Biochemie genového inzenyrstvi

Genové inzenyrstvi je védni obor zabyvajici se umélymi rekombinacemi syntetickych a pfirozenych nukleovych
kyselin in vitro se zamérem vytvorit nové biologické systémy prospésné Clovéku.

Zakladni metody byly vyvinuty diky pfevratnym objeviim v enzymologii nukleovych kyselin. Témito metodami Ize
zménit genovou vybavu organismu nebo upravit usporadani genomu. Upravy DNA se provadi mnoha metodami,
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Stépeni DNA

Definované stépeni DNA bylo umoZznéno objevem restrikénich endonukledz (restriktdz). Tyto enzymy Stépi dsDNA
na zcela urcité centralné symetrické sekvence nukleotidd zvané palindrom (viz tabulka). Restriktdzy jsou
prirozené enzymy bakterii, kde jsou soucdsti tzv. restrikéné-modifika¢niho systému. Tatdz sekvence je ve
vlastni DNA timto systémem methylovana, coz restriktdzdm brani v degradaci viastni DNA. Systém je tedy miren k
degradaci cizorodé DNA, ktera dotyc¢né cilové sekvence nema chranény. Vnikne-li fdgovd DNA do baktérie, je v
prevazné mire degradovana - fag podlehne restrikci. Jen vyjimecné je nékterd z fadgovych DNA systémem
methylovana, fag prezije, byl modifikovan a mlze se v daném bakteridlnim kmenu mnozit.

Cilové sekvence DNA restriktaz

enzym pavod cilova sekvence
GLAATTC

EcoRl | Escherichia coli CTTAATG
ALAGCTT

Hindlll | Haemophilus influenzae TTCGATA
GG1CC

Bsul Bacilus subtilis CC1GG

Specifita restriktaz byla vyuzita v enzymologii DNA. Bylo popsano kolem stovky takovych enzymd, nazyvaji se
zkratkami nazvl bakterie, v niz byly objeveny (EcoRI - E. coli, Haelll - Haemophilus influenzae). Kazda restriktaza
ma specifickou cilovou sekvenci, v niz stépi bud protéjsi fosfodiesterové vazby dsDNA nebo vazby symetricky
vzdalené nékolik nukleotidl od centra symetrie (viz tabulka). Ve druhém pripadé se tvofi kohezni (,lepivé”) konce
vzniklych restrikénich fragmentd, které se mohou reasociovat, a to i s fragmenty ziskanymi stépenim jiné DNA
stejnou restriktdzou. Tato moznost je velice vyhodna pri rekombinaci fragment( a konstrukci novych gentl a
genomd. Dnes ovsem neni problémem uméle vytvorit jakékoli kohezni konce u kteréhokoli fragmentu dsDNA.

Dalsim biotechnologicky vyznamnym enzymem je DNA-ligdza, objevend pri studiu prirozené replikace DNA.
Kovalentné spojuje 3'-OH konec retézce s 5'-P koncem DNA.

Elektroforéza nukleovych kyselin

Useky DNA, produkty PCR reakce nebo $t&py DNA mizeme v zésadé délit chromatograficky nebo elektroforézou.
Elektroforetické déleni je mnohem pouzivanéjsi. Provadi se zpravidla v gelu, a to bud agarosovém, nebo
polyakrylamidovém. V obou pripadech se molekuly, které v zdsaditém prostredi nesou zaporny naboj, pohybuji v
elektrickém poli od katody k anodé. Gely tvori pomérné hustou sit, kterou vétsi molekuly prochdazeji pomaleji nez
mensi molekuly - mluvime proto o technice molekulového sita.

Elektroforéza v agarosovém gelu

Agarosa je polysacharid tvoreny D-galaktosou a anhydro-L-galaktosou,
ktery produkuji nékteré morské fasy a pod ndzvem agar se pouziva k HOCH, o
vyrobé gell v potravinarstvi, mikrobiologii, imunologii ¢i biochemii. Pro ou/1 o '
elektroforézu nukleovych kyselin se pouzivaji gely obsahujici 0,5 az 4 % o OH
agarosy. Cim je obsah polysacharidu vy3si, tim je lepsi rozlisovaci No B L cu ‘/En I
schopnost gelu, ale tim je také prabéh elektroforézy pomalejsi a pfiprava T N— | VA——
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D-galakiosa 3.6-anhydre-L-galakiosa
Agarosa
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Volba koncentrace agarosového
gelu pro elektroforézu DNA

Obsah agarosy v

ola Délka DNA

0,5 % 1-30 kbp
0,7 % 0,8-12 kbp
1,0 % 0,5-10 kbp
1,2 % 0,4-7 kbp
1,5 % 0,2-3 kbp
2,0 % 50 bp-2 kbp
3-4 % 10 bp-1 kbp

Do agarosového gelu se vétSinou primo priddva ethidiumbromid, takze po skonceni elektroforézy lze jednotlivé
frakce zobrazit UV zarenim. Jinou moznosti detekce je blotting na membranu a nasledné obarveni nukleovych
kyselin nebo hybridizace se zna¢enymi sondami.

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Jinym nosi¢em pouzivanym pfi elektroforéze nukleovych kyselin je
polyakrylamidovy gel. Polymeraci akrylamidu vznikaji linedrni molekuly
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polyakrylamidu. Ty se spojuji pfi¢nymi mdstky, které vznikaji kopolymeraci "ot R

s N,N‘-methylenbisakrylamidem. Akrylamid i methylenbisakrylamid jsou S o
pomérné stabilni latky; polymerace probihd v nepritomnosti vzdusného ...

kysliku (odstrani se odvzdusnénim pomoci vakua) a zahajuje se

primisenim katalyzatorl peroxydisiranu amonného (zndmého pod starsim Y A1k
ndzvem persiran amonny, kratce APS) a N,N,N‘,N‘- (C”""I;f"';_if‘["""“‘_i',&
tetramethylethylendiaminu (TEMED). SR . "

APS ve vodném roztoku s TEMED uvolfiuje volné kyslikové radikaly, které *%'E";EH'ENJ;C":-F"L
atakuji molekuly akrylamidu a bisakrylamidu a spoustéji tak jejich s e
polymeraci.

Polyakrylamid

Molekulové sito polyakrylamidového gelu je pomérné husté, hodi se proto
pro rozdélovani kratsich fragmenta.
HsC
Volba koncentrace
polyakrylamidového gelu pro

déleni DNA N CH3
Polyakrylamid Délka DNA / /
3,5 % 1-2 kbp H.C N
3 \

5% 75-500 bp

8% 50-400 bp

12 % 35-250 bp CH3
15 % 20-150 bp TEMED

20 % 5-100 bp

Diky tomu, ze polyakrylamid je méné reaktivni nez agarosa, lze fragmenty DNA kromé metod pouzivanych v
agarosovém gelu obarvit i dalsimi technikami. Z klasickych metod patfi mezi nejcitlivéjsi stribreni, kterym Ize
detekovat mnozstvi DNA i o nékolik radd nizsi nez ethidiumbromidem.

Hybridizace

Casto se vyuziva k identifikaci hledaného Fetézce, nebo jeho ¢asti. Hledana sekvence nukleotid(l hybridizuje s
predem pripravenou a oznac¢enou sondou (fetézec DNA nebo RNA, oznaceny fluorochromem nebo detekovatelnym
radioizotopem).

Hybridizace je dé&j, pfi kterém se spojuji dva komplementdarni retézce, je mozné kombinovat DNA i RNA.
zjednodusengé ji Ize rozdélit na:

1. denaturaci vzorku - rozpad vodikovych mistk( mezi bazemi a oddéleni retézcl (zahrati),

2. pridani sondy - retézec nukleové kyseliny, jehoz komplementérni ¢ast hleddme,

3. renaturace - pomalou renaturaci (ochlazovanim), pri které se spojuji komplementarni retézce,
4. vyhodnoceni experimentu, vysetieni.

Syntéza umélé DNA
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Potrebny retézec DNA lIze pfipravit riznym zplsobem. Jsou jiz k dispozici
dokonce automatizované postupy, jak syntetizovat DNA o zddané
sekvenci z jednotlivych nukleotidd.

Zakladnim principem je potlacit na nukleotidech reaktivitu 3'-OH, 5'-OH
a pfipadné i -NH, skupin, senzitivnich na kondenzujici agens. Jejich
ochrany se docili navazanim vhodnych organickych skupin, napf. tritylové,
benzoylové, acetylové apod. Tyto skupiny je mozné snadno odstranit napfr.
zménou pH, ¢imz se reaktivni skupina nukleotidu odkryje pro
bezprostredni reakci.

Typickym prikladem je toto
usporadani: na kolonu se

wifem (o \ sklenénym nosi¢em (drobné
— w«%{ > | Castice) je navazan prvni
\ A /]'] nukleotid, na némz jsou Vzorec fosfoamiditu (5'-OH je blokovana
1"| | i - / ¥ ANé tritylem) a jeho navazani na rostouci

T
(kasdoma)

)\ —_— popsanym zplsobem chranény
f . . véechny skupiny kromé 5'-OH. polynukleotid, fixovany na nosic¢ v koloné.
Kolona je pak promyvéana
Py roztokem dalsiho, aklivovaného
@ | —or nukleotidu. Byva to deoxyribonukleosid 3'-fosfoamidit, ktery se
navaze na 5'-OH fixovaného nukleotidu. Po oxidaci trojmocného fosforu na

/ /%) pétimocny vznika fosfodiesterova vazba a dinukleolid.

Odstrani se protekce na jeho 5'-konci a kolona se promyva dalSim
aktivovanym nukleotidem atd. Vhodnymi podminkami se pak odstrani
vSechny protektivni skupiny a methyly z fosfatd, a uvolni se z kolony
hotovy oligonukleotid.

Protekce reaktivnich skupin pfi syntéze
umeélého oligonukleolidu

Popis postupu je zna¢né zjednodusen, syntéza oligonukleotidu trva hodiny. Rychlost procesu nesnese srovnani s
rychlosti pfirozené biosyntézy (napf. v E. co/i 16 000 bazi za minutu). Nicméné moznost vytvorit DNA o jakékoli
primarni strukture je nesmirnym pokrokem. Syntetické fragmenty DNA Ize enzymové spojovat v delsi retézce
umeélé DNA.

Pomnozeni a exprese genu

Zjednodusené tento postup vyzaduje:

konstrukci vektoru - nosi¢ nového genu, schopny vniknout do hostitelské buriky,

selekce hostitelské bunky- odlisit buriky se zménénym genotypem,

pomnozeni vybranych hostitelskych bunék,

vytvoreni podminek pro efektivni resp. ekonomicky vyhodnou expresi nového genu v hostitelské burice.

V soucasné dobé jsou vSechny tyto postupy do znacné miry zvlddnuty a vyuzivany ke studiu lidského, Zivocisného i
rostlinného genomu, k diagnostice molekuldrnich chorob (dédi¢nych chorob) a k jejich terapii a k vyrobé novych
latek véetné 1ékQ, a téz ke Slechténi hospodarskych rostlin. Mnohé z téchto pouziti jsou fazeny do moderniho
prémyslového odvétvi zvaného biotechnologie.
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