Ohranjanje in prenos

bioloske informacije

Tehnologija rekombina
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~ Zgodovina tehnologije
rekombinantne DNA

odkritje DNA: 1868

poznavanje vloge DNA pr1 prenosu informacij: 1944
odkritje strukture DNA: 1953

razjasnitev genetskega koda: v 60. letih prejSnjega stoletja

priprava in podvojevanje rekombinantne plazmidne DNA:
sredi 70. let prejSnjega stoletja

“nova biotehnologija” - industrijska uporaba genetsko
spremenjenih organizmov: sredi 70. let prejSnjega stoletja
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Molekulsko kloniranje

molekulsko kloniranje = rekombinacija DNA: kovalentna
vkljuCitev fragmenta DNA 1z ene vrste celic ali organizma
v DNA druge vrste

kloniranje DNA: prejemniska celica se deli in njene
potomke proizvedejo veC kopij hibridne DNA

proizvodnja veCjih koliCin proteinov: fragment z zapisom
za nek protein vstavimo navzdol od promotorske regije —
gostiteljske celice proizvajajo kopije tega zapisa in
proteina



rekombinantne
DNA

1. Izbor in izolacija molekule DNA
(vektorja) za prenos v tujo DNA

2. Rezanje prenosnika DNA z
restrikcijsko endonukleazo

3.Priprava in vstavitev fragmenta tuje

DNA v vektor — nastane rekombinantna

ali hibridna DNA

4.Vnos hibridne DNA v gostiteljski
organizem — transformacija

5. Razvoj metode za pregledovanje
gostiteljskih celic s hibridno DNA

1. stopnja: priprava |
gena za prenos gen za prenos mRNA, ki jo

zapisuje gen za
e prenos nukleotidi
resctlrikcilj(slka erzna
Nndonukleaza l’_[‘ﬂ.l’lSkl'lpmﬂl
neuporabljeni
kemijska

fragmenti
DNA

/ sinteza

gen za prenos
(z lepljivimi konci)

2.in 3. stopnja: priprava vektorja in
povezovanje z genom

plazmidni ali
virusni vektor restrikcijska
endonukleaza razmere, ki

A)cpljiva 0mogocajo
\ konca || parjenje baz

Y

DNA-ligaza

gen, vkljucen v vektor
(rekombinantna DNA)

4. stopnja: vnos rekombinantne DNA v
gostiteljsko celico

vnos v gostiteljsko
RS : celico

genetsko spremenjena gostiteljska celica
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Klonirni vektorjl

Z.a celice Escherichia coli

uporabljamo 2 tipa molekulskih
vektorjev:

* plazmidi

* bakteriofagna DNA

Za evkariontske gene in druge dolge fragmente DNA:
* umetni kromosomi kvasovke (YAC)

* umetni kromosomi bakterij (BAC)



Plazmidi

zunajkromosomske molekule DNA v bakterijah, ki se
samostojno podvojujejo;

krozna dvoverizna DNA,

mnogo manjSa molekula od kromosomske DNA
obiCajno informacija za proteine, ki dajejo specializirano
(lahko obrambno) znacilnost — encimi za proizvodnjo
antibiotikov in drugih toksinov ali za njihovo razgradnjo

nacin podvojevanja:
® omejen: samo nekaj kopij v celici

® sproscen: tudi do 200 kopij v celici; lahko nastane tudi do 2000
al1 3000 kopij

lahko spreymejo vkljucke do 15 000 baznih parov
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~1dealni plazmidni klonirni

vektor

podvojevanje na sprosc¢en nacin
biti mora majhen

® lazja loCitev od velike kromosomske DNA

® lazja obdelava brez poskodb

® malo mest za napad restrikcijske endonukleaze
vsebovati mora markerje (oznacevalce) za ugotavljanje

prisotnosi v hc¢einskih celicah, npr. odpornost proti
antibiotikom

le eno cepitveno mesto za doloceno restrikcijsko
endonukleazo



Bakteriofagna DNA

Najpogosteje uporabljani klonirni vektor te skupine: fag A
- dvoverizna molekula DNA s priblizn 50 000 baznimi
pari

Prednosti:

® V gostiteljski celici mozna namnozitev mnogo kopij
rekombinantne DNA

® Rekombinantna fagna DNA se lahko ucinkovito pakira v
fagne delce (ovojnice bakteriofagov)

® Mozna preprosta identifikacija rekombinantne fagne DNA

® Fag A je vedji od plazmidne DNA — primeren za vnos
daljsih fragmentov evkariontske DNA
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~Priprava rekombinantne

DNA

S kemiCno sintezo

Z. delovanje restrikcijskih endonukleaz na daljsSi fragment
DNA: najpogosteje za pripravo prokariontske DNA

Z. reverzno transkripcijo RNA

Konci fragmentov DNA, pripravljeni za vnos v plazmid:
topi
lepljivi (kohezivni)



Foreign DNA
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Cloning into a plasmid



Transformacija

Vnos rekombinantne DNA v gostiteljsko celico, kjer se bo
lahko podvojevala

Uspesno se vkljuci le 1 od 10 000 molekul DNA
Dovolj hibridne DNA 1n proteina (produkta) za analizo

Kloniranje plazmidnih vektorjev s transformacijo celic
bakterije E. coli

Kloniranje bakteriofagne DNA z infekcijo gostiteljskih
bakterijskih celic (transdukcija)

Ca Cl,pospesuje vstop plazmidne in fagne DNA v E. coli



_|zolacija in kloniranje enega samega
gena

Priprava genomske knjiznice: z restrikcijskimi
endonukleazami genomsko DNA razrezemo na vec¢ 1000
fragmentov — naklju¢na populacija fragmentov

v Priprava genomske knjiznice:
LOClmO fragmente [, I, Il in IV: geni znotraj fragmentov
e 1 11 111 v
Na fragmente s pomocjo RS N S 2

restrikcijskimi

fragmentiranje z
endonukleazami

encima pripnemo nukleotide

in jih povezemo v homo- e
pOlimerni rep f povezava z vektorjem
: I 11 )
Fragmente vstavimo v == e = ==

linearizirane vektorje

Kloniramo v E. coli

f namnozevanje v E. coli
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Testiranje ucinkovitosti

prenosa in podvojevanja

rezanje z BamHI |

hibridne DNA

plosca, ki vsebuje ampicilin

linearizirani plazmid
gostiteljske celice, ki
vsebujejo pBR322 in
gostiteljske celice, ki
vsebujejo hibridne
pBR322

.insert DNA '
Ij’x identi¢ni prenos

plosca, ki vsebuje plo3ca, ki vsebuje
tetraciklin ampicilin

vnos fragmenta DNA

e

PBR322 \/ hibridni pBR322

transformacija inkubiranje obeh
plos¢ vec ur pri 37 °C

SR R

v
e
| .. ©
Celice bodo Celice bodo Celice ne bodo
- 5 e s Obkrozene kolonije so odporne

preZivele v prezivele v preZivele niti v proti ampicilinu iI’ll obéutlfive za
ampicilinu in amp1c1l1n}1, }'16 pa ampicilinu niti tetraciklin, torej morajo biti sesta-
tetraciklinu. v tetraciklinu. v tetraciklinu. vljene iz celic s hibridnimi

pBR322.



PCR

Pomnozevanje DNA z verizno reakcijo s polimerazo
Nobelova nagrada 1993: Kary Mullis

3 stopnje, ciklicno ponavljamo:

1. Denaturacija pri 95 °C (30 s)

2. Hipna ohladitev na 37 — 55 °C, dodamo prebitek zacetnih
oligonukleotidov: hibridizacija

3. Segrevanje na 72 °C: polimerizacija DNA s termostabilno

DNA-polimerazo Taq — reakcija sinteze DNA konCana v
30s

V 1-3 urah dobimo milijjardkratno pomnozitev DNA



tar¢no zaporedje

¥ ' ar v b7
(a) locitev verig s
P ‘ R segrevanjem na 95° C

® Potrebujemo: 3 = : [ . . 5

® 2 sinteticna nukleotida, dolga l ® Clisonuideatidon pri 50°
cca 20 nukleotidov, ki sta
komplementarna zaporedjiema s c——-—-—————
I’ in IV

® termostabilno polimerazo 5 mp—

® vse 4 I

deoksiribonukleozidtrifosfate } © s DN s podaevnien
(dATP, dGTP,dCTP in dTTP)




Uporaba tehnologije
rekombinantne DNA

Rekombinantni proteinski produkti (inzulin, goveji rastni
hormon,...)

Genetsko spremenjeni organizmi
® Mikroorganizmi

® Rastline

® Zivali

Gensko zdravljenje pri Cloveku
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