i3] Kolegij Molekularna biologija

¢ Vaznost tehnologije rekombinantne
DNA

METODE
MOLEKULARNE BIOLOGIJE II:

Tehnologija rekombinantne DNA : DNA (vektori, enzimi, stanice
domacdina)

¢ Principi molekularnog kloniranja

e Primjena — analiza genske funkcije
in vivo i in vitro

DOBIVANIJE DNA Restrikcijske endonukleaze

enzimi koji prepoznaju tocno odredeni slijed nukleotida od
4 do 8 baza u dvolanéanoj DNA i kidaju oba lanca
dvostruke uzvojnice

umnazanje odabranog odsjecka DNA metodom TIP II - kidaju DNA unutar samog mjesta prepoznavanja

PCR (engl. polymearse chain reaction) Yanl Gl A lind
dobivanje odsjecaka DNA kidanjem DNA " F)Je e C_]VO_S_ _— _a_cus u S (palin rom)“
restrikcijskim enzimima dio restrikcijsko-modifikacijskog sustava bakterija za

zastitu od strane DNA

prevodenje odabrane mRNA u cDNA (engl. copy
DNA) metodom RT-PCR (engl. reverse y
transcription polymerase chain raction) L - Escherichia coli

- prva izolirana RE

' miesio kidanja = dvostruka os simetrije

224 UVODENJE DNA
VEKTORI ZA KLONIRANIJE ) U STANICU DOMACINA

e Plazmidi :
Bakteriofagi Ty — proces prijenosa
Kozmidi y gole DNA u bakterije
Umjetni kromosomi ‘ — unos DNA u animalne
Obiljezja: P stanice
- niska molekulska masa (2-40 kb) : - prijenos DNA u
- selektivni biljeg za otkrivanje u animalne stanice uporabom mikropipeta
stanici domacinu
- veliki broj jedinstvenih
restrikcijskih mjesta za ugradnju
strane DNA




g OSNOVNI PRINCIP KLONIRANJA

e odabrani odsjecak DNA uvodi se u molekulu
DNA koja se replicira neovisno o replikaciji
genoma stanice (vektor)

rekombinanini
plazmid

e umnozavanjem stanica domacina dobiva se
velika kolicina kloniranog gena

KONSTRUKCIJA REKOMBINANTNOG

VEKTORA I TRANSFORMACIJA

" 0 : i OMBE A 0
OR/ D 2 ORMA i ﬁ Vektori - plazmidi
—
" 1;‘,‘,’,';,'..',1}'," e ﬁf o kruzne, izvankromosomske, dvolanéane
> molekule DNA

sadrze vlastito ishodiste replikacije

- rezistencija na antibiotike
- rezistencija na teske metale
- proizvodnja toksina i dr.

plazmidi koji se koriste u molekularnom
-. e kloniranju: sadrze visestruka mjesta za
| bakterija koja sadrzava kloniranje (engl. multiple cloning site)

| rekombinantni plazmid

Primjeri plazmida

rezistencia na
tetracikin

rezistencia na
ampiciin

pBR322
4363 bp

¢ srediSnja regija genoma nije potrebna za
infekciju stanice domacina - zamjenjuje se

stranom DNA

ishodidts replikaciie

nepoznata  integracija i regulacija  sinteza liza

glava fep funkcija rekombinacija iimunost DNA domacina

Lac-Z
etz galaktozidaze:

Bam M1 ppieloricijs i
Sal I ampicilin
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cos

tezistencija na
ampicilin

e

nebitna regija

ishadiste
replikacije replikacle




Vektori - kozmidi

e cos mjesto - slijed od 14 pb potreban
za pakiranje DNA u glavu bakteriofaga

e nemaju gene bakteriofaga pa se po
unosu u stanicu domacina ponasaju
kao plazmidi

Tablica 3-3. Vektori za kloniranje velikih fragmenata DNA

Vektor Veli¢ina fragmenta (kb)  Stanica domacin
Kozmidi 30-45 i
Bakteriofag Il 70-100

P1 umjetni kromosomi (PAC) 130-150

Bakterijski umjetni kromosomi (BAC) 120-300

Kvaidev umjetni kromosom (YAC) 250400

PROIZVODNJA
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PROIZVODNJA PROTEINA

e gen se klonira u tzv. ekspresijski vektor
(sadrzi kontrolne sljedove za transkripciju
i translaciju)
uz jaki promotor proizvodnja proteina u
stanici domaéinu moze biti ¢ak do 30%
veca od normalne (prekomjerna
ekspresija) - eksprimirani produkt moze
predstaviljati i do 10% ukupnih proteina
stanice

PROIZVODNJA PROTEINA

¢ kloniranje eukariotskih gena u prokariotsku
stanicu domacdina:




PROIZVODNJA PROTEINA

- kloniranje dijela eukariotskog gena koji
kodira za protein pod kontrolu bakterijskih
regulatornih elemenata

- kloniranje cDNA da bi se izbjegli introni

- kloniranje u tzv. shuttle vektore pogodne za
umnozavanje u prokariotskim i eukariotskim
stanicama (npr. bakterija i kvasac)

- ekspresija proteina

KONSTRUKCIJA
GENSKE KNJIZNICE

plazmid koji sadrZe.
razlicite inserte

o
Oooo S
Vo

bakteriie transformirane.
smijesom plazmida

4

C5s Kulwa bakterla domacing
svaka pojeding kolonij je

“kniiga" wqenskej bioliateci

)

Kvascev “shuttle”
vektor

Izolacija
gena kvasca

GENSKE KNJIZNICE

-zbirka kloniranih fragmenata DNA dobivenih kidanjem
ukupne genomske DNA organizma restrikcijskim enzimima

—zbirka kloniranih fragmenata cDNA dobivene reverznom
transkripcijom ukupne mRNA organizma

-biblioteka je dovoljno velika da s velikom vjerojatnoséu
sadrzi svaki gen prisutan u genomu

—hibridizacija in situ

-kao proba moze posluZiti:
e mMRNA - pretrazivanje - Western blot
e sintetski oligonukleotid sa specifi¢nim protutijelom

Analiza genske funkcije u
eukariotima

e Utvrdivanje funkcije gena na temelju
promijenjenog fenotipa

e U kvascu je lako izolirati mutante kao
i u bakterijama

o Komplementacija defekta u
temperaturno osjetljivim i drugim
mutanatima otkriva pojedinacni gen
koji je odgovoran za promijenjeni
fenotip - izolacija pojedinacnog gena
iz DNA knjiznice

Analiza genske funkcije u
eukariotima

- transfekcija, mikroinjektiranje

e u vecini stanica prolazna ekspresija — unesena DNA
se u jezgri prepisuje samo nekoliko dana

e samo 1% stanica - ugradnja strane DNA u gen
izolacija stabilno transformiranih stanica uz antibiotik



TRANSGENSKE ZIVOTINJE

Zivotinje ciji kromosomi sadrze stabilno
integrirane kopije gena ili genske konstrukte
koji potjecu od drugih organizama, odnosno,
izvorno se ne nalaze u toj Zivotinji

uvodenje strane DNA u oocite ili embrije

STVARANJE TRANSGENSKIH
ZIVOTINJA

Metoda 1
DA
iriektiranje
s | SO0 Stance transformiranih E5 stanica
Kole ekspritmiraj wuuaémnm blastociste
Zeleni gen
ambrianske (ES) stanice

(blastociste)
- mikroinjektiranje linearne DNA u pronukleus - Metoda 2
- prijenos embrionskih stanica u blastocistu prenukieus

East@/
Zeljeni gen Aamacua
{swekararm) u uterus

implartacija
uuterus

@ oniocens jaina
Hanica

testirarje potornstva na pristtnost Zeljenog gena

krizanje heterozigotnog potomstra
Zhod stvaranja hamazigothod soja

Mutageneza klonirane DNA

nom kre

[ pocetni kopijom gena

Inaktivacija gena
homolognom
rekombinacijom

Inhibicija ekspresije gena

protusmislenom RNA ili DNA Izravna inhibicija funkcije proteina

umerenje protunmalene
RAA B DA

ik routbriz

Protusmislena RNA ili jednolan¢ana DNA
komplementarna je s molekulom mRNA ciljnog
gena - stvaranje hibrida s mRNA blokira
transkripciju i rezultira razgradnjom mRNA




PRIMJENE TEHNOLOGIJE PRIMJENE TEHNOLOGIJE
REKOMBINANTNE DNA _ REKOMBINANTNE DNA

Eopostini(danemija) e Geni koji ¢ine bakterije toksicnima za pojedine

Tl insekte prenijeti su u bakterije koje Zive na
Faktor VIII (—» hemofilija) korijenima biljaka
e Stvaranje novih sojeva mikroorganizama sa
Interleukin-2 (- imunomodulator) sposobnoscu:

Aktivator tkivhog plazminogena

Prourokinaza (- antikoagulans kod sréanog udara)

Cjepiva (—» HBV, DaTP, HAV, Lyme disease,
rotavirus...)

PRIMJENE TEHNOLOGIJE ‘ PRIMJERI TRANSGENSKIH
REKOMBINANTNE DNA - ZIVOTINJA

Odredivanje uloge odredenog proteina

Razvojna genetika sisavaca - govedo u koje je unesen gen za humani

Analiza regulacije genske ekspresije Isatlggtf:ir)m e Elodenu jajnu

— poremecaji SZS, jetre, koStane srzi, -1997.
tumori... - uklonjena je jezgra iz neoplodenog jajeta,

— deficijencije hormona, enzima i stanica je fuzionirana sa stanicom odrasle
koagulirajuc¢ih faktora... ovce i implantirana u uterus

unosenje nemutiranih gena

unosenje DNA ili RNA koje ¢e onemoguciti

ekspresiju mutiranih Stetnih gena (engl. Dolly + gen za faktor IX

antisense genetics)




