GEENITEKNIIKAN PERUSASIOITA

GEENITEKNIIKKKA ON BIOTEKNIIKAN OSA-ALUE!
Biotekniikka tutkii ja kehittaa elavien solujen, solun osien, biokemiallisten
menetelmien sekd molekyylibiologian uusimpien menetelmien kayttésovelluksia.

Geenitekniikan perusta on geenien kemiallisen rakenteen ja
geneettisen koodin yleismaailmallisuus

* Kaikilla eli6illa geenien DNA:n emasjarjestys
kopioituu lahettiRNA:ksi, joka ohjaa
proteiinien synteesia

Kehityksen virstan pylvaita:

1680-luku Bakteerit 10ytyivat

1860-luku Sterilointi keksittiin

1880-luku Bakteerien puhdasviljelmat kehitettiin

1890-luku Virukset loytyivat

1911 Ensimmainen sydpavirus 10ytyi

1915-1917 Bakteriofagit I0ytyivat

1928 Ensimmainen antibiootti (penisilliini) 16ytyi

1930-luku Bakteerien transformaatio selvitettiin; virusten kasvatusmenetelmat kehitettiin

1944 Perintdaineksen todettiin olevan DNA:ta

1950-60luvut  Geenien perustoiminnot selvitettiin; useat DNA:han vaikuttavat entsyymit |0ydettiin

1970 Ensimmaiset DNA:n pilkkomiseen sopivat entsyymit ja
kaanteiskopioijaentsyymi l8ydettiin.

1973 Ensimmaiset vieraat geenit siirrettiin bakteeriin

1977 Bakteerissa tuotettiin ensimmainen ihmisproteiini

1982 Sydpageenien merkitys selvitettiin

1986 Ensimmainen yhdistelma-DAN-rokote (hepatiitti B) tuli markkinoille.

1990 Kansainvalinen ihmisen genomihanke alkoi (15-vuotissuunnitelma, ihmisen
periman kartoitus- ja sekvensointihanke

1995 Esitumallisen solun koko perintdaineksen emésjarjestys selvitettiin
ensimmaista kertaa (Heamophilus influenza —bakteeri)

1996 Tumallisen solun perintdaineksen emasjarjestys selvitettiin
ensimmaista kertaa (leivinhiiva, Saccharomyces cerevisiae)

2003-2004 Ihmisen genomihanke valmistuu etuajassa (ennustetut 80 000 -100 000 geenia

muuttuu 20 000- 25 000 geeniksi)

* Geenien perusrakenteet selvitettiin mikrobeja tutkimalla
* Moderni biotekniikka hy6dyntad muokattuja mikrobeja
* Muokkausvalineet mikrobeista => entsyymit bakteerien selviytymiskeinoja

=> plasmidit bakteerien DNA:ta
=> virusvektorit virusDNA:ta

=> solu- ja viruskannat




Terminologiaa

Klooni = saman perimdn omaavien eliciden joukko, joka yleensd
on syntynyt yhdestd ja samasta solusta (tai yksilosta)

suvuttoman lisddntymisen seurauksena

Bakteeriklooni:

Massakasvatus koeputkessa
=> DNA:n / geenin puhdistus ja

1€ analysointi
Kukin yksittdinen bakteeri jakautuu n
kertaa ja fuottaa oman klooninsa
jdlkeldisid
Kloonaamista varten geeni liitetdan
osaksi bakteerissa olevaa plasmidi-
DNA:ta, joka siirretaan bakteeriin
monistumaan bakteerikloonissa : :
bakteerissa vieras DNA
[oimiva geenin B
. sédtelyalue ™ < =7
E. Coli Y .
( ( /)
© b, 4
I\\-h . DNA:n kahdentumisen antibiootti-
BakTeer'l aloituskohta resistenssigeeni
Bakteerin plasmidi
kromosomi Yhdistelmdplasmidi

Kloonaus geenitekniikassa tarkoittaa kaytdnnossd geenin




Geenin kloonaaminen ja analysointi

* Geenin kloonaus tarkoittaa sen
tunnistamista ja puhdistamista

elion muusta DNA:sta 1-Klophaa!
geenikirjastosta

Geeni voidaan eristdd kahdella tapaa: kromosomaalisen

DNA:n pilkkominen

1. Geenikirjastoista l
- ei tarvita tietoa emdsjdrjestyksestd

geenikirjaston
valmistaminen

2. PCR -monistuksella l
- tarvitaan tieto

v eoe . geenin etsiminen
emGSJar'JesfyksesTa geenikirjastosta

=>
Molemmat tavat tuottavat suuren mddrdn geenid

geeni
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\A eristetty /

PCR mom=sizs

KOTSRS T

L S -
DNA puftcisns

v

B

OISR

PR =anails
v

MOMSEET ST
SrSIITIET

-

Jdlkeldisjoukon eli bakteerikloonin mukana.
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1.Tiettyyn bakteeriyksiloon asettuneen geenin mddrd lisdantyy ko.bak‘l’eer‘irL

Koeputkeen saadaan suuri mddrd bakteeria, josta DNA voidaan eristdd

= ~/
bakteerikloonin eli pesdkkeen kasvatus DN
. - . a - -
poimiminen kasvualustalta 37 C:ssa puhd
ravistellen (2 ZmaheE

Kasvatusmaljan pinnalla on yksittéisia bakteeripesakkeitd, joista jokainen
on eri bakteeriklooni. Kloonin bakteerien siséltamian DNA:n analysoimiseksi
klooni poimitaan maljalta pieneen nesteviljelmaén. Vilielmén annetaan
kasvaa ravistelijassa yli yon, ja seuraavana paivana DNA on eristettavissa
bakteerikloonista analysointia varten.



2. DNA:n kloonaaminen = monistaminen polymeraasiketjureaktiolla, PCR:lla

- korvaa perinteista kloonausta

- edellyttaaa tietoa geenin emasjarjestyksesta
- tehokas ja herkkd menetelma (muutamasta DNA molekyylista
parissa tunnissa kymmenia jopa satoja miljoonia kopioita)

- DNA monistuu koeputkessa
entsyymin avulla DNA —polymeraasi

(arkkibakteereista eristetty,
optimilampétila + 72 °C) DNA -polymeraasi

Alukkeet

1. Lammitys => + 95 °C (1min)
=> DNA —vastinjuosteet
erkanevat toisistaan

Monistettava
DNA esim.
veren valkosoluista

ukleotidit

/ \ Monistusalue

v

2. Jadhdytys => + 55 °C
=> monistettavan alueen rajaavat
alukkeet pariutuvat yksijuosteisen

DNA:n kanssa l l
3. Lammitys => +72°C

=> DNA —polymeraasi entsyymi
rakentaa alukkeesta eteenpain

vastinjuosteen / i 1 \

4. Vaiheita 1-3 toistetaan

noin 20 kertaa! Jokaisessa
syklissa alkuperdinen DNA —maara /’?( /\ f\ ‘i*\‘
kaksinkertaistuu. 1 E

Copyright @ Pearsen Education, Inc.., publishing as Banjamin Cummings.

Automaattinen PCR —laite on
ohjelmoitava koeputkien lammitin!




Geenin / DNA:n eristdminen ja kloonaaminen

=> mahdollistaa geenin tutkimisen ja manipuloimisen
(esim.yhdisteleminen muihin geeneihin tai
emdsjdrjestyksen muunteleminen) perustutkimukseen
tai kaupallisiin / ladketieteellisiin tarpeisiin

DNA:n kdsittelyn vaiheita

1. DNA: n eristdminen
- uuttamalla valkosoluista tai muista tumallisista soluista

2. DNA:n pilkkominen entsyymeilld
- restriktioentsyymit katkaisevat DNA:n tietyistd tunnistuskohdista
- entsyymit perdisin bakteereista, jotka kdyttavat

niitd tunnistamaanja tuhoamaan vierasta DNA:ta
esim. fageista tai muista bakteereista

3. DNAfragmenttien elektroforeettinen erottelu
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http://www.bio.davidson.edu/courses/Immunology/Flash/RT _PCR.html




DNA:ta pilkkovat
Katkailsuentsyymi A Katkjisu::scyirﬁ : e n-'-s'y'ymr'.

GAATTC =

| | | ||
+=CTTAAG =T CCGGA

AATT C e > A
G 4= T CCGG
e G GGCCT ;
G CTTAA At

Bl o T e - tunnistavat spesifin emasjarjestyksen
asjarjestyksensd kaksijuosteisessa ssa ja L
et DNA [ tast kohdasta, DNA:sta, ns.restriktiokohdan

- "liimapéaat” voidaan liittda yhteen

1 Palojen katkaisu samalla katkaisuentsyymilla.

2 Yksijuosteisten paiden pariutuminen.

&S - = )
en = —— o - M
2ly Ny N . \_
- 3 liittajaentsyymi
an -ngcéﬂ"TTCCGA-
o § EERTCC, ¥ w— | 376 bp
i > s - DNA with — —p—> ¥
?.I-L mutation in gene
-voidaan kdyttdd hyvdksi |
yhden emdksen eroja tutkittaessa ~ i L
. . . e o . i) Jile .
(eS|m. S|f'PP|SOIUhemOg|Ob"n|n geenl) restricion  Electrophoresis Anneal with probe
nuclease and blot

cleavage B

"] |

DNA with
normal gene

H — | 2011 bp

o | 75 bp




DNA:ta pilkkovat entsyymit

-katkaisukohdan ominaisuuksiin kuuluu, ettd samalla

entsyymilld katkaistut pdad

entsymaattisesti yhteen

= yhdistelmdDNA

= rekombinanttiDNA

- kddnteiskopioija entyymi

* tarvitaan, jotta bakteeri-
solu saadaan ilmentdmdan
ihmisen geenejd, koska
bakteereilla ei ole intronien
pilkkomiseen tarvittavaa
entsyymijdrjestelmdd

t+ voidaan liittda

Foreign DNA

Cleave with same

Bacterial
plasmid
restriction endonuclease

Insert foreign DNA
O into plasmid

to produce

recombinant DNA

mRNA w

Reverse transcriptase
transcribes mRNA o create
a complementary strand

of DNA (cDNA)

cDNA

mRNA strand is degraded
and a second complementary
DNA strand is synthesized

The new DNA is incorporated
into a vector

DNA with
mRNA
sequence

Vector




DNA:n “sdiléminen” geenikirjastoon

* Geenikirjasto on koeputkessa oleva,pakastimessa sdilytettdva
kokoelma DNA -paloja, jotka on liitetty esim. plasmidiDNA:han
tai virusDNA han

- Plasmidi ja virukset toimivatDNA -kuljettimina eli vektoreina

puhdistettu @

DNA hajotus
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geenikirjasto

l siirto bakteeriviljelmaén

Geenikirjaston tekeminen.



Geenin kloonauksen yleiset periaatteet

Vieras geeni siirretddn bakteerin plasmidiin ja tdmd yhdistelmad-
DNA siirretddn bakteeriin

Bakteerin jakautuessa myés yhdistelmdplasmidi jakautuu ja
kopioituu jdlkeldisiin

Suotuisissa olosuhteissa bakteeri saadaan tuottamaan vieraan
geenin koodaamaa proteiinia

*x

Thmisen geenin kloonaaminen bakteeriplasmidissa

Bakteeriplasmidi Katkaisu samalla
akteeriplasmidi, : ntsyvmilla .
Jossa ampisilliini- — € SYQ‘% HumaaniDNA

resistenssin \
antava geeni ( z

\ Plasmidin ja kloonattavan
geenin yhteen liittdminen

@

l Liittdjdentsyymi

Yhdistelmdplasmidi ©
—_—

| Yhdistelméplasmidi
E. coli -bakteeri, siirretddn E. coli
jossa plasmidi g’: o bakteeriin
- “c:_:‘ﬂ Bakteerin kloonaaminen
\\"-_n = o - maljalla kasvavat bakteerit, jotka

ovat ampisilliini-resistentteja

Bakteeriklooni, joka sisdltda

5 halutun humaanigeenin

Xe)
. ﬁ o5 => voidaan eristdd geeni tutkittavaksi
& 0P ) tai tuottamaan itse proteiinia
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Plasmidin kayttd biotekniikassa

E. coli

Plasmidin DNA:Nn

eristys puhdistus Solu

S
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Baktee
kromosomi Plasmidi
YhdistelmaDNA
Geenin

irrotus

Siirto bakteeriin
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Bakteerin kloonaus
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Copyright & Paarsen Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings. 1) Bakteerin tuottama proteiini

2) Geeni voidaan eristaa ja kdyttaa esim. tuottamaan voidaan eristaa, esim kasvuhormoni
bakteereita kaytettavaksi 6ljyvaurioden korjaamisessa tai veren hyytymistekija
tai antamaan kasville tuhohyonteissuojan



Geenimuunnellun tomaatin tuottaminen

Insect resistance gene I,*'

| * hyénteisresistenssi

1. Cut out the gene. .
2. Insert gene into a vecor ~_ (1 .
with a selectable anfibistic \DEL‘
resistonce morker gene.
Antibiotic A { é ; 'p
|

resisfopiee |
gene

u selective antibiofic | _ == = .
medin. Only cells that

have incorporated the vector will grow.

6. Lood bullet into gene qun. \j 8. The ol e loid s e

v &
3. Copy vediorin bacteri, (UMY L ;hmmg thegenegun
releases the parficles sta
d high velodity penetrating
the plant cells. 10. These cells are fransferred
to medium containing
plont growth focors. 1
4. Coat tungsten
or gold particles 8. The vector enters
with DA vectors. the cell. The genes are
incorporated into the
plont genome.

5 Lood vedor-conted

s
particles onto feflon ﬁj. rite
bullet. - L9

http://www.bionetonline.org/suomi/Content/db_tool.htm#




Rekombinanttirokotteet, DNA - rokotteet

Rokotteet:

=> aktiivinen immuniteetti => muistisolut

=> passiivinen immuniteetti => vasta-aine taudin puhjettua
=> nopea vaste, lyhytaikainen, ei muistisoluja

DNA —tekniikalla:
* plasmidiin antigeenisen proteiinin geeni
=> antigeenisen proteiinin tuotto => immunisointi

Hepatiitti B —viruksen rekombinanttirokotteen valmistaminen hiivasolussa

Hepatiitti B virus ei kasva missaan tunnetussa soluviljelyjarjestelmassa
HBV:n kioonattu DMNA

Etu: vain aktiivisin osa
taudinaiheuttajasta

=>ei sivuvaikutuksia
Haitta: teho voi olla
heikompi kuin perinteisilla

pinta-antigeeni

hepatiitt-
virus (HBV)

ikrobeja.

€1 perinteisissi
etelmissd on kuiten-
- Heikennettyjen

wdinaiheuttamiskyky

isdantya. Inaktivoidut
rat sisalead elivii
ukkia mikrobeja ei
hjetessa pystyti
laboratoriossa
ast1 ja tarpeeksi
rokotetuotantoa

ta mikrobien kasvat-
lla vaarallista tai
Virukset kasvavat
riljelmissa, joiden
ikan soveltaminen
son mahdollistaa
hestymistavan
otterden lnonuseksi.
sest valmistetuissa
okotteissa on vain
in mikrobin valku-
cotteeseen valitaan
set protelinit, jothin
taan reagoivan
1ottamalla vasta-

N ea artal ealara

pinta-antigeanis
koodaava DNA

*)

Xrﬁ]ﬂan‘rﬂ'ym.

hivan 1
séfitaly- \

alue w;

LEuS.
valintageani

hiivan iimentamis-

vakion
2;:,, o

transkmotion
lopetuskoodi

Amp”

geeninsiirta
hivasaluihin

@:‘-—.__ (= o)
N
oy
e s

I
= =
(_‘\-—‘jL}{_,f'l {

S

—
A
-._,-:—\_"\

e

N

hiivakioonan
valinta

S ""-—,\1
(s )
solu- l
wiljely =
farimen- t__

lorissa | T H’"";
2f
' i |

Hepatiitti
B -viruksen
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Geenien ilmentymisen / SNP:ien
tutkiminen mikrosiruanalyyseilld

* Tutkitaan yhtd aikaa suuren geenijoukon ilmentymistd ts. niiden IRNA:ta

* Tutkitaan yhden emdksen muutoksesta aiheutuvia
geenien rakenne-eroja /SNP (single nucleotide polymorphism)

A. RNA Isolation : :
E. Imaging

Sample A Saumple B
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B. cDNA Generation
C. Labeling of Probe

Reverse Transcriptase .
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D. Hybridization

to Array
—

- Mikrosirulle on koneellisesti
applikoitu eri geenejd vastaavia
DNA -palasia, jotka tunnistavat
ndytteessd olevat, tutkittavan
ndytteen RNA:ta vastaavat cDNA:t

-Mikrosiru voidaan valmistaa tunnistamaat
koko perimdn geenit tai tietty _
geenijoukko (esim. syopdgeenit). i

-"Suomi -siru” tunnistaa 30 tunnettua Mirosirujen tekemiseen kdytettdva robotti. Robotin

hienonhieno neula ruiskuttaa lasilevyjen pinnalle

suomalaiseen tautiperimddn kuuluvaa yksiuosteista DNA:ta tuhansiksi pieniksi pisteiksi tiettyyn
"fauﬂageenia" 80 ndytteestd jérjestykseen. Erilaisia mikrosiruja saa myds kaupallisilta

valmistajilta.



