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1 Klonovanie a mapovanie DNA

Klonovanie DNA znamend vytvorenie rekombinantnej DNA a vloZenie tejto
molekuly do baktérie, kde sa za kratky cas vegetativne namnozi a vytvori
mnozstvo identickych képii. Na pripravu rekombinantnej DNA potrebujeme
nosic¢ovt DNA (najcastejsie plazmid) a DNA, ktorta chceme klonovat. Obe ti-
eto DNA opracujeme Specidlnymi enzymami, ktorym hovorime restrikéné en-
donukleazy. Restrikéné endonukledzy su sucastou restrikéno-modifikaéného
systému baktérii, ktory slizi na degradaciu a oznacenie cudzej DNA v bunke.
Takto sa baktéria brani preniknutiu cudzej DNA do bunky. Enzymy Stiepia
dvojvldknovii DNA na miestach so symetrickou palindrémovou sekvenciou
(sekvencia rovnako ¢itand z dvoch stran v protilahlych refazcoch).
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Restrikéné endonukledzy mozu zanechévat 5 alebo 3’ pre¢nievajuce konce,
alebo tupé konce. Kompatibilné konce st doélezité pri spajani (ligovani) re-
kombinantnych DNA molektl, pretoze sa mozu komplementarne sparovat
iba pri pouziti rovnakého restrikéného enzymu.
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Schéma molekuly DNA s vyznacdenymi restrikénymi miestami sa nazyva
restrikénd mapa. Na obrazku mate restrikéntt mapu plazmidu Yepl3. Niek-
toré enzymy maja svoje restrikéné miesta pritomné len raz, niektoré viac-
krat. Plazmid obsahuje cast, ktord je potrebna pre jeho replikdciu a cast,
ktortt mézeme nahradit cudzou DNA, ktora nesie cielovy gén, ktory chceme
klonovat. V plazmide st pritomné 2 markerové gény pre rezistenciu na dve
rozne antibiotikd ampicilin a tetracyklin. Markerové gény sltzia na odliSenie
baktérii, do ktorjch sa plazmid dostane od ostatnych. Bunky s plazmidom
budi rast na pode s antibiotikom a vytvoria koldnie, teda klony a bunky
bez plazmidu zahynt.
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1. Ktory restrikény enzym by ste pouzili ako miesto na klonovanie tak aby
ste neporusili potrebné ¢asti plazmidu a preco? Ako budete selektovat
bunky s rekombinantnou DNA?

2. Kolko fragmentov vznikne po Stiepeni restrikénym enzymom Aval a
aka bude ich velkost?
Pocet fragmentov:
Velkosti fragmentov:

3. Kolko fragmentov vznikne po Stiepeni restrikénymi enzymami BamHI
a EcoRI spolu v jednej reakcii a aké bude ich velkost?
Pocet fragmentov:
Velkosti fragmentov:

Restrikény enzym EcoRI stiepi dvojvlaknovi DNA nasledovne:

5.. GAATTC .. ¥
3..CTTAA |G ..5

4. Ktory z nasledovnych fragmentov sa moze viazat na EcoRI restrikéné

miesto?

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



Nie vzdy méte k dispozicii DNA, v ktorej st identifikované miesta pre
restrikéné enzymy. Pokial chcete takiito DNA klonovaf, musite zmapovat
miesta pre restrikéné enzymy, ktoré by ste mohli pouzit na klonovanie. Na
restrikéné mapovanie musite pouzit niekolko enzymov a urobit jednoduché aj
dvojité stiepenia. Na zaklade velkosti fragmentov, ktoré dostanete po Stiepe-
niach viete lokalizovat restrikéné miesta a urcif aj ich vzajomné vzdialenosti.
Na obréazku méate schému takych Stiepeni linedrnej DNA.
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5. Urcte pocet restrikénych miest pre oba enzymy a ich poradie. Nakres-
lite restriként mapu linedrnej DNA tak, Ze na schéme nizsie vyznacite
polohu jednotlivych miest a ich vzdialenosti.

Pocet miest:
Enzym 1:

Enzym 2:
Restrikénd mapa:

14 kb




6. Pri stiepeni kruhového plazmidu pBIO sme dostali nasledovné frag-
menty:
HindIII 3,82 kbp, 0,18 kbp
BamHI 2,35 kbp, 1,65 kbp
EcoRI 3,0 kbp, 1,0 kbp
HindIII + BamHI 2,35 kbp, 1,2 kbp, 0,27 kbp, 0,18 kbp
HindIII + 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 kruho-
vého plazmidu aj so vzdialenostami medzi restrikénymi miestami.

Urcte velkost plazmidu:



2 Molekularna biolégia—expresia génov u proka-
ryotov

Baktérie druhu Fscherichia coli, ktoré sa bezne vyskytuju v Tudskom tré-
viacom trakte, st Casto vystavené zmenadm v chemickom zlozeni prostredia.
Tieto zmeny, spdsobené vykyvmi v zloZeni potravy prijimanej ich hostitelom,
vyzaduju aby sa bakteridlny metabolizmus dokézal rychlo prispdsobit aktu-
alnym podmienkam.

Preferovanym zdrojom energie je pre E. coli glukéza. Ak sa vSak bunky
dostani do kontaktu s potravou, ktord obsahuje malo glukdzy, ale je bo-
hata napriklad na laktézu (mlieko), je potrebné zacat syntetizovat enzym
nevyhnutny pre jej metabolizmus (/-galaktozidaza). Navyse je potrebné vy-
tvorif aj prenasacovy protein zodpovedny za transport laktézy do buniek
(B-galaktozid permedza). Gény, kédujice tieto proteiny (lacZ, lacY’), sa v
gendéme nachadzaju vedla seba a ich expresia je regulovana rovnakymi regu-
laénymi oblastami—vytvaraju operén. Ak je v prostredi pritomné laktéza,
RNA-polymeraza sa viaze na oblast promdétora (Pj,.) tohto operénu a pre-
pise nasledujtce sekvencie do mRNA. Translaciou tejto mRNA potom vzni-
kaju oba proteiny, ¢o zabezpecuje ich stcasni produkciu (pozri obrazok).
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Ako je vSak zabezpecCené, Ze gény laktézového operdénu st exprimované
(vytvéraji sa z nich proteiny) iba v pritomnosti laktézy? Na prechadza-
jucom obrézku ste si mozno v§imli aj oblast oznacenu lacO, ktori nazy-
vame operator. Sem sa v nepritomnosti laktézy viaze protein oznacovany
ako represor, ktory je kédovany mimo operénu a konstitutivne (neustéle)
produkovany. Ak je represor naviazany na operator, zabranuje transkripcii
operénu RNA-polymerazou a tym aj produkcii proteinov nevyhnutnych pre
metabolizmus lakt6zy (Obr. A). Ak sa vSak v prostredi objavi laktéza, navi-
aze sa na represor a sposobi jeho odpadnutie z operatora, co ma za néasledok
expresiu génov lac operénu (Obr. B). Laktéza teda pdsobi ako induktor lac
operonu.
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7. Lakt6zovy operén je prikladom transkripénej regulacie génovej expre-
sie, ¢ize systému, pri ktorom sa o vytvoreni/nevytvoreni proteinu roz-
hoduje uz na drovni zapinania a vypinania transkripcie génu, ktory ho
kéduje. Okrem toho vSak bunky vyuzivaji aj iné typy regulécie, na-
priklad degradéciu uz transkribovanej mRNA, znemoznenie translacie
mRNA, & degradéaciu proteinu az po translacii. Napiste a vysvetlite,
ktory zo Styroch spomenutych regula¢nych mechanizmov je pre bunky
najmenej nakladny z hladiska energie a zdrojov, ktoré musia vyuzit.

8. Je zaujimavé, ze minimdalna expresia génov lac operénu prebieha aj v
nepritomnosti laktézy. Vedeli by ste vysvetlit, aky vyznam mé tento
jav? Pomo6cka—mna to, aby sa laktéza naviazala na represor, musi sa
dostat do bunky.



9. Jedna z moznosti ako Studovat funkciu jednotlivych sekvencii v genéme
je priprava dele¢nych mutantov, ktorym konkrétne sekvencie chybaju.
Pripravili ste Styroch deleénych mutantov (A-D), pricom kazdému
z nich chyba niektora sucast lac operénu. Ked ste ich dalej analy-
zovali, zistili ste, Ze niektoré z nich produkuju velké mnoZstvd -
galaktozidazy aj bez pritomnosti laktézy. Tiez ste medzi nimi nasli
také, ktoré [-galaktoziddzu neprodukuju ani ked im do média pri-
date laktézu. Uréte, ako sa budu spravat jednotlivé mutanty a vysvet-
lite svoje tvrdenie. Na obrazku nizsie si deletované tiseky oznacené
krizikmi.
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Mutanty .................. produkuju S-galaktozidazu aj bez pritom-
nosti laktdzy, pretoze:

Mutanty .................. neprodukuju -galaktozidazu ani v pritom-
nosti laktdzy, pretoze:



3 Genetika

10. Rodokmeri nizsie zobrazuje pribuzenské vztahy v rodine postihnute;
ojedinelou chorobou.
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Identifikujte najpravdepodobnejsi méd dedi¢nosti tejto choroby:

Akych potomkov by vyprodukovali pary 1 x 9,1 x4, 2 x 3 a 2 x 87

11. Dve ¢ierne morské prasiatka boli po dobu niekolkych rokov krizené a
vyprodukovali 29 ¢iernych a 9 bielych potomkov. Vysvetli tieto vy-
sledky a identifikuj genotypy rodi¢ov a potomkov.



12.

13.

14.

15.

16.

Na obrazku nizsie je zobrazeny rodokmen rodiny postihnutej fenyl-
ketontriou (PKU), ojedinelou autozomélnou recesivnou chorobou. V
nasledujucich tlohach pracuj s predpokladom, Ze muzi a Zeny priZeneni
do rodiny nemaju recesivnu alelu.

Identifikuj genotypy ¢o najviac pribuznych.

Aké je pravdepodobnost, ze prvé diefa jedincov A a B bude trpief
PKU?

Ak je ich prvé diefa nepostihnuté, aké je pravdepodobnost, Ze ich druhé
dieta bude trpiet PKU?

Ak je ich prvé diefa postihnuté, akd je pravdepodobnost, Ze ich druhé
diefa bude nepostihnuté?
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