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MOLEKULARNA BIOTEHNOLOGIJA - MBIBT

KLONIRANJE DNK—

e ——— =

MBT — niz tehnika pomoc¢u kojih se moze manipulisati malimfragmentima
genoma ili pojedinatnim genima, u cilju ispitivanja njihove strukture,
regulacije ekspresije gena, upoznavanja strukture i ulog njihovih
proteinskih produkata

MBT - upoznavanje osnove zivota — moguénosi menjanja osnove zivota
Primena u fundamentalnimi primenjenim nauénim disciplinama

Kloniranje DNK — dobijanje velikog broja identi ¢nih fragmenata DNK,
pocev od jednog koji se umnozava mnogo puta

s Kloniranje DNK 1973. g.; 1976. g. kloniran somatostainzatim insulin
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TRANSFEKCIJA uImoSemje ii elks;pmmmrram]]e

KULTURI ssaett&bm%uudmmllmmnw%ala
propustljivost membrane i izvrSilo ubacivanje
zeljenog gena/segmentiNK:

(1) elektroporacija,

(2) tretman lipidima,

(3) mikroprojektilima

(4) mikroinjeciranjem

(5) DNKiili RRNKwvinnssmaa (najvise kornisceni
retrovirusi)

(6) koprecipitat Sakadtgjjum fosfatom; ova
metoda se prvo razvila za indukciju

Infektivne, viralne DNK u zivotinjsku éeliju |
nazvana je transfekcija.
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MOLEKULARNA BICD TEHNOLOGIJA BILJAKA
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- promena genoma ivih organizama.

Planska promenagenomasara fese izvodi »isecanjemgena« (lransgena)

za mekmsvojsivo iz jEdinog organizma i njegovim presadivanjem i
transformacijom u drugi. Na avaj nacin nastaju genetski modifikovani

organizmi (GMO)ftij ttearsspmreelbijikes zivotinje illi nildkoooggarezni, ¢iji je
genom»obogaen« ttearsggrErarméinedi ih ko korisnijim za éoveka.

Konstrukcija novih varijeteta kultivisanih biljaka (transgene biljke),
odnosno poljoprivrednih kultura; dtuiinjpam ge weaiijEtieta kojpi diaju vedi prinos
sa istim ili povetanim hranljivim kvalitetom biljke.
= Transgene biljke rezistentne na insekte, patogenkerbicide, stresore
- sredine...
= Transgena soja, kukuruz, pamuk. -

= Transgene biljke otporne na insekte dobijene ubacanjem Bt (Bacillus
thuringiensis)gena za sintezu proteina tok€nog za insekte.




= Klonirana DNK uba ¢ena u biljke. miktotbule PSS ighonie

hloroplast
_vezikula

Goldzijev
aparat e, - W vakuola

- glatki ER
primenom plazmida Ti iz Agrobacterlum

tumefacienspombardovanjem sa granulami ER
mikroprojektilima.koji sadrze DNK, tédimmitdonm

“in planta” .

nukleolus —

Ove partikule se ubacuju direktno u biljnu Jokove pore

hromatin

celiju, neke od¢éelija bivaju ubijene, ali druge opna jedra
postaju stabilno transformisane.

ribozomi  g15hadni ribozomi

= Vektor koji efikasno ubacuje rekombinantnu
DNK u biljnu ¢éeliju je dobijen iz biljnih virusa.
= Tipkzmdl - u prirodi A. tumefaciensse vezuje
T bl|jnu éeliju, Ti mMmdj%mE&tmnmEumuu = rekombinantna

- : e | bakterija u
celiju 1 ugyaduje u hromozomalnu DNK. _S Y hentkti 6

=« Mnoge bilike mogu da se regenerisu iz 7y d_,,,., b:;fr{ﬂm
pojedinaénih kultivisanih éelija - transgena N sanicoft
biljka moze se direktno dobiti iz transgene
¢elije




Ti plazmid je izolovan iz zemljiSne
bakterije A. tumefaciens bakten‘jasa T plazmidom

unosenje u
' gen za rezistentnost za biljnu kulturu
- plazmide | HUJININ SE IMegnsSe ur herbicid .

genom b|| jke. B3 rekombmovaq?‘

. _ Plazmid % razvoj bﬂﬂl‘&f
Funkcije potrebne za ovaj transfer su na Ti

Y

.'r ?'

plazmidu. -
— — » me *ko;e plazmid Ty i jka
= T-DNK - kontroliSe funkciju infekcije, prepoznaju ubacm,plmdrezfzsgenma
i : restrikcioni _
- produkciju tumora i sl sa trafenim genom  herbicid

- Sintezu jedinjenja nazvanih opini
(nopalin i oktopin)
Bakterija koristi opine za sopstvene
potrebe . -

p!azm:d Ti

eeres [ 1} c'- _—n
‘r- R,
(F >;T DNA r ‘\« .[ T-DNA ,ﬁa |

ugradnja T-DNA 0 |50
_u biljni genom 1

bilini ganom
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F % : .‘:ﬁ
bakterijski = =
Agrobacterium kromosorm
tumefaciens transformirana

bifina stanica
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‘ Transgenicne biljke na trzis

Pamuk otporan na insekte - Bt
(Bacillus thuringiensis) toksin
ubija nametnike (Helicoverpa

Zeda)

stransgen = Bt protein r‘ﬂf?

Kukuruz otporan na insekte - Bt
toksin ubija nametnika Ostrinia
nubilalis

transgen = Bt protein

Fy ‘ Nova generacaja transgenicnih
D JELE

_ Zlatna riZza - povecana kolicina
m Soja, kukuruz (na trzistu W s o PSR VitaminaA
i k "R, dup readv” 3, e i g™ .. Lransgen = tri enzima u
pﬂl?_ﬂE!t'E a0 —hRoundup ¥ #., e i S ARl M biosintetskom putu vitamina A
usjevi B s T
m Uskoro Secerna repa, salata,

malina, psenica...)
suncokret- otpornost na bijelu plijesan

~liof B I e L | Bijela plijesan proizvodi toksiéne oksalate
= Gliofozat 1_glu oZinat - H?JCES{:E . 1 transgen = oksalat oksidaza iz pienice

klase herbicida u uporabi -l

(komercijalno ime “Roundup”)

m Transgen - modificirana EPSP sintaza
ili fosfinotricin-H-acetiltransferaza




MOLEKULARNA Bl (]]DTEHINIOILOGIIJA ZIVOTINJA

* Prvo napravljen transgeni mis, pa z&evi, svinje, ovce, krave
* (i) Transgene zivotinje kao model sistemi bolesti (OnkoMis)
* Prirodno ili vestacko ukrstanje i selekcija zivotinja radi

dobijanja poboljsanih osobina
* (i) Transgene zivotinje kojeée imati poboljsane. ili razvijene
nove ekonomski znéajne osobine na efikasniji n&in

* Proizvodnja transgenih krava koje daju mleko bogatok-
kazeinom ili sa aktivhom laktazom
— Transgeni pili¢i -
(i) Transgene zivotinje kao bioreakton za dobijanje proteima
od vaznosti za medicinsku upotrebu ili kao izvor
ksenotransplatanata

S




= Ubacivanje Ikllmmmralme DNK u zwotlnje genskltlnmms‘mr TRANSGENEZA

proteina; geni koji komiralisuw rast i1 diferencijaciju z2vatmskin éelija;
geni odgovorniza abmommalimi rast u humanim éelijama kancera.

*  Telhmike kiomiranja omogucavaju
ugradnju stranog gena u embrion,
i izmenu nekog gena embriong

¢ime se dobija TRANSGENA ZIVOTINJA.

mitohondri ﬂbo%oml
s granularni ER

citoplazma

mikrotubule _ . 2 2

nukleus

glatki ER

slobodni ribozomi .~ “  jedrova opna

2 Goldzijev aparat
centriole




TRANSGENI MISEVI

- MIkrOInJeCWanJe k|0nll’an0 stranoq gena u strana DNK se injektira u ﬁm‘f’"ﬁ

pronukleus ﬁ
Ly

pronukleusi

pronukleusa oplodene Jajnecelue et
oplodena jajna ¢elija pre fuzionisanja

Embrioni se prenose u jajovod surogat majke muskog | Zenskog pronukieuss
raZVOJ embrlona 1 injektirane jajne Celije unose

se u uterus surogat-majke
103 jmin ¢elija prezivljava sve
manipulacije transgeneze ©

Tri nedelje nakon rodenja potomstvo se
testira na prisustvo stranog gena primenon

| l
PCR tehnike ©

Prvi transgeni mis (“supermis”) je nosio gen
_za hormon rasta iz pacova (Palmlter | 10-30% potomaka imace stranu DNK u svim
BrInSter 1982 ) o, somatskim i germinativnim celijama

ukrstanje miseva koji nose
stranu DNK kako bi se odrzala
kroz generacije

p—

e Slika 16.15. Transgene Zivotinje.
Slika 16.16. ,,Supermis*“.



»NOKAUT« MISEVI

-_.. ——

"I\Tokaut misSevi su |zuzetno vazni animalni moaer zproueavan,le gena koji
su sekvencionisani-ali njihova funkcija joS nije uerdena.

lzazivanje inaktivacije odredenog gena kod miseva, nakoéega se
posmatraju eventualna odstupanja od normalnog stag ili ponasanja moze
ukazati istrazivacima na verovatnu funkciju datog gena.

Primeri istrazivanja u kojima se koriste nokaut misevi su:

proucéavanje i modeliranje razli¢itin vrsta raka, gojaznosti, siéanih
oboljenja, dijabetesa, artritisa, neunoza,, Staremj |k ssoTovwes dudéesdii;

Nokaut miSevi nude i bioloSki kontekst u kome se ngu razvijati i ispitivati
lekovi i drugi terapijski pristupi.




= KLONIRANJE

= Kloniranje - Wgwm@@ku&ﬂmﬂtmlhmgammkbﬁmm}m
od jedne jedinke aseksualnim putem¢ime se dobijaju nove jedinke,

Istovetne kao organizam od koga su dobijene.

= Osnovni smisao je da se ovim umnozavanjem ukida sxaindividualna
razli¢itost, koja se normalno dobija seksualnom reprodukipom.

= U zivotinjskom svetu postoje prirodni klonovi - jednojajni blizanci.

= Prvi eksperiment kloniranja je uradio Gurdon 1962. Gurdon je izolivao
jedro. iz visoko diferencirane somatskeelije zabe i ubacio ga u
~ anukleiranu oocitu, ¢ime je zapd&ela dekada u istrazivanjima bazirana na .

-

«nuklearnom transferu».

p——




KLONIRANJE SISARA
1997. godine Vilmut i saradnici su izvrSili prvo kloniranje sisaa. Poslo se od

R

Izabrall su ¢eliju iz vimena ovce, kOjU su prethodno uv uvell u fazu mirovanja.
Koristeci tehnike sliécne onima koje je koristio Gurdon izolovali su jedro izéelija
vimena jedne odrasle ovce. Ovaj nukleus su ubacili u oociti, koje je jedro
prethodno uklonjeno. Ovi pokuSaji su uspeli tek iz 276 puta.

Ovakva ¢elija je podeljena nekoliko puta i embrion je ub&en u matericu surogat
majke, koja je donela na svet Doli,
ovea donor

ovicu koja je bila klon majke ovcetije je jedro uzeto. JRESSETE fff;{;’,a,m  diloidne e sa 21
= Ovca Doli je klon jer je nastala iz
diploidne somatskecelije, 3-‘)

a me spajEmem j@Emedcelije | spermatozoida. . surogat majka iz koje /’ ?
il

W e uzeta jajngigeli
W R “ anukleirana oocita

Ovca Daliije umrla (Sa6 %5 guiine) antiredapiica ‘ /
Izazvanog virusom. Doli jejgasSkieaornaddagmet| & adl 2% e
artritisa. Doline telomere bile 20% kraée nego -
kod normalnih ovaca njene starosti;redkpiuca je
bio poslednji u seriji njenih medicinskih
problema.

‘ fiu,m oocite sa
drplmdnun jedmm

ovea Doli klon ovee koja je bila donor nukleusa




Adult Donor cell Unfertilized Egg Cell

adult Daonor cell (suspended state) Enucleated Eqg Cell

STEP 2: The donor cell is starved. The absence of nutrients
causes the cell to enter a suspended state, matching the state
of the enucleated egg cell.

adult Donor cell {suspended state) Enucleated Egg Cell

Dewveloping Embryo

Cviduct

STEP 5: After developing in an oviduct for around six days, the
embryo is transplanted into the uterus of a surrogate mother ewe.
This ewe will carry the developing sheep until it is born.




Egg Cell Containing Donaor Cell Mucleus

Dianor Cell Unfertilized Egg

Egg Cell Containing Donaor Cell Mucleus

Culture

STEP 1: The nucleus of the eqg cell is remowved., H—_— (Containing cytochalasin B)

Surrogate Mother

Cumulus Donar Cell Enucleated Egg Developing Embryo

e
Mucleus

STEP 5: The eag cell develaps into an embryo which is implanted
STEP 2: Curnulus cells were used as donor cells because they into the uterus of a surrogate mother mouse, After a normal
rernain naturally in a suspended state, The nucleus of & cumulus gestation period, a cloned mouse is born,
cell was inserted into the enucleated egqg.




MOLEKULARNA BICGD TEHNOLOGIJA U MEDICINI
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* Reproduktivno kloniranje - Sttvazan)e emitmiome kayjl Se zztimn immyplmtin
u matericu sa ciljem da se razvije klonirano detezabranjeno u veini
drzava.

*  Terapeutsko ((reneymaditikixmm)kloniranje - klonirani embrion se ne

implantira u matericu ve¢ se koristi za generisanje stenngatatnin)

celija.
* Terapeutsko kloniranje - primena u medicini u prenosu terapeutskog gena u
obolelo tkivo, transplantaciji gena (kod delecija) korekciji gena
(ispravljanje mutacija), povecavanju ekspresije ciljnog gena, ciljanom
~unistenju pojedinih ¢elija unosom gena ubojice, ciljanom inhibicijom geake
~ ekspresije. e -
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a Mon-reproductive (therapeutic) cloning

Muchsus from Enuclaatod
patient call oocyle

from ICM

Piuripotent ES cells

€ Trms-pmt back
o ml enf

Differentiation to cef of interest; for exampla,
nerve cells, iver cells or pancreatic isiet cells

b Reproductive cloning

=t 2190t hormaran blastocist 1,
O _,:' q : L@Z
N o §
Nuclear trarsfer
O:, .
Morla- @ CCRRTIEOR:
]

Biastocy=t @

frpiant mitg uherus

Mature Reviews | Genatics



GENSKA TERAPIJA

Jedan od pristupa iz@avanja naslednlh bolestl ummeetdnmtmmlm :
mutirani I normalni gen | amalzirati ih.

Definisanje izmemjenogorraka)iuzakuje dméesttomogutava
— Kneanaampe dijagnostic¢kih tesiova

— Gensku terapiju

Genska terapij a- zamera ostatenog ili nefunkcionalnog gena zdravin
genom ili njegovim produktom; u uzem smislu -ttegmaamdodéssiiLuNTEEETEE™M
genetkkog materijala u ciljno tkivo pacijenta.

Prema ciljanim ¢elijama genska terapija se deli na:
— somatsku -sunettkegelije obolele osobeaspotenci@ing Mmetz w @emslkm]j
terapiji; SS\ESroINEETECS S (e TISE T uitm i
. — gemminativnu - popravka defekata ucelijama germinativnih linija, ¢ime
Se promene prenose na potomstveo; vedmi zemalja zabranjeno.




DIREKTNA >
DOSTAVA CELIJSKA DOSTAVA

G;:a autskl+? EEMANE . O;::'lﬂliﬂﬂlﬁki

\ ES GEI.IJE
pakovanje HI.A

gena u
vektor SCNT “""_-H

| adutnestom \“”;*/

terapeutski gen

- spakovan u
‘Lm‘ ﬂ : uitan | umnnz p?ennshrl vektor

. rj T 7‘ ADULTNE STEM CELIJ i ubacen u
iniciranje u | celiju
pacijenta ;

I

l:ljenta Eﬁ. ;?i




= Dva pristupa u genskoj terapiji ex vivol in vivo

metode unoSenja zdravog gena direktno u odd=no tkivo pacuenta pomau
ciste plazmidne DNK ili pomatu pojedinih virusa kao vektora.

EX VIVO METODA
GENSKE TERAPIJE

/CELIJE SA MUTIRANIM
| GENOM SE 1ZOLUJU,

" GEN SE U KULTURI
‘”—f—ZﬁrM NI I IZMENJENI

" OBOLELOJ 0SOBI




MOLEKULARNA BI@ TEHNOLOGIJA U MEDICINI

INSULIN PRVI REKOMBINANTNI LEK ZA LJUDSKU UPOTREBBU

Hommon koji reguliSe mivo Se&era u krvi

Luwée gap-celije Langerhansovih ostrvaca pankreasa u cirkulaciju

e [ poaoreazee pmesuwz nea) 2 @@ lLubkanze wéellije (najvise uéelije jetre i miSiée) i sintezu
glikogena

Nedostatak insulina je praten Séernom bolefu (Diabetes melitus) +tdemppgasau

svakodnevne injekcije insuling

Nekada je insulin dobijan ekstrakcijom iz pankreasa svinja kkavea —pgormesT)gam kaxtl
ljudi moze da izazove imunu reakciju

Rekombinantni humani insulin ne izaziva imunu reakciju

o lmesullin s stivaa ke jpitmaEmani pre-pro-hormon; pro sekvenca sadrzi ekstra amino
kiseline koje sluze za transport i pakovanje insulina u trodnenzionalnu strukturu

* U toku sekrecije pro sekvenca se #e proteazama i nastaju A i B lanci insulina
povezani dvema SsS/geaaraa

* Cilj kloniranja gena za insulin je da se dobije krajnji funkcionalni produkt - linammam




Enénisfin HOMANGOG INSOLINA ¢ E. €obr

A i
= - e iNSuLis & NS VLN RS
A| B Iancelrnmujlrnm /A sane /& sause

. TRANSFoRMACIIP

- A'i B lanci insulina se odvojeno R l

kloniraju u plazmid-E. coli koiji
gen 23 dezu @ 9}

nosi gen zgi-galaktozidazu

- U E. coli se eksprimiraju zajedno | |

geni zap-galaktozidazu i A, L

odnosno B lanac insulin B M eiise A
¢ &

- Ovi veliki proteini se pre¢is¢avaju

mﬁ.llli‘ Duiig SRS
od bakterijskih ekstrakata R Y R
- Delovanjem cijanogen bromidom s W "':51; i
- (BrCN) razdvajaju se A, 0dnosno B e N ‘ i m’; ’ e
~ lanac insulina odp-galaktozidaze &0 R B iase
- PreciSéavanje A i B lanaca A tawe \.. PretiSEneonGE ,;9
insulina g 36 7 OmSiDACIon €iSTeinp
- Formiranje funkcionalnog } = =iy
insulina :::—EF-T—‘Co::au AKTIVNI  INSULIN

PisULFiORA 163A



MOLEKULARNA BICGD TEHNOLOGIJA U MEDICINI

~ ANTITELA — IMUNOGLOBULINI (Ig)
Funkcue Ig su da speciféno prepoznaju, neutralizuju i opsonlzu1u antlgene |
aktiviraju sistem komplementa; onoliko razli¢itih IG koliko razli ¢itih
antigena
Klase: IgG, IgM, IgA, IgD, IgE
Struktura: L-lanac (laki; 22000; isti u svim klasama) |
H-lanac (teski; 55000; specian za klasu)

Molekul imunoglobulina: 4 polipeptidna lanca (2 laka i 2 teska lanca, vezani
S-S mostovima | nekovalentnim vezama)
Li H lanci sadrze:

Koenstantne regione — karakteristni za klasu AT i definiSu ulogu AT

Varijabilne regione — specifiéni za antigen i vezuju antigen —
U okviru varijabilnih regiona samo nekoliko amino kiselina je odgovorno za
prepoznavanje antigena (CDR -eomplementary determinig regiohs




antigen- antigen-
binding site binding site

hinge
regions

COOH

/
light chain light chain

heavy chain heavy chain



MONOKLONSKA ANTITELA FUNKCIONISU KAO “MAGI  CNI MECI”
Antitela (AT) su selektivmi proteini koji se vezuju samazaspeciitne antigene

__.--—-—"

Specmcno prepoznavanje kreiranog AT | antlgena (protememteeeptora) na

povrsini ili unutrasnjosti ¢elija infektivnin agenasa, ili tumorskih, izmenjenih
celija organizma

IzmeEmgEmeacelija organizma mora da eksprimira neki drugatiji gen i proteinski
produkt u odnosu na normalnuc¢eliju

Speaiitna AT mogu za sebe da vezu lek koji speaiho moze unistiti ciljanu éeliju
ili infektivni agens
Za komercijalnu upotrebwu je potrelno doliti veliku koli ¢inu specificnin AT
Ranije su koris¢eni mijelomi (tumori mati ¢nih krvnih ¢éelija) kao izvor specificnih AT
— nedovolijno specifina metoda
MBT i tehnologija monoklonskih AT (MAT)
MiS illi pacov se inokuliSu zeljenim antigenom— imuni odgovor Zivotinje — izolovanje
specificnin limfocita i1z slezine— limfociti se spajaju sacelijama mijeloma (hibridomi)
— produkcija specifiécnin MAT na inicijelni antigen
* MAT se koriste u

* dijagnozi infekcija i kancera

* direktno koris ¢enje u tretmanu kancera, zapaljenja i imunih oStéenja




MiS je inokulisamn Zelijeminm

PROOUKEIIA MONORLONSKIN ANTITELA

IIJﬂlbeﬂﬁllZSerm%nnjmhmm
celije (uz tretman polietilen-
glikolom)

Hilbrdine éelije rastu u HAT
medijumu (ne sadrzi HPRT enzim i
¢elije mijeloma umiru; limfociti
umiru jer ne mogu da zive dugo L
()

Rastu samo hibridneéelije
Tecnost kulture éelija se testira na
- prisustvo specifénog MAT

Izztines i u s @iigmxeaiagjuce celije
hibridoma koje proizvode Zeljeno
MAT 1 koriste komercijalno ili
zamrzavaju na -B0°C (“¢éelijske
banke”)
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