Pomnozeni a exprese izolovaného genu v
hostitelské bunce

Velkym pokrokem bylo zavedeni metody, kterou Ize izolovany nebo synteticky gen pomnozit. Nékteré geny se v
bunice vyskytuji pouze v jediné kopii. Teprve jeho laboratornim pomnozenim byvé k dispozici dostatek materialu k
potiebné analyze a k terapeutickému nebo biotechnologickému vyuziti.

Syntéza vektoru

DNA, kterd ma byt pomnoZena v hostitelské burice, do ni vstupuje zcela vyjimecné. Je nutno ji zaclenit do vétsi
molekuly DNA, ktera tuto vlastnost mé a ktera se pripadné vestavi do hostitelského genomu. Témto nosi¢im
arteficielnich gen rikdme vektory. Byva to nejcastéji plazmidova nebo virovad DNA. Plazmid je pfirodni
extrachromosomalni element, cirkularni dsDNA. Z r@znych typl téchto elementl jsou vyuzivany zejména ty, jejichz
geny jsou nositeli rezistence hostitelské bakterie na néjaké antibiotikum. Plazmid napr. obsahuje gen pro enzym
rozklddajici urcité antibiotikum. Prijme-li bakterie takovy plazmid, stane se na toto antibiotikum rezistentni. Vétsim
a vlastnostmi odlisnym vektorem byva néktery z virl (A-fag, nebo retrovirus). Jeho DNA se v hostitelské bunce
pomnozi, pripadné integruje do hostitelského genomu.

Vybrany vektor i studovany gen se pomoci restriktdzy nebo synteticky opatfi koheznimi konci, pomoci kterych se
gen do vektoru zacleni a navaze se kovalentné DNA-ligdzou. Vektor nesouci exogenni gen je rekombinovanou DNA
s plvodnimi vlastnostmi vektoru.

Selekce hostitelské bunky s prijatym novym genem

| za nejvhodnéjSich podminek prijme exogenni (vektorovou) DNA jen ¢ast pouzitych bunék a jen tuto ¢ast je treba
rozeznat a pouzit k dalsimu postupu.

Tento problém je u plazmidovych vektorl fesen tzv. inzeréni inaktivaci plazmidového genu, odpovédného za
rezistenci hostitelské bakterie na antibiotikum. Plazmid pBR322 obsahuje gen pro rezistenci na ampicilin (AMP) a
gen pro odolnost na tetracyklin (TC). Vhodnou restriktdzou je rozStépen napfr. gen tetracyklinové rezistence a do
tohoto mista vlozen studovany gen. Prijem plazmidu do bakterie je vyhodné signalizovan jeji rezistenci na
antibiotika. Bakterie, které neprijaly zadny plazmid, jsou rezistentni na obé antibiotika, bakterie obsahujici plazmid,
do kterého se nepodarilo zaclenit novy gen, budou rezistentni na obé antibiotika. Pouze bakterie nesouci plazmid
se zaclenénym novym genem vykazuji inzercni inaktivaci, tj. budou rezistentni na ampicilin a senzitivni na
tetracyklin. Jediné ty m& vyznam pomnozit a déle pouzit.

Klonovani genu

Jsou i dalsi zplsoby, jak zjistit Gspésné vneseni genu do hostitelské buriky, napf. pomoci komplementarni préby,
jestlize vektorem byl virus. Metody se pouziva pri pomnozovani, klonovani genu, ktery se ve studovaném
obrovském genomu vyskytuje trfeba i v jediné kopii. Nejdrive je gen tfeba v rozsdhlém genomu najit. Celkova
genomova DNA je proto rozstépena restriktdzami na velké mnozstvi fragmentl s koheznimi konci, s jejichZz pomoci
jsou fragmenty vloZeny do vektoru, napr. faga A. Kazdy fag v ziskaném preparatu mize obsahovat jiny fragment
studovaného genomu. Fagy se pomnozi v E. coli, ¢imz vznika tzv. genomova knihovna, kterou Ize uchovat a
kterykoli f4g s néjakym fragmentem studovaného genomu kdykoli pomnozit. Dllezité je najit v této knihovné faga
obsahujiciho pravé ten Usek studovaného genomu, ktery je tfeba. Zredéna suspenze faga je vylita na agar pokryty
vrstvou bakterii. V mistech infekce se objevi kruhova projasnéni - plaky, vzniklé postupnou lyzou bakterii
napadenych fagy. Plaky obsahuji obrovské mnozstvi identickych fagovych partikuli. Tato kultura se otiskne na
nitrocelulosovou membrdnu, bakterie a fagy se lyzuji pomoci NaOH, ktery soucasné denaturuje jejich DNA. Na
tomto prepardtu pak pomoci vhodné préby Ize najit plak obsahujici komplementérni sekvenci DNA. Mimochodem,
timto zpUsobem Ize diagnostikovat chybéjici geny genomu pacienta s dédi¢nou poruchou. V originaini kulture
(matrici) |ze fagy z identifikovaného plaku prenést na Cerstvé bakterie a pomnozit je i s genem, ktery byl do nich
ve formé restrikéniho fragmentu vnesen. Gen tak byl vybran z obrovského mnozstvi jinych pritomnych gentl a
sekvenci DNA a pomnozen (klonovan).

Potrebnou prébu lze sestrojit uméle na zakladé znalosti sekvence aminokyselin studovaného proteinu, nebo ji Ize
ziskat reverzni transkripci prislusné mRNA pomoci virové RNA-dependentni DNA-polymerazy. Vysledkem je pak tzv.
cDNA, ktera se u eukaryot mUze lisit od odpovidajici genomové DNA nepfitomnosti intron(.

Vytvoreni podminek pro expresi umélého nebo preusporadaného
genu v hostitelské bunce
Rekombinovana molekula DNA mize byt vyuzita k fizeni syntézy proteinu v hostitelské bunce. Timto zplsobem Ize

pozmeénit genomovou funkci bunék pacienta nebo /in vitro vyrdbét velké mnozstvi proteinu biotechnologicky. Musi
vSak byt vytvoreny podminky pro expresi genu a syntézu produktu. Pak Ize sav¢i protein syntezovat dokonce v
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bakterii. Z pankreatu byla izolovdna mRNA pro inzulin, reverzni transkripci byla
pripravena inzulinova cDNA, zac¢lenéna do plazmidu a prenesena do E. coli.
Bakterie produkovala proinzulin. Muselo byt spinéno nékolik podminek, aby se tak
cizoroda bilkovina mohla v bakterii tvofit:

Cap, portador
de 'ADN

= Vektor musel byt sestrojen tak, aby gen byl zaclenén ve sprdvném ctecim Gallar

rémci.
= Bylo vyhodné pred gen vlozit vykonny promotor, ktery rychle zahajoval
transkripci.

= Pred gen byla vlozena sekvence blizko pred iniciacni kodon, ktera byla | i
vazebnym mistem mRNA na ribosom. =
Gen byl zac¢lenén do vektoru ve formé cDNA, nebyl tedy prerusovan introny jako Fibres caudals

plvodni gen v pankreatu. Tim se obchazi problém, Ze bakterie neni schopna
sestrihu eukaryotickych pre-mRNA. Bakteriofag

Belna

Je tfeba si vSimnout, Ze bakterie syntezovala proinzulin. Nema enzymy pro

posttranslaéni Gpravu proteinu. Dnes je popsanym zplsobem vyrabéna znacné ¢ast proinzulinu potfebného k
terapii diabetik(. Existuji i metody pro vneseni exogenni DNA do eukaryotické bunky, kde pak nechybi zminéné
mechanismy pro posttranskripéni a posttransla¢ni Gpravy produktl. DNA se v téchto systémech vnasi do buriky
pomoci kalciumfosfatu, mikroinjekci do hostitelské buriky nebo pomoci retrovirll jako vektord. Krysi gen pro rlstovy
hormon byl vnesen do mySich germinélnich bunék. Mysi vyrostly do dvojndsobné velikosti (transgenni zvirata).

Prvni Uspéchy zaznamenali téz botanici, kdyz se podafilo vnést cizorodé geny do rostlinnych bunék. Tento vyzkum
mad vyresit genetické Slechténi rostlin, zajistit jejich nezavislost na dusikatych hnojivech a v podstaté zajistit vyzivu
lidstva.

Podle nékterych futurologl diky pokrokim v biochemii nukleovych kyselin lidstvo prechazi z technické revoluce v
revoluci biologickou. Pfinese méné starosti a vice vyhod?
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