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KLONOVÁNÍ GENŮ 



KLONOVÁNÍ GENŮ 
 

• Klonování genů patří mezi moderní a velmi 
perspektivní molekulární metody 
 

• zisk čistého vzorku jednotlivého genu, odděleného 
od všech ostatních genů v buňce 
 

• Principem klonování genů je vytvoření mnoha kopií 
cílového genu díky přirozenému množení 
hostitelských buněk 
 

• Úsek DNA, který chceme klonovat, je vložen do 
kružnicové molekuly DNA zvané vektor - vzniká tzv. 
rekombinantní molekula DNA 
 

• čistý gen může být dále sekvenován (tj. určí se 
přesné pořadí nukleotidů v sekvenci) a porovnám 
s daty uloženými v mezinárodní bance klonů 
 

•  přiřazení  klonu k již známým klonům (podle 
vzájemné podobnosti nukleotidových sekvencí) a 
vytvoření fylogenetického stromu. 

 



• Vektor je přenesen do hostitele (zpravidla 
bakterie), kde se pomnoží a produkuje velké 
množství vlastních kopií a zároveň kopií 
genu, který nese 

 

• Množením hostitelských buněk se do 
dceřiných buněk přenáší i kopie 
rekombinantní DNA, kde opět dochází 
k replikaci 

 

• Po mnohonásobném dělení vzniká kolonie 
neboli klon identických hostitelských buněk. 
Každá buňka klonu obsahuje jednu nebo více 
kopií molekuly rekombinantní DNA - gen, 
nesený rekombinantní molekulou DNA, se 
pak nazývá klonovaný.  

 

 



 PCR 

 

• cyklicky namnoží vybrané úseky 
vyizolované DNA 

 

• Purifikace získané DNA, díky které byly 
odstraněny zbytky chemikálií a 
nukleotidů 

 

 

 

 



 Vložení PCR produktů do klonovacího vektoru 

 

• Zpurifikované fragmenty DNA byly vloženy do plazmidových vektorů (pUC8) (vznik tzv. 
rekombinantní DNA molekuly)  

 

•  vektor transportován do hostitelské buňky E. coli (tzv. transformace) 

 

• horizontální přenos genetické informace není v přírodě pravděpodobně běžným procesem 

 

 



Bakteriální plazmidy (malé kruhové molekuly) obvykle nesou malé množství 
celkové DNA (cca 5%), která není pro základní životní pochody nezbytná, ale 
přináší obvykle jisté selektivní výhody - například rezistenci k antibiotiku 



 Příjem molekuly DNA kompetentní 
bakteriální buňkou 

 

• Abychom zvýšili schopnost 
bakterií přijmout DNA, je nutné je 
chemicky i fyzikálně upravit.  

 

• Buňky se připravují v roztoku solí 
(CaCl2)  -  tzv. kompetentní buňky 
a pohyb molekul DNA do nich je 
stimulován krátkodobým 
zvýšením teploty na 42˚C.  

 



 Kultivace kompetentních buněk 
 

• Vzorky kompetentních bakterií E.coli s plazmidy byly naneseny na agarovou 
plotnu a inkubovány přes noc 

• Následující den je nutné vybrané kolonie (nesoucí jeden klon) přeočkovat na 
čistou půdu. 

 



• 5. Dvojí selekce – I. antibiotikum 

 

• K rozlišení kolonií, které jsou tvořeny 
transformovanými buňkami se používá 
systém dvojí selekce 

 

•  Může se totiž stát, že bakterie nepřijmou 
nabízený plazmid 

 

•  nebo přijmou plazmid, který nenese náš 
segment DNA 

 

 

 

 



Dvojí kontrola na téže agarové plotně 
 
 První selekce spočívá v tom, že plazmid obsahuje gen k získání rezistence k 
antibiotiku, které se přidává do agaru, tzn. že vyrostou pouze kolonie bakterií, které 
plazmid přijaly.  



Dvojí selekce - II. princip inzerční inaktivace 
genu lacZ’ 

 

• principu narušení integrity určitého genu v 
klonovacím vektoru poté, co inkorporoval 
fragment DNA.  

 

• Narušení integrity genu se projeví tím, že 
buňka přestane vykazovat nějakou 
vlastnost.  

 

• vektor pUC8 nese  gen  lacZ‘, kódující část 
enzymu β-galaktosidázy, který je běžnou 
součástí genetické výbavy E.coli a je nutný 
ke štěpení laktózy.  

 

 



• Pro klonování je však použit 
modifikovaný bakteriální kmen, který 
postrádá právě tu  část segmentu genu 
lacZ‘, která je nesena plazmidem.  

 

• Takto modifikované kmeny mohou 
syntetizovat β-galaktosidázu pouze 
v případě, že přijmou plazmid.  

 

• Agarová půda obsahuje analog laktózy 
(X-gal), který je rozkládán enzymem β-
galaktosidázou za vzniku modrého 
barviva.  

 



• Výsledkem tedy je, že na agarové plotně jsou kolonie bílé a modré. Modré jsou 
tvořeny bakteriemi, které přijaly plazmid bez inkorporovaného segmentu DNA - 
nedošlo k porušení integrity genu lacZ‘, byla syntetizována β-galaktosidáza a 
štěpena laktóza za vzniku modrého barviva.  
 



KO 

OK 

Bílé kolonie představují bakterie, které přijaly plazmid s rekombinantní molekulou 
DNA, došlo tedy k narušení integrity genu lacZ‘ a nebyla syntetizována β-
galaktosidáza ani štěpena laktóza.  
 
Bílé kolonie bakterií, nesoucí v plazmidech rekombinantní molekulu DNA, jsou potom 
cílové pro sekvenační analýzy. Tento systém se také nazývá modro/bílá selekce.  



7. Konstrukce fylogenetického stromu – metanotrofní bakterie 
 

• Výsledné nalezené sekvence patřící metanotrofům byly následně 
porovnány s databázemi klonových knihoven a dle míry podobnosti byl 
zkonstruován fylogenetický strom. 

 
 

Fylogenetická pozice sekvence 16S rRNA genu (S15) získaná 
z hyporheického sedimentu toku Sitka.  



SEKVENOVÁNÍ DNA 
 a základy bioinformatiky 

EKO/MEM – Molekulární ekologie mikroorganismů 



Úvod – DNA   
První zmínka – „nuclein“ 

– Friedrich Miescher 1869 – z jader bílých 
krvinek izoloval směs různých látek 
bohatých na fosfát, kterou pojmenoval 
nuklein a skrývaly se za ní nukleové kyseliny 
DNA a RNA 

– Hershey a Chase 1952 -potvrdili roli DNA v 
dědičnosti,  Nobelova cenu za fyziologii a 
medicínu  

             Watson, Crick a Fraklinová 

– Teoretický a experimentální důkaz struktury 
DNA 

Watson a Crick 

Rosalind Franklin 



Úvod – sekvenování  
• Sangerovo sekvenování – 1977  

• Sekvenování nové generace  

     (next-gen sequencing – NGS) 

– 454 pyrosekvenovaní (Roche) 

– Illumina 

– A další…. 



Sanger 

• Chain termination method 
• Součásti reakce 

• dNTPs (ATCG) 
• dideoxyNTPs  
 (nemají 3´-OH skupinu, 
 Značené fluorescenčně) 
• DNA polymeráza 
• 1 Primer 

• Kapilární elektroforéza 
• Detekce fluorochomů laserem 
• Výsledek – chromatogram  

 

https://www.youtube.com/watch?v
=vK-HlMaitnE 



454 pyrosekvenování  

Flowgram Snímek pikotitrační destičky          

Pyrosekvenování je nová DNA sekvenační metoda založená na detekci pyrofosfátu, který je vedlejším produktem 
polymerizace DNA. Pyrofosfát vzniká poté co DNA polymeráza inkorporuje dNTP do prodlužujícího se primeru . Několika 
enzymatickými kroky je pyrofosfát konvertován na ATP které pohání luciferázovou reakci . Proto je pozorována světelná 
emise, když je do rostoucího řetězce DNA přidán další nukleotid. 

fragmenty DNA – genomická DNA, PCR produkt na každý jednotlivý 
fragment DNA napojeny adaptory 

adaptory vážou fragment na capture beads (1 fragment → 1 bead) 

 emulzní PCR (emPCR) – na každé bead proběhne klonální  
amplifikace fragmentu → namnožení daného typu molekuly DNA 

• než k samotnému sekvenování dojde, jsou jednotlivé 
fragmenty DNA umístěny na streptavidinový substrát a 
každý z těchto fragmentů je umístěn do speciálního 
pikolitrového reaktoru 

• práce 4 enzymů – DNA polymerázy , ATP sulfurylázy, 
luciferázy a apyrázy.  

• První reakcí je DNA polymerace pomocí DNA 
polymerázy, kdy dochází k zařazení příslušného 
deoxynukleotid trifosfátu (dNTPs) za uvolnění 
pyrofosfátu -uvolněn z polymerázy a může sloužit jako 
substrát pro ATP sulfurylázu-dojde ke kvantitativnímu 
převedení pyrofosfátu na ATP 

• Během třetí a čtvrté reakce je ATP převedeno na 
světelný signál pomocí enzymu luciferázy a následně je 
světelný signál detekován a vyhodnocen programem. 

• Poslední je reakce apyrázy, která odstraní 
nezainkorpované nukleotidy a ATP, aby následně 
mohlo dojít k zopakování celého výše popsaného 
procesu  

• paralelně probíhá obrovské množství sekvenovacích 
procesů najednou a výsledek je čten počítačem. 

 

Mateřské mléko – 
cca 700 druhů 
bakterií, složení 
mikrobiomu v 
mateřském mléce 
ovlivňuje i 
fyziologický stres a 
hormony 
 



Illumina 



Oxford Nanopore Technologies 
(zajímavost) 

• Sekvenování pomocí změny napětí v 
nanopóru 

• Vysoká chybovost!!!  
• Ale předpokládá se vylepšení. 

• technologie nanopórů využívají velmi 
tenkých otvorů na molekulární úrovni, jimiž 
prochází zkoumaný řetězec DNA 

•  v nanopóru jsou navíc umístěny drobné 
elektrody 

• jak každý ze čtyř nukleotidů ovlivňuje svým 
vlastním specifickým způsobem proud 
elektronů mezi elektrodami, je možné velmi 
rychle určit pořadí procházejících 
nukleotidů 



Porovnání NGS a Sanger 

Liu et al. 2012 



Porovnání NGS a Sanger 

Liu et al. 2012 



Proč sekvenovat? 
• Identifikace druhů - popis společenstva 

• Barcoding 

• Rekonstrukce evoluce 

• Popis metabolismu v rámci společenstva 

 
Problémy mikroorganismů 

• Malé rozměry – menší než 1 mm 

• Vysoká druhová diversita – jen bakterie mohou mít miliardu druhů 

• Vysoká metabolická diversita 

• Jen malá část se dá kultivovat 

 



Metagenomika 

Klonování 
x NGS 



Vývoj počtu sekvencí získaných 
metagenomickým přístupem 



Sequence-based analýza pomocí 
klonování 

• Počet získaných sekvencí – desítky až stovky 

• Sangerovo sekvenování 

• Vysoká přesnost, dlouhá čtení 



Kolik je dost? Kolik sekvencí je potřeba 
k popisu společenstva  

Nedostatečné vzorkování, většina 
diversity nepopsaná 
 
Habitat nedostatečně vzorkován 
 
 
 
 
 
(Skoro) všechny druhy popsány  

Wooley et al. 2010 



Molekulární markery používané v 
metagenomice 

• Prokaryota – 16S rRNA, mcrA 

• Eukaryota – 18S rRNA, 28S rRNA, COI, rbcL 

• 16S rRNA, 18S rRNA – ribozomální RNA 

– Podléhá málo mutacím – základ metabolismu 

– V každém organismu  

– Nekóduje protein – často se vyskytují mezery 



Iniciální zpracování sekvencí 

• Čtení chromatogramu 

• Assembly 

• Ořezání – trimming  

• Proofreading 

• Export  

 



Čtení chromatogramu Sequencher 5.1 



Čtení chromatogramu Sequencher 5.1 



Assembly - poskládání 

• Výpočetně  
      náročnější 
• Nevýhodné  
     pro krátká 
     čtení 

http://gcat.davidson.edu/phast/debruijn.html 

Eulerovský tah – jak spojit všechny 
 body v prostoru jedním tahem? 
(Eulerian path) 

• Výpočetně  
      Méně náročné 
• Výhodné  
     pro krátká 
     čtení  

http://gcat.davidson.edu/phast/debruijn.html


Assembly - poskládání 

 



Ořezání – trimming  

Ořezání primerů, vektorů apod. 



Proofread – manuální oprava sekvencí 

 



Chiméry 
• Artefakty vzniklé při PCR 

• Většinou vznikají nekompletní extenzí primerů  

• Takto vzniklé prodloužené primery se navazují na různé 
templáty a vznikají chimerické sekvence 

• Další minoritní důvody vzniku: 
– Nízká procesivita polymerázy (málo navázaných bází) 

– Špatně vložené nukleotidy 

– A další…. 

• Jak odhalit chiméru? Bioinformatika… 



Chiméry 

Detekce chimér pomocí program Mallard (Ashelford et al. 2006) 



Databáze GenBank 

• https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

• Obsahuje kompletně všechny sekvence DNA, i z různých 
dalších databází 

• Poskytuje vše bezplatně  

• Obsahuje velké množství nástrojů na práci se sekvencemi 

• Při publikaci je nutné použité sekvence publikovat v této 
databází 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/




GenBank záznam 



BLAST 

• Basic Local Alignment Search Tool 

• V krátkém čase (heuristické vyhledávání) 
prohledá GenBank a najde nejpodobnější 
sekvence 

• Využití – hledání ortologů sekvencí, hledání 
taxonomicky příbuzných sekvencí apod. 



 



 



Výsledek BLAST prohledávání  

 



Sequence-based analýza pomocí NGS 

• Velké množství sekvencí – desetitisíce až milióny 

• Kratší čtení 200 – 700 

• 454 pyrosekvenovaní, Illumina 

• Méně přesné 

• Amplikonové sekvenování x shotgun sekvenování 

 



Děkuji za pozornost!!! 



• https://www.youtube.com/watch?v=MIfDx41
7SDs  kloning 

 

• https://www.youtube.com/watch?v=nudG0r9
zL2M  sanger 

• https://www.youtube.com/watch?v=rsJoG-
AulNE 454 

• https://www.youtube.com/watch?v=Zqr8_Kiu
zHU Illumina 

 

 

https://www.youtube.com/watch?v=MIfDx417SDs
https://www.youtube.com/watch?v=MIfDx417SDs
https://www.youtube.com/watch?v=MIfDx417SDs
https://www.youtube.com/watch?v=nudG0r9zL2M
https://www.youtube.com/watch?v=nudG0r9zL2M
https://www.youtube.com/watch?v=nudG0r9zL2M
https://www.youtube.com/watch?v=rsJoG-AulNE
https://www.youtube.com/watch?v=rsJoG-AulNE
https://www.youtube.com/watch?v=rsJoG-AulNE
https://www.youtube.com/watch?v=rsJoG-AulNE
https://www.youtube.com/watch?v=Zqr8_KiuzHU
https://www.youtube.com/watch?v=Zqr8_KiuzHU
https://www.youtube.com/watch?v=Zqr8_KiuzHU

