Molekularni biotechnologie



Zakladni cil biotechnologickych aplikaci je

* exprese klonovaneého genu v hostitelské organismu
(tj.vyjadreni genetické informace genu v primarni
strukture a funkci RNA)

* A vysoka produkce proteinu



Inserce genu do klonovaciho vektoru

A4

* NezarucCuje, ze bude uspesne exprimovan



Pro docileni vysoke exprese byly zkonstruovany

* expresivni vektory

« Tyto vektory vyuzivaji genetickych elementu, které
kontroluji transkripci, translaci, stabilitu Ci sekreci
proteinu



Genovou expresi a produkci proteinu Ize ovlivhovat vice
zpusoby

1) lze ovlivhovat charakter transkripce (promotorove

sekvence a sekvence terminatoru)

2) iniciaci transkripce (regulovatelné promotory)

3) zvyseni produkce proteinu (pocet kopii plasmidu nebo
genu na plasmidu)

4) stabilitu syntetizovaného proteinu v bunce (fuzni
proteiny)

5) silu ribozomalniho vazebného mista a ucinnost
translace

6) postranslacni modifikace proteinu v hostitelskem
organismu

/) aminokyselinové slozeni proteinu



Kazdy klonovany gen

Ma jiné vilastnosti

Experimentalné musi byt vyhledany podminky optimalni
exprese pro ten ktery gen

K tomu Ize pouzit vice strategii

Strategie vypracované pro E. coli lze pouzit i u jinych
organismu



Ovliviiovani transkripce

* {j. prepisovani genetické informace z DNA do RNA, pfi
které DNA slouzi jako matrice pro syntézu RNA

katalyzovanou RNA polymerazou (DNA-dependentni
RNA polymeraza, transkriptaza)



Transkripce — opakovani
(Rosypal, Uvod do molekularni biologie, Brno 2003,
Zaklady molekularni biologie pro farmaceuty, Bartos M. a
BartoSova L., skripta VFU Brno 2007, kap.4)

Definice

TranskripCni jednotka (Obr.4.1)

Prabéh syntézy RNA (Obr.4.2)

Transkripce u prokaryot probiha

ve 3 fazich (iniciace - Obr.4.3, elongace, terminace)
Promotor — Obr.4.4

(kapitola je umisténa u pfednasek na R, nazev
Transkripce)






Uginny systém genové exprese expresivniho vektoru

« Vyzaduje silny promotor pred klonovanym genem



Jako silny promotor

« Se vyuziva promotor laktézového operonu E. coli
* Lze izolovat i nové promotory
* s vyuzitim vhodné konstruovanych vektoru (plasmidu)



Vektory pro izolaci promotorovych sekvenci

Obsahuiji tzv. gen zpravodaj (reportérsky gen) tj.

strukturni gen, ktery kdduje snadno identifikovatelny
produkt

a je zaclenen bez vlastniho promotoru do vektoru proti
smeru transkripce tésné za klonovaci misto, do nehoz se
klonuji fragmenty DNA, které nesou regulacni oblasti
(promotory) jinych genu

Po prfenosu rekombinantnich vektoru do hostitelskych
bunék je exprese klonovaneho strukturnino genu
ukazatelem funkcnosti regulacni oblasti



Obecné schéema plasmidového vektoru, pomoci néhoz lze
izolovat funkCni promotory
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Selekce promotoru s vyuzitim plasmidu pBR3B a pBRH1
odvozenych od plasmidu pBR316

V miste promotoru je cilové misto pro restriktazu Hindlll

Sekvence promotoru se narusi viozenim cilového mista
pro EcoRlI (linker)

Do EcoRI se klonuiji cizorodé fragmenty DNA

Plasmid nese gen pro rezistenci k tetracyklinu jako
selekcni marker

Rekombinantni DNA se transformuje do tetracyklin
sensitivnich bunek

Vyséva se na misky s tetracyklinem
Tetracyklin rezistentni transformanty ziskaly promotor



Schéma plasmidu pro vyhledavani funkénich promotoru

* Plasmidy pBR316,

pBRH3B a pBRH1
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Plasmidy odvozené od pBR316

* NeumoZznuji stanovit silu promotoru

* To je jejich nevyhoda

* Proto byly konstruovany dalsi plasmidy, umoznujici
stanovit silu promotort



Plasmid PKO1

UmozZznuje stanovit relativni silu promotort
Plasmid je stabilni a ma znamy pocet kopii
Nese gen pro resistenci k ampicilinu jako selekCni marker

Reportérovy gen (galK+) bez promotoru kdduje galaktézokinazu
(gen, jehoz produkt Ize snadno stanovit)

Tésné pred nim se nachazi klonovaci misto (cilové misto pro
restriktazu Smal) a translacni stop kodony ve vSech 3 Ctecich
ramcich (ts) (k translaci nemuze dojit z klonované DNA)

Konstrukt vektor-cizoroda DNA se transformuje do bunék ampicilin
sensitivnich a galK- (neschopnych syntetizovat galakt6zokinazu)

Vyséva se na misky s McConkey agarem, galaktdzou (jediny zdroj
C) a ampicilinem

Kdyz dochazi k fermentaci galaktozy (diky pritomnosti funkcni
galaktdézokinazy), rostou Cervené kolonie

Kdyz nedochazi k fermentaci galaktozy, rostou krémové zbarvené
kolonie



Schéma plasmidu pKO1
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The effect of transcription promoters and terminators on colony
color,-growth, and galactose kinase activity units of cells trans—

None None Cream Good None

Plam None Red Poor 2,400
Plam Tlam Red Good 50
Pgal None Red Good 680
Pgal Tlam Cream Good 12

Adapted [rom Rosenberg et al. 1983, Science 222:734-739.



Vliv ruzné silnych promotoru a terminatoru na rust a
zabarveni kolonii a na aktivitu galaktozokinazy u
transformantu nesoucich plasmid pKO1

LT‘::I:akz 4.1 The effect of transcription promoters and terminators on colony

.. color,-growth, and galactose kinase activity units of cells trans- -
‘_formed Wlth plasrmd pKOl -
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None None Cream Good None

Plam None Red Poor 2,400
Plam Tlam Red Good 50
Pgal None Red Good 680
Pgal Tlam Cream Good 12

Adapted from Rosenberg et al. 1983. Science 222:734-739,



Genova exprese klonovaného genu neseného na plasmidu
pod kontrolou kontinualné transkribovaneho silného
promotoru

* Vede ke spotrebe energie
» Poskozuje esencialni funkce buriky (rust)
* Plasmid byva nestabilni

* Proto jsou v klonovacich vektorech vyuzivany
regulovatelné promotory






