOVE VEKTORY /

Cilove vektory pro expresi proteint Cilove vektory pro jina pouziti
Hostitelé pro expresi proteind  Gateway Cilove vekiory PouZiti Gateway Cilové vektory
E. coli . Produkce protilatek nebo
. antigend
Kvasinky Lokalizace

Hmyzi bunky

Savdi bunky (konstitutivni Protein array

exprese)

Studovani protein—
Savci bunky (regulovana , and protein interakd
exprese)

——— . . Reporter assay
Savdi bunky (prenos virovych

gend) RNAI




GATEWAY KLONOVANi VYHODY (A NEVYHQDY)

* 95 % ucinnost klonovdni
* v priobéhu klonovdni zachovdna orientace a ¢teci rdmec
®* rychld reakce — pFiblizné 1 hod pfi pokojové teploté

®* snadnd manipulace DNA materidlu z vektoru do vektoru
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Genoveé inzenyrstvi

Zabyva se vytvarenim
pozménénych ¢i novych genu a
jejich zavadénim do organizmu s
cilem rekonstruovat jejich
genetickou vybavu

Metodickym zakladem genoveho
iInzenyrstvi jsou manipulace s
DNA in vitro

Cilené zmény v genetické
informaci Ize provadet take in
VIVO.




DNA knihovny

Do bakterialnich bunék je mozno
vlozit fragmenty z celého
bunecného genomu.

- Genomova knihovna




Genové inzenyrstvi

Priprava latek vyznamnych v |ékafstvi, zemédélstvi a prumyslu

vhaseni cizorodych genu do nepfibuznych organizmu a
ziskavani  produktd ve velkém mnozstvi - pfekonani
reprodukcCnich barier

alnich bunkach




Genoveé inzenyrstvi

Priprava latek s novymi vlastnostmi pozmenovanim stavajicich,
nebo vytvarenim novych genu - enzymy, protilatky, vakciny aj.
Priprava podjednotkove vakciny viru hepatitidy B (HBV) ve

-




Genove inzenyrstvi

Pozménovani a zlepSovani vlastnosti organizmu

Priprava mikroorganizmu pro biotechnologie

ZvysSovani vynosu kulturnich rostlin a uzitkovosti hosp. zvifat
(odolnost vuci chorobam, skudcum nebo zevnim vlivum,

produkce cizich latek v télech rostlin a zvirat)




Genoveé inzenyrstvi

Potraviny a krmiva
-Ovlivhovani agronomickych vlastnosti
Rezistence k herbicidum
Rezistence k patogenum (hmyzu, virum, plisnim apod.)
Tolerance ke stresum (vodni stres — sucho, mraz;
osmoticky stres — zasoleni pud)
-Modifikace poskliziovych vlastnosti
Prodlouzeni skladovatelnosti
Zpomaleni zrani a navozeni rezistence k skladkovym
chorobam
-Rezistence k virtim
-Rezistence k hmyzim Skudcum
-VylepSeni nutriénich hodnot plodu a semen nebo rostlinnych

HH // produktu vyuzivanych prumyslové H ﬁ)
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Genoveé inzenyrstvi

Zivoéichové
- Zvifata (mysi, drubez, hospodarska zvirata, ryby) obsahujici
gen pro
rustovy hormon — rychlejSi rust, zména vlastnosti produktu
- Prezvykavci obsahuijici ve stteve GMO-mikroorganismy, které
redukuji toxicitu nékterych rostlin (rozsireni potencialu
Krmiv)
- Drubez s pozménénymi travicimi schopno
lignin, tuky)
- Drubez se zvySenym obsahem lysozymu
prumyslu a farmakologii)
- Ovce s vylepsenou srsti A
- Zvitata jako darci organt pro transplanta:

—




Zvétsena slezina a jatra -
_hepatosplenomegalie u
Gaucherovy choroby

Genové inzenyrstvi

Genova terapie
leCba genetickych chorob dedicnych | nadorovych

cy'stlcka fibroza







Objev restrikCnich endonukleaz umoznil spojovat ve
zkumavce molekuly DNA jednoho druhu s molekulami
DNA druhu jineho, a vytvaret tak rekombinantni
molekuly DNA. Tyto molekuly Ize vilozit do zivych
bunek, kde se mohou exprimovat. Nekteri lide
odmitaji pouziti technologie rekombinantni DNA k
modifikaci zivych organismu, protoze je to
,2neprirozene”. Jini tvrdi, ze molekuly rekombinantni
DNA se vytvareji v nizke Cetnosti i v prirode a ze
vedci pouze urychluji prirozené procesy. Jaky mate vy
nazor na tuto problematiku? A procC?
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"Holy great mother of God, I've been cloned!"




