Vkladani geni pomoci bilkovin s motivem
zinkovych prstu

Jedna se jeden z novéjsich zplsobd, ktery lze pouzit pro vloZeni uréitého genu do genomu organismu. Tato metoda
vyuziva bilkovin s motivem zinkovych prstd, které nesou podobnou strukturu jako transkripéni faktory, a
restrik¢nich endonukledz.

Bilkoviny s motivem zinkovych prstu

Bilkoviny s motivem zinkovych prstl slouzi k vyhledavani urcitych sekvenci v DNA a je vzdy specifickd pro sekvenci
tri nukleotidd. Pokud se vice takovychto bilkovin spoji dohromady, vznikne molekula, kterd se mlze navézat pouze
na jedno misto na celé molekule DNA.

Restrik¢ni endonukleazy

£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance Restriktazy.

Restrik¢ni endonukledzy jsou enzymy, které maji schopnost stépit DNA, vétSinou je specificka pro urcitou sekvenci
nukleotidd. Takovychto sekvenci se obvykle na molekule DNA nachdzi jen nékolik. Spojenim nékolika bilkovin s
motivem zinkovych prstl a endonukledzy dostaneme néstroj, kterym Ize DNA rozstépit na jednom konkrétnim
misté. Pro Ucely tohoto procesu je vyhodné pouzit restrik¢ni endonukledzy, které po sobé zanechdvaiji tzv. lepivé
konce (sticky ends), které se pak snadnéji spojuji.

Princip postupu

Toto Ize vyuZzit jak pro vkladani novych gen(, tak i odstranovani genll nepotfebnych nebo mutovanych. Vlezeni
nového genu se v tomto pripadé docili vioZzenim rekombinantniho Useku DNA nesouci dany gen do buriky spolu s
bilkovinou a enzymem. Novy Usek DNA se napoji do rozstrizeného mista pres sticky ends pomoci vodikovych
mastk{. DNA polymerdaza pak vlastni dilo dokona pfipojenim bazi do fetézce. Odstrafovani geni funguje na
stejném principu, ale je potreba pouzit dvé restrikéni endonukledzy - jednu z kazdé strany genu. Vystfizeny Usek
DNA je pak enzymy bunky zlikvidovan. Molekula DNA je potom opét spojena pres sticky ends stejnym
mechanismem jako pfi vkladani nového Useku DNA. Je nutno dodat, Ze obé restrik¢ni endonukledzy musi stépit
shodnou sekvenci, aby byly oba konce navzajem komplementarni. Vystrizeny gen mlze byt také nahrazen
genem jinym.

Pouziti

Tato metoda otevird obrovské moznosti v genovém inzenyrstvi a genové terapii. Prikladem vyuZiti je naruseni
genu CCRS5, jehoz produkt je nezbytny pro vstup viru HIV do bunky. Pokud je gen poSkozen, CCR5 receptor se
produkuje, ale virus nemUze bunku infikovat. Pacientovi je nejdriv odebran vzorek kostni drené, ktery je timto
zplsobem upraven a dale kultivovan. Usp&éné transformované bunky jsou pak pacientovi implantovany zpét.
Bunky imunitniho systému, vzniklé z takto upravené kostni difené, budou proti viru odolné. Podobné vyuziti u
jinych nemoci nebo genetickych poruch je v podstaté neomezené.
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