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Teoreticko prakticka ¢ast -  Prakticka uloha ¢€.1.

Téma: KLONOVANIE A MAPOVANIE DNA

1. Klonovanie DNA znamena vytvorenie rekombinantnej DNA a vlozenie tejto molekuly do
baktérie, kde sa za kratky ¢as vegetativhe namnozi a vytvori mnozstvo identickych képii. Na
pripravu rekombinantnej DNA potrebujeme nosicovu DNA (najCastejSie plazmid) a DNA,
ktort chceme klonovat. Obe tieto DNA opracujeme $pecialnymi enzymami, ktorym hovorime
restrikéné endonukleazy. Restrikéné endonukleazy su sucastou restrikCno-modifikaéného
systému baktérii, ktory sluZi na degradaciu a oznaCenie cudzej DNA v bunke. Takto sa
baktéria brani preniknutiu cudzej DNA do bunky. Enzymy Stiepia dvojvlaknovu DNA na
miestach so symetrickou palindrémovou sekvenciou (sekvencia rovnako &itana z dvoch stran
v protilahlych retazcoch).
Napr. —» 5'CTGCAG 3
3'GACGTC5' <*—

Restrikcné endonukleazy mézu zanechavat 5" alebo 3" preCnievajuce konce, alebo tupé
konce. Kompatibilné konce su dolezité pri spajani (ligovani) rekombinantnych DNA molekul,
pretoZze sa m6zu komplementarne sparovat’ iba pri pouziti rovnakého restrikéného enzymu.

- 5'G|GATCC 3
3 CCTAGFS' «— BamHI 5" koniec

— 5 CIGCA Ls 3
3 G|ACGTC 5 Kpnl 3’koniec

— 5 GAT|ATC3
3 CTA|TAGS5 - EcoRV tupy koniec

1.1. Schéma molekuly DNA s vyznaenymi restrikCnymi miestami sa nazyva restrikéna
mapa. Na obrazku mate restrikénd mapu plazmidu Yep13. Niektoré enzymy maju svoje
restrikéné miesta pritomné len raz, niektoré viackrat. Plazmid obsahuje Cast, ktora je
potrebna pre jeho replikaciu a Cast, ktoru mézeme nahradit cudzou DNA, ktora nesie
cielovy gén, ktory chceme klonovat. V plazmide su pritomné 2 markerové gény pre
rezistenciu na dve rézne antibiotika ampicilin a tetracyklin. Markerové gény sluZia na
odliSenie baktérii, do ktorych sa plazmid dostane od ostatnych. Bunky s plazmidom budu
rast na pode s antibiotikom a vytvoria kolonie, teda klony a bunky bez plazmidu zahynu.
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A. Ktory restrikCny enzym by ste pouzili ako miesto na klonovanie tak aby ste neporusili
potrebné Casti plazmidu a pre¢o? Ako budete selektovat bunky s rekombinantnou DNA?

B. Kolko fragmentov vznikne po Stiepeni restrikcnym enzymom Aval a aka bude ich velkost?

Poclet fragmentov..............cce

Velkosti fragmentov.........ccccooiiiiiiiiiiiiiciiic,

C. Kolko fragmentov vznikne po Stiepeni restrikénymi enzymami BamHI a EcoRI spolu
v jednej reakcii a aka bude ich velkost?

PocCet fragmentov..............ccccc

Velkosti fragmentov.........cccoooiiiiiiiiiiiiiciicci,

1.2. Restrikény enzym EcoRl &tiepi dvojvlaknovi DNA nasledovne:

5.. GGAATT C .. 3
3..CTTAA |G ..5

Ktory z nasledovnych fragmentov sa moze viazat na EcoRI restrikéné miesto?

(A) (B) (©) (D)
..CG AATTCG . . .. TGAATT GT..
.. GCAATT GC.. ..AC TTAACA ..

2. Nie vzdy mate k dispozicii DNA, v ktorej su identifikované miesta pre restrikCné enzymy.
Pokial chcete takuto DNA klonovat, musite zmapovat miesta pre restrikné enzymy, ktoré by
ste mohli pouZit na klonovanie. Na restrikéné mapovanie musite pouZzit' niekolko enzymov
a urobit’ jednoduché aj dvoijité Stiepenia. Na zaklade velkosti fragmentov, ktoré dostanete po
Stiepeniach viete lokalizovat restrikéné miesta a urCit aj ich vzajomné vzdialenosti. Na
obrazku mate schému takych Stiepeni linearnej DNA.
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2.1. Urcte pocet restrik€nych miest pre oba enzymy a ich poradie. Nakreslite restrikéna mapu
linearnej DNA tak, Zze na schéme nizSie vyznaclite polohu jednotlivych miest a ich
vzdialenosti
Pocet miest:

Enzym 1

Enzym 2

Restrikéna mapa:

14 kb

2.2. Pri Stiepeni kruhového plazmidu pBIO sme dostali nasledovné fragmenty:
Hindlll 3,82 kbp, 0,18 kbp

BamHI 2,35 kbp, 1,65 kbp

EcoRlI 3,0 kbp, 1,0 kbp

Hindlll + BamHI 2,35 kbp, 1,2 kbp, 0,27 kbp, 0,18 kbp

Hindlll + EcoRI 1,87 kbp, 1,0 kbp,0,95 kbp, 0,18 kbp

BamHI + EcoRI 1,6 kbp, 1,4 kbp, 0,75 kbp, 0,25 kbp

Zakreslite polohu jednotlivych restrikénych miest do schémy kruhového plazmidu aj so
vzdialenostami medzi restrikCnymi miestami.

pBIO

Urcte velkost plazmidu.....................
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