Tehnologija rekombinantne DNK
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Tehnologija rekombinantne DNK ili genetiCko inzenjerstvo su jedno od
najrevolucionarnijih dostignu¢a u nauci u poslednjih 40 godina.

To je skup metoda uz pomo¢ kojih se moze da manipuliSe genetiCkim
materijalom. Tehnike koje su omogucile spajanje dijelova DNK iz razliCitih
organizama i njihovo unoSenje u nove domacine nazvane su tehnologija
rekombinantne DNK ili genetiCko inzenjerstvo.

Molekula DNK dobijena spajanjem dijelova DNK iz razliCitih organizama u
In vitro uslovima zove se hibridna DNK.

Geneticko inzenjerstvo (ili
tehnologija rekombinantne DNK)

je dobijanje novih hibridnih molekula
nasljednog materijala izvan celije |
njihovo spajanje s prenosiocem
(virusom, plazmidom ili drugim), ¢ime
se omogucava nhjegovo unosenje u

ndo 8 8
% organizam domacina u kojem oni
N

, DNA Strand prirodno ne postoje, ali u kojem se
mogu umnozavati.
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Molekularne osnove genetickog
inzinjeringa

e Osnovni problem u proucavanju i
radu sa DNK bio je u veliCini
molekula DNK kao sastavnog
dijela hromozoma (velika
molekula).

» Zato se postavilo pitanje kako | na
koji nacCin dobiti manje dijelove ili
fragmente DNK koji bi posluzili za
proucavanje, a da se pri tome ne
Izgubi njena funkcija.

e Taj problem je rijesen otkricem
restrikcionih  enzima - 1968
(Svajscarski naucnik Warner
Arber, koji je za to 1978 dobio
Nobelovu nagradu.
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& rijeC «restrikcioni enzimi » govori da su ovo ograni¢eni enzimi, odnosno\
enzimi koji prepoznaju samo odredene kratke redoslijede nukleotida na
kojima Ce da djeluju.

e Enzim prepoznaje odredenu nukleotidnu sekvencu (restrikcijsko mjesto)
od 4 do 8 nukleotidnih parova (najcesce heksameri nukleotida) i na
tom mjestu rasijeca dvolanCanu DNK.

* Rasijecanje ili cijepanje se desava hidrolizom,
* Enzimi prepoznaju odredeni redosljed baza u lancima DNK. To su tzv.

palindromski rasporedi nukleotida u lancima molekule DNK, sto znaci da
su istog redosljeda nukleotida Citani u jednom i drugom lancu, ali obrnutim
smjerom (strelice) kao npr. na slici nize
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Restrikcioni enzimi mogu da sijeku dvolan€anu
molekulu na dva nacina:

- U osl simetrije palindroma | time grade
tupe krajeve (npr. Rsal ili Hpal),

- lijevo (EcoRl) ili desno (Pstl) od ose simetrije

| time grade kose ili ljepljive krajeve. sece

EcoRI
Kod kosog sjeéenja fragmenti ostaju u jednom | 5 TCl|[AMARTHTHCcRs
il drugom lancu palindroma jednostruki 3 ]@-5'

tzv. izduzeni krajevi nazvani i ljepljivi krajevi, sece
jer se lako spajaju s isto takvim izduzenim Hindll
krajevima istog redoslijeda d baza. s Al|[AMGHCHTH TR
* Restrikcioni enzimi pokazuju strogu specifiénost *4THTHCcHGeH :ne[éAe}. >

prema odredenom heksameru.

Npr. enzim Hpal prepoznaje sekvencu GTTAAC |

uvijek pravi tupe krajeve, 3'f 5
Enzim EcoRl sije€e fragmente sa jednolanCanim seCe Pstl

liepljivim 5’ krajem AATT, a
kEnzim Hindlll fragment sa AGCT ljepljivim krajem
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» Kako je redosljed purinskih i pirimdinskih baza u DNK stalan (odreden),
tako Ce i jedan restrikcioni enzim uvijek naci svoj palindrom i na tom
mjestu pocijepati dvolan€ani molekul DNK Sto ¢e davati fragmente DNK
koji su uvijek iste veliCine.

e Enzim sijeCe DNK na jednom ili viSe mjesta zavisno koliko fragmenata sa
tim redoslijedom pronade.
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BamHI
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Sticky ends

Do danas je nadeno i prouceno preko
500 razliCitih restrikcionih enzima, koji
sijeku DNK na razliCite naCine.

|zolovani su uglavnom iz razliCith
mikroorganizama po kojima su dobili
Imena kao npr.

EcoRI (iz Escherichia coli soj RI),

BamHI (iz Bacillus amyloliquefaciens
HI),

Sau3A (iz Streptomyces albus G) itd.
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e QOtkrice restrikcionih enzima

znacajno je unaprijedilo
istrazivanja na podrucju
molekularne genetike, jer je bilo
moguce proucCavati strukturu |
funkcije malih fragmenata
(odsjeCaka) DNK mnogo
jednostavnije nego metodama
klasiCne genetike.

Fragmenti DNK dobijeni nakon
sjeCenja restrikcionim enzimima
veoma se lako mogu odvojiti na
gelu agaroze jer pokretljivost
molekula DNK zavisi od veliCine
(manji fragmenti pokrecu se brze
od vecCih) |1 pomicu se od
negativnog prema pozitivnom
polu slabe struje.
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Nakon otkrica enzima koji cijepaju DNK lanac, sljedeci vazan dogadaj za
genetiCko inzenjerstvo bilo je otkrice enzima koji mogu spajati
prekinute lance DNK molekule i to izmedu susjednih nukleotida u
dvolancanoj molekuli DNA.

Ti enzimi otkriveni su 1967. godine.

Otkriveni su istovremeno u pet istrazivackih laboratorija neovisno, nazvani
su ligaze, a dobiveni su ili iz bakterije E. coli ili od bakterijskog faga T4.




Takvi enzimi, zvani ligaze
dobijeni su ili iz bakterije E. coli ili
od bakterijskog faga T4,

Povezuju krajeve koji su preostali
u jednom I drugom lancu nakon
sto su se spojili komplementarni
jednolancani ljepljivi krajevi.

To je omogucilo da se 1970.
dokaze mogucnost spajanja dva
molekula DNK dobijjena od
razliCitih organizama.
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Ovim otkricima stvoreni su preduslovi za izvodenje in vitro
spajanja dva molekula DNK od razliCitih organizama u jednu novu
molekulu, tzv. hibridnu molekulu DNK.

1973 prvi put uspjesno ubacena segmant DNK jedne vrste u genom
druge vrste.

Prva osoba kojoj je to uspjelo bio je biohemicar Paul Berg (1980
Nobelova nagrada).

On se smatra ocem geneti¢kog inzinjerstva ili tehnologije rDNK.
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Vektori za rekombinovanu DNK

Po stvarnju hibridne molekule DNK pitanje je bilo mogu li se takve molekule
unijeti u aktivne celije i tamo iskazati svoja svojstva.

Ukazala se potreba za vektorima (prenosiocima)??

Veoma vazno otkriCe jeste otkrivanje vektora koji sluze za prenosenje i
samoreplikaciju fragmenata DNK.

NajCeScCe se koriste plazmidi koji su ekstrahromozomski molekuli DNK
raznih prokariota.

Plazmidi su mali kruzni dvolancani molekuli DNK koji se obicho nalaze u
bakterijama i oni imaju sposbnost da se replikuju nezavisno od bakterijskog
genoma.

Bacterial DNA Plasmids




Osobine plazmida

e Prvo je sposobnost samostalne
replikacije u odredenom domacinu,
sto znaCi da se mogu umnozavati
nezavisno od hromozoma svog T,
domacina.

 Neka od svojstava plazmida kodirana
su njihovom DNK, kao Sto je otpornost
prema  antibioticima ili  teskim
metalima, pa to mogu uspjesSno
posluziti za prepoznavanje jedinke - mbetc
domacina u koju je rekombinantni
molekul DNK unesen. PLASMID

.' polylinker

e Imaju restrikciona mjesta - Sto su bila
bitna svojstva plazmida kao vektora.
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 Bududi da vecCina mikroorganizama, koji bi mogli posluziti kao domacini,
ne dozvoljava unoSenje stranog hibridnog molekula DNK u svoju

citoplazmu to je predstavljalo ozbiljnu poteskocu.

e Taj problem rijesili su 1970. god. M. Mandel i A. Higa s Univerziteta na
Hawaima, SAD, koji su pokazali da celije bakterije E. coli koje su
obradene rastvorom CaCl, mnogo djelotvornije primaju DNK faga

lambda.

linear plasmid DNA
circular plasmid molecule with cohesive ends

DNA molecule A
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restriction
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1 of many DNA fragments produced
by cutting chromosomal DNA with
the same restriction nuclease

plasmid DNA molecule
containing chromosomal
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/Prenoéenje (vracanje) rekombinovanog plazmida u ¢eliju N
domacina - u bakteriju

Kao domacin u kome se omogucava umnozavanje vektora - plazmida

koristi se obiCno bakterija Escherichia coli.

U cCeliji domacinu pri svakoj daljoj replikaciji dolazi do umnozavanja plazmida
a time i sekvence DNK koja je ubacCena u plazmidni vektor.

Isti fragment se moze opet izvaditi, a moze se i prepisati.
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in vitro hibridni molekul DNK
koji se sastojl od
fragmenata DNK, plazmida
iz E. coli i plazmida iz
Staphylococcus aureus.




Primjenom tehnologije rekombinantne DNK dobijen in vitro
hibridni molekul DNK od dva razliCita organizma unesena u
domacina u kojem je taj molekul eksprimirao (izrazio) svojstvo iz
drugog organizma.

Naravno da se ubrzo postavilo pitanje moze li se konstruisati hibridni
plazmid koji bi sadrzao gene od bakterija i od visih organizama i da li
takav gen moze ispoljiti (eksprimirati) svoje djelovanje u novom

domacinu.
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Ranije su koris¢eni prirodni plazmidi sa samo jednim restrikcionim
mjestom,

Danas se koristi nekoliko vrsta plazmida u koje se ugradi jedan region
sa vec¢im brojem restrikcionih mjesta za brojne endonukleaze i on se
naziva polylinker region.
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Za razliCite vrste DNK fragmenata primjenjuju se razliciti vektori:

Plazmidi — koriste se uglavhom za male fragmente. Rekombinanti plazmidi
lako se selektuju antibioticima (do nekoliko stotina bp).

Bakterofage - Fag lambda- koristan je za kloniranje velikih fragmenata
DNK (15-20 kbp).

Kozmidi - kombinovani plazmidi (plazmidno-fagni vektori) koji su pogodni
za kloniranje vecih fragmenata (45 kbp).

Plazmidi kvasca- omogucavaju direktno prouCavanje genske regulacije
kod eukariota.

Plazmidi biljaka- infekcija biljaka bakterijom (Agrobacterium) i prebacuje
te plazmide u Celije biljke domacina.

-




Pozeljne osobine vektora za kloniranje su:
» Mala veliCina koja omogucava laku izolaciju nakon upotrebe,

 Lako prenosivi iz Celije u Celiju (transformacijom ili infekcijom),
* Laka izolacija iz ¢elija domacina,

» Pogodnost detektovanja (preko gena za otpornost na antibiotike ili sl),

« Mogucnost dobijanja velikih koliCina ciljanog fragmenta DNK,
« Moguc¢nost insertovanja fragmenata DNK.
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e S obzirom na klasicho ukrStanje
genetickog materijala u cilju
oplemenjivanja mikroorganizama,
biljaka i1 zivotinja sa ciljem odabira
jednog zeljenog svojstva

tennologija rDNA omoguc¢ava da se
selekcionise jedno vrijedno geneticko
svojstvo (ili vise) iz razlicitih
organizama na molekularnom nivou,
pri ¢éemu se mugu iskljuciti druga
svojstva (koja nisu interesantna u tom
momentu.

enzyme recognition sile

plasmid
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cut plasmid foreign DINA

recombinant plasmid

Creating recombinant plasmids




4 N

» Tehnika rDNA nam omogucava koristenje | prenosenje jednog gena cCija
je funkcija dobro poznata iz jednog u drugi organizam.

e Primjenom klasicne selekcije | oplemenjivanja velika garnitura gena
nepoznatih funkcija prenosi se izmedu srodnih organizama.

» GenetiCko inZenjerstvo omogucava, zbog vece taCnosti manipulacije da
se izbjegne rizik dobijanja organizma sa neocekivanim svojstvima | da se
Izbjegne dugotrajno testiranje, pokusaja | greske selekcijskim
oplemenjivanjem.
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Primjena tehnologije rekombinantne DNK odnosno Gl je mnogostruka:

U medicini:

- Proizvodnja velikih koli€ina razli¢itih supstanci za lijeCenje razlicitin
bolesti ( inzulin, hormon rasta, faktori rasta, faktori zgrusavanja te vakcine
protiv hepatitisa B, herpesa, bjesnila.

- Sekvenciranje humanog genoma — identifikacija gena za bolesti,

- Genska terapija i sl.

U poljoprivredi:

- Proizvodnja biljaka otpornin na herbicide, susu, hladnocCu, visoku
temperaturu, preveliku koliCinu soli, biljke bolje prehrambene vrijednosti;

- U slekciji | oplemenjivanju domacih zivotinja,

- oCuvanje genetickog divrziteta.

S obzirom na klasi¢ni nacin ukrstanja u cilju oplemenjivanja mikroorganizama,
biljaka i zivotinja gdje je cilj odabir — selekcija na jednu osobinu, tehnologija
rDNA omogucava koriscenje i prenoSenje samo gena Cija je funkcija dobro
poznata iz jednog u drugi organizam.

Ova tehnika omogucava da se izbjegne rizik dobijanja organizma sa
neocekivanim svojstvima i izbjegavanje dugotrajnih testiranja.
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U industriji:

- GenetiCki modifikovane bakterije koje razgraduju toksicni otpad.
- GenetiCki modifikovani kvasci koji koriste celulozu za proizvodnju
glukoze i alkohola za gorivo.

- Uzgoj algi u marikulturi.

- Poboljsanje metoda u prehrambenoj industriji.

Umnozavanje rekobinovane molekule DNK (rDNK) unesene u domacina
naziva se i kloniranje




