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§ SaZetak vii

§ Sazetak

DNA je deoksiribonukleinska kiselina koja se sastoji od Secera deoksiriboze, dusi¢nih baza i
fosfata te formira dvostruku zavojnicu. Sintetski geni su dugacke sintetske molekule DNA koje
se dobiju spajanjem krac¢ih oligonukleotida. Sinteza oligonukleotida je sinteza kratkih
fragmenata nukleinskih kiselina.

Najvaznije metode za stvaranje sintetskih gena su fosforamiditna sinteza, lanana reakcija
polimeraze (PCR) i lancana reakcija ligaze (LCR). Najces¢e se koristi sinteza na ¢vrstom
nosacu koja koristi fosforamidite koji se ugraduju u rastuéi lanac. Sinteza na ¢vrstom nosacu je
automatizirana pomocu ra¢unala. MozZe se izvoditi u koloni ili na mikro¢ipu. Fosforamiditnom
metodom se uglavnom sintetiziraju kraci oligonukleotidi koji se kasnije mogu produzivati
pomocu lancane reakcije polimeraze ili lan¢ane reakcije ligaze. U lanCanoj reakciji ligaze se
koristi termostabilna ligaza za povezivanje kratkih oligonukleotida. Za razliku od lancane
reakcije ligaze, lanCana reakcija polimeraze ne koristi ligazu ve¢ polimerazu. Pomoc¢u lancane
reakcije polimeraze mogu se napraviti milijuni kopija odredenog slijeda DNA. Sinteza
oligonukleotida na ¢vrstom nosacu omogucava sintezu novih gena po mjeri. Prilikom sinteze
oligonukleotida mogu se javiti pogreske kao $to su delecije, umetanje 1 supstitucija baza Sto
smanjuje kvalitetu produkta. Pogreske koje ostaju u oligonukleotidima se kopiraju u
komplementarni lanac pomocu lancane reakcije polimeraze. Postoje razni mehanizmi koji
ukljucuju specifi¢ne proteine koji sudjeluju u popravljanju krivo sparenih baza. Jedan od
primjera primjene sintetskih gena je sinteza genoma bakterije Mycoplasma mycoides. Sintetski
genom je prenesen u srodnu bakteriju M. capricolum kojoj je prethodno izbacen genom, pri
¢emu se novonastala stanica normalno replicirala i sintetizirala proteine kodirane sintetskim
genomom. Buduéi da je genetski kod degeneriran, moguce je mijenjanjem kodona utjecati na
povecéanje proizvodnje proteina $to se naziva optimizacija kodona. Sintetski geni se koriste i u

mutagenezi §to je metoda za proucavanje funkcija gena.
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§1. Uvod 1

§1. UVOD

DNA je dugacki linearni polimer, nukleinska kiselina koja nosi geneti¢ku informaciju. Ta
geneticka informacija se moze prenositi s jedne generacije na drugu. DNA se sastoji od puno
nukleotida, a svaki se sastoji od dusi¢ne baze, Secera deoksiriboze i fosfata. Geneticka
informacija je pohranjena u slijedu baza. DNA formira dvostruku zavojnicu koja se sastoji od
dva komplementarna lanca omotanih jedan oko drugog. Upravo je ta komplementarnost lanaca
odgovorna za prijenos geneticke informacije. Ukoliko se jedan lanac oSteti, on se moze
popraviti pomoc¢u komplementarnih baza drugog lanca te je geneticka informacija ocuvana.
Tako stanice mogu ocuvati svoju geneticku informaciju i prenijeti je na sljede¢u generaciju.

Gen se najlakSe definira kao nukleotidni slijed DNA koji kodira za protein ili RNA.
Slijed od tri baze duz lanca DNA, odreduje jednu aminokiselinu unutar proteina. Ono §to
povezuje DNA slijed sa slijedom proteina naziva se genetski kod. Slijed aminokiselina u
proteinu odreden je slijedom nukleotida u genu. Slijed nukleotida u DNA  odreduje
komplementarni slijed nukleotida u RNA $to odreduje slijed aminokiselina u proteinu. Genom
je ukupni genetski materijal organizma, a ukljucuje gene i nekodirajuce sljedove.

Sinteza sintetske DNA se naziva sinteza gena, Sto je zapravo sinteza dijelova DNA
duzine od 250-2000 parova baza iz jednolancanih sintetskih oligonukleotida.

U ovom zavr$snom radu se obraduje de novo sinteza DNA koja se razlikuje od biosinteze
prirodnog slijeda DNA. Obraduju se metode sinteze oligonukleotida, spajanje tih
oligonukleotida u duze dvolancane molekule DNA, pogreske u sintezi oligonukleotida te

primjena sintetskih gena.
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§ 2. OPCENITO O DNA I GENIMA

2.1. DNA

DNA je nukleinska kiselina koja sadrzi geneticku informaciju u stanici. Ta geneticka
informacija se moze prenijeti s jedne generacije na drugu te kodira za proteine. DNA je dugacki
polimer koji se sastoji od velikog broja nukleotida, a svaki se sastoji od Secera deoksiriboze,
fosfata i dusi¢ne baze. Postoje Cetiri vrste dusi¢nih baza u DNA: purini (adenin i gvanin) i
pirimidini (timin i citozin). Seceri su povezani fosfodiesterskim vezama i ¢ine okosnicu.
Fosfodiesterska veza je veza izmedu 5'-OH jednog Secera i 3'-OH drugog Secera.

Watson i Crick su postavili trodimenzijski model dvostruke zavojnice DNA 1953.
godine. DNA formira dvostruku zavojnicu koja se sastoji od dva komplementarna lanca
omotanih oko zajednicke osi. Lanci su antiparalelni §to znac¢i da idu u suprotnim smjerovima.
Lanci su povezani vodikovim vezama izmedu adenina i timina te citozina i gvanina. Adenin se
uvijek sparuje s timinom i formira dvije vodikove veze, a gvanin se uvijek sparuje s citozinom
formirajuéi tri vodikove veze. Dvostruka zavojnica je stabilizirana i van der Waalsovim
interakcijama izmedu baza usporedno s osi zavojnice. Okosnica koja se sastoji od fosfata i
SeCera se nalazi na vanjskoj strani, a baze su u unutrasnjosti zavojnice. Baze su okomite na o0s
zavojnice. Fosfodiesterska okosnica sadrzi negativan naboj koji odbija hidroksidne ione koji

mogu izvrSiti napad na okosnicu.

Kristina Dela§ Zavrsni rad



§ 2. Opéenito o DNA i genima
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Slika 1. Watson-Crickov model dvostruke zavojnice DNA. Preuzeto i prilagodeno prema [1]

Za razliku od DNA, RNA je jednolan¢ana zavojnica te sadrzi riboze umjesto

deoksiriboza. Takoder, RNA umjesto timina ima uracil. Riboza posjeduje 2'-OH grupu dok

deoksiriboza ima vodik na tom polozaju. Odsutnost 2'-OH skupine u DNA dodatno povecava

njezinu otpornost na luznatu hidrolizu. Veca stabilnost DNA vjerojatno je odgovorna za njenu

upotrebu kao nasljedni material umjesto RNA.12

Kristina Delas
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2.2. Replikacija DNA

Replikacija DNA je semikonzervativna $to zna¢i da se DNA sastoji od roditeljskog lanca 1
novosintetiziranog lanca. Svaki lanac dvostruke zavojnice sluzi kao kalup za sintezu novog,
komplementarnog lanca. Replikacija zapoCinje na to¢no odredenom mjestu koje se naziva
izvoriste replikacije. Eukariotske DNA imaju puno izvorista replikacije dok prokariotske DNA
imaju samo jedno. Kod bakterija protein DnaA prepoznaje izvoriSte replikacije, te se veze na
njega i omogucuje vezanje DNA-helikaze. DNA-helikaza odmotava dvostruku zavojnicu DNA
te dolazi do pucanja vodikovih veza izmedu lanaca. Kako se DNA odmotava, dolazi do
stvaranja superzavoja $to povecava torzijski stres u DNA i otezava odmotavanje. Enzim giraza
(koja pripada razredu topoizomeraza 1) uklanja te superzavoje. Kako bi se sprije¢ilo ponovno
povezivanje odmotanih jednolanc¢anih DNA u dvolan¢anu DNA, veze se protein SSB koji
sprjecava asociranje jednolancanih DNA. Sljedece, enzim primaza formira RNA-pocetnicu ha
koju se veze DNA-polimeraza. Pocetnica ima slobodnu 3-OH grupu. DNA-polimeraze
sintetiziraju DNA u 5'—3' smjeru tako da kataliziraju nukleofilni napad 3'-OH skupine zadnjeg
nukleotida rastu¢eg lanca na a-fosfat nadolaze¢eg dNTP-a. DNA-polimeraze sadrze metalne

ione u aktivnom mjestu.34
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Slika 2. Mehanizam adicije novog nukleotida pomo¢u DNA-polimeraze. Preuzeto i

prilagodeno prema [4]
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Tocnost replikacije DNA osigurava se sparivanjem komplementarnih parova baza.
Ukoliko je ipak doslo do greSke, DNA-polimeraze imaju odvojenu domenu za popravak greske.
Ako je dodan krivi nukleotid, 3'—5' egzonukleazna aktivnost ove domene uklanja krivo spareni
nukleotid te polimeraza dodaje ispravan nukleotid. Ta aktivnost se naziva popravak pogreske
(eng. proofreading). Polimerazna aktivnost i popravak greske odvijaju se u zasebnim
domenama DNA-polimeraze.?

Mjesto sinteze DNA naziva se replikacijske raslje. Novi lanac DNA se uvijek sintetizira
u 5'—3' smjeru. Buduc¢i da su lanci antiparalelni tj. idu u suprotnim smjerovima, lanac kalup se
¢ita od 3'—5' smjeru. Jedan lanac DNA se sintetizira neprekidno i zove se vode¢i lanac, a drugi
lanac se sintetizira u obliku Okazakijevih fragmenata te se naziva tromi lanac. Kako replikacija
napreduje, DNA-ligaza spaja Okazakijeve fragmente katalizirajuci stvaranje fosfodiesterskih

veza.*

2.3. Geni

Gen je dio DNA koji kodira primarni slijed nekog genetickog produkta, koji moze biti
polipeptid ili RNA. Gen je dio kromosoma koji odreduje ili utjece na fenotip, poput boje ociju.
Cjelokupni nukleotidni slijed stani¢ne DNA ¢ini genom. Samo mali dio genoma zapravo kodira
za proteine. Neki se geni mogu izraziti na razlicite nacine kako bi generirali viSe proteina ovisno
o tkivu u kojem je gen eksprimiran. Tijekom ekspresije gena, DNA se prvo kopira u RNA
procesom transkripcije. mMRNA dalje sluzi za sintezu proteina.

Transkripcija je proces kopiranja geneticke informacije s DNA u RNA. DNA sluzi kao
kalup kojeg ¢ita RNA-polimeraza. Nastaje jednolan¢ana mMRNA koja je komplementarna DNA,
a razlikuje se po tome $to sadrzi ribozu umjesto deoksiriboze i uracil umjesto timina kao §to je
prije ve¢ navedeno. Kasnije, u translaciji mRNA se koristi kao kalup za sintezu polipeptida koji
se sastoje od aminokiselina. Kako bi se preveo slijed nukleotida u slijed aminokiselina Koristi
se genetski kod. Tri uzastopna nukleotida, $to se naziva kodon, kodiraju jednu aminokiselinu
polipeptidnog lanca. Jedna aminokiselina moze biti kodirana i pomocu vise kodona. Slijed
aminokiselina odreden je slijedom baza u DNA. Antikodon na tRNA molekuli prepoznaje taj
komplementarni slijed od tri baze. MRNA se translatira u proteine $to se odvija na ribosomima.
Translacija je kompliciraniji proces od transkripcije jer se u transkripciji nukleotidi samo

kopiraju, a u translaciji se slijed nukleotida prevodi u slijed aminokiselina.

Kristina Dela§ Zavrsni rad
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Prosjec¢ni polipeptidni lanac od 350 aminokiselina odgovara DNA duljine 1050 parova
baza. Kromosom bakterije Escherichia coli je cirkularna DNA molekula koja sadrzi 4,639 675
parova baza. Te baze kodiraju 4300 gena za proteine i 157 gena za strukturne i kataliticke RNA.
Ljudski genom sadrzi otprilike 3,1 milijardu parova baza koje kodiraju 25 000 gena na 24
razli¢ita kromosoma.®
Aktivnost gena je kontrolirana na razini transkripcije. Ho¢e 1i gen biti transkribiran

odreduje se medudjelovanjem specifi¢nih DNA slijedova i specifi¢nih proteina koji se vezu za

te sekvence.16

Kristina Dela§ Zavrsni rad
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§ 3. SINTETSKI GENI

3.1. Sinteza oligonukleotida na ¢vrstom nosacu

Sinteza na ¢vrstom nosacu razvijena je prvo za sintezu peptida, ali ima primjenu i u sintezi
oligonukleotida. Kemijsku sintezu na ¢vrstom nosacu izumio je Bruce Merrifield te je zbog
toga 1984. godine dobio Nobelovu nagradu za kemiju.® Sinteza na ¢vrstom nosacu se izvodi na
¢vrstom materijalu koji se nalazi u koloni koja omogucuje slobodan prolazak svih reagensa i
otapala. Metodu je moguce automatizirati.

Sinteza fosforamiditnog oligonukleotida ukljucuje oligonukleotidni rastuéi lanac koji je
vezan za ¢vrstu podlogu te se na njega adiraju aktivirani monomeri. Sinteza se odvija u Cetiri
faze: uklanjanje zastitne skupine, povezivanje, blokiranje i oksidacija. Dodaje se jedan
nukleotid u jednom ciklusu.

Prvi nukleozid je priévr§éen za podlogu preko svoje 3'-OH grupe, a 5-OH grupa mu je
zaSti¢ena s dimetoksitritilom (DMT) kako bi se sprijecila polimerizacija i ta se grupa mora
maknuti prije pocetka prije sinteze. Pomocu slabe kiseline se uklanja zastitna DMT skupina s
5'-kraja rastu¢eg lanca i1 zaostaje reaktivna OH skupina.

Aktivirani monomeri su zaStiCeni deoksiribonukleozid 3'-fosforamiditi koji imaju
zasticenu 5'-OH grupu pomocu dimetoksitritila (DMT). Na 3'-kraju ima fosforamidit tj.
trovalentni fosfit koji umjesto jednog kisika ima amino grupu ili supstituirani amin
(diizopropilamin). Za jedan od fosforamiditnog kisika se veze b-cijanoetil (bCE) $to ga ¢ini
nereaktivnim. Drugi kisik je vezan za deoksiribozu. Deoksiribonukleozid fosforamiditi su
pomijeSani s aktivatorom tetrazolom. Reaktivne grupe na svim bazama su isto zaSti¢ene. 5'- OH
rastuéeg lanca vezanog na ¢vrstu podlogu radi nukleofilni napad na 3'-fosfor nadolazeceg
nukleotida i formira fosfit triester uz oslobadanje supstituiranog diizopropilamina.

Neizreagirane 5'-OH grupe se blokiraju acilacijom kako bi se izbjegle delecije. Inace bi
reagirale sa sljede¢im fosforamiditima, a formirani oligonukleotidi bi imali bazu manje $to
dovodi do delecije. Acetilacijom 5'- OH grupa one se blokiraju i ne mogu reagirati. Koriste se

N-dimetilimidazol i anhidrid octene kiseline koji pomijeSani zajedno acetiliraju alkohole.

Kristina Dela§ Zavrsni rad



§ 3. Sintetski geni

Fosfitni ester oksidira se jodom i nastaje fosfotriester. Zastitna DMT skupina uklanja se

ispiranjem kolone kiselinom kako bi 5'-OH skupina mogla reagirati sa sljede¢im nukleotidom.

Nastaje otopina narancaste boje od karbokationa DMT.

Ponavljaju se reakcije dodavanja nukleotida koji ima reaktivni fosforamidit na 3'-kraju

dok se ne doda zeljeni broj nukleotida. Na kraju se ostale zastitne grupe na bazama i fosfatima

uklone dodavanjem otopine NHs. Oligonukleotid se odvaja s ¢&vrste podloge pomocéu

koncentrirane otopine amonijevog hidroksida te proc¢is¢éava HPLC kromatografijom ili

elektroforezom na poliakrilamidnom gelu. Spajanje se provodi u bezvodnim uvjetima jer voda

reagira s fosforamiditima.
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Slika 3. Sinteza oligonukleotida fosforamiditnom metodom. Preuzeto i prilagodeno prema [9]
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§ 3. Sintetski geni 9

Sinteza fosforamiditnog oligonukleotida odvija se u 3'—5' smjeru suprotno 5'—3'
smjeru biosinteze DNA u replikaciji DNA. Svaki se oligonukleotid zasebno sintetizira na svojoj
koloni te se onda Zeljeni oligonukleotidi pomijeSaju i tvore gen. Tako se smanjuje slozenost
sinteze oligonukleotida jer se u smjesi koriste samo oligonukleotidi koji su potrebni za taj gen.
Metoda je vrlo korisna jer se mogu napraviti oligonukleotidi sa slijedom koji se odredi po zelji.
Ekspresijom sintetskih gena mogu se proizvesti novi proteini s novim svojstvima.

Fosforamiditna sinteza se izvodi u koloni, a materijali koji se koriste su netopljive
Cestice, promjera 50-200 um, na koje je oligonukleotid vezan tijekom sinteze. NajceSc¢e se
koristi staklo s kontroliranim porama ili polistiren. Dimenzije materijala se prilagoduju veli¢ini
oligonukleotida.

Ova metode je vrlo uinkovita, s efikasnosti veCom od 99% , ako oligonukleotid sadrzi
manje od 100 nukleotida.” Medutim, tijekom uklanjanja zastitnih skupina sa kiselina javljaju se
reakcije depurinacije, posebno kod adenozina, koje utjecu na kvalitetu sinteze oligonukleotida
koji su dulji od 100 nukleotida. Na kvalitetu sinteze utjecu i uklanjanje DMT zastitne grupe,
Sto ako je neuspjesno dovodi do delecija baze. Sinteza RNA je sloZenija jer se treba zaStititi 2'-
OH skupina riboze tako da to ne utjece na reaktivnost 3'- OH grupe.

Kako bi se smanjila potroSnja reagensa i mutacije koje nastaju prilikom uklanjanja
zastitnih skupina sa kiselina postoji i alternativna metoda sinteze fosforamiditnog
oligonukleotida. Umjesto DMT skupine koja §titi 5'-OH svakog fosforamidita, koristi se
karbonatna skupina. Koristi se peroksi anion koji tada sluzi kao nukleofil za uklanjanje 5'-
karbonata zastitne skupine i oksidaciju fosfit tristerske veze do fosfostriesterske veze. U
luznatim uvjetima uklanjanje 5'-karbonata pomoc¢u peroksi aniona je ireverzibilno te zato

eliminira depurinaciju i smanjuje mutacije u sintetiziranoj DNA.%!

3.2. Sinteza oligonukleotida na mikrocipovima

Sinteza oligonukleotida na mikro¢ipovima koristi alternativnu fosforamiditnu sintezu.
Oligonukleotidi se nalaze na povrsini mikrocipa te se temelji na sintezi pod svjetlom i
uklanjanju zaStite s fotolabilnih nukleozida fosforamidita. Koriste se fotolitografske maske

kako bi se odabralo podrucje povrsine ¢ipa koja ¢e se izloziti svjetlosti. Oligonukleotidima koji
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su izloZeni svjetlosti uklanjaju se fotolabilne zastitne skupine na 5'-OH, §to aktivira tu OH
skupinu za spajanje s aktiviranim nukleozidima. Svaki ciklus tako produzuje oligonukleotid za
jednu bazu. Moguce je i paralelno sintetizirati veliki broj oligonukleotida na jednom
mikrocipu.’

Postoje i naprednije metode koje su zamijenile fotolitografske maske s mikrozrcalima
pomocu kojih se moze kontrolirati svjetlost.*

Prednost sinteze oligonukleotida na mikroc¢ipu je to $to je puno jeftinija od sinteze
oligonukleotida na ¢vrstom nosacu. Cijene se kre¢u od $0.00001-$0.001 po nukleotidu §to je
puno jeftinije od $0.05-$0.15 po nukleotidu za sintezu oligonukleotida na &vrstom nosacu.*?
Manja cijena je djelomi¢no zbog manje koli¢ine potrebnih reagensa. Ipak, oligonukleotidi
sintetizirani na mikroCipu su manje kvalitetni i metoda je vise podloZzna greSkama nego sinteza
oligonukleotida na ¢vrstom nosacu. Unato¢ tome, ovom je metodom moguce sintetizirati vise

jedinstvenih oligonukleotida nego metodom na ¢vrstoj podlozi.

3.3. Lancana reakcija polimeraze

Najcesce koriStena metoda povezivanja kracih oligonukleotida u dulje fragmente je lancana
reakcija polimeraze (PCR). Lanc¢ana reakcija polimeraze kopira puno fragmenata odredenog
slijeda DNA te je metoda za umnazanje specifi¢nih sljedova DNA. Moze posluziti za stvaranje
milijuna kopija jednog odsjecka DNA. Ovo visestruko umnazanje odsjecka DNA u PCR-u je
korisno jer omogucéuje manipulaciju i proucavanje gena. Primjena lancane reakcije polimeraze
je vrlo siroka, moze se koristiti u biokemiji, molekularnoj biologiji, medicini, forenzici...

Za lancanu reakciju polimeraze potrebna je dvolancana DNA koja sadrzi fragment
kojeg je potrebno kopirati, par pocetnica, DNA-polimeraza koja je otporna na temperaturu te
sva Cetiri deoksiribonukleozida trifosfata (dAATP, dGTP, dCTP, dTTP). Pocetnice su kratki
oligonukleotidi koji se sparuju s kalupom DNA na nacin da omeduju ciljni slijed koji se zeli
umnoziti.

U prvom koraku otopina se zagrijava na 96 °C kako bi moglo do¢i denaturacije DNA
odnosno pucanja vodikovih veza te odvajanja lanaca. DNA se mora denaturirati zato $to nije
prisutan enzim za razdvajanje lanaca, odnosno helikaza. Otopina se hladi na 56 °C kako bi se
pocetnice mogle vezati na denaturirane DNA lance. Jedna se pocetnica veze na jedan lanac, a

druga na drugi lanac. Pocetnice su komplementarne sljedovima u lancima DNA koji omeduju
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ciljnu DNA koja se treba umnoziti. Pocetnice su prisutne u suvisku S$to povecava vjerojatnost
da Ce se bas one vezati za odredeni slijed kako se DNA lanci ne bi opet spojili. Otopina se opet
zagrije na 72 °C sto je optimalna temperatura za DN A-polimerazu Tagq, izoliranu iz termofilne
bakterije Thermus aquaticus koja zivi u izvorima vruce vode. Tag-DNA-polimeraza produzuje

lance u 5'—3' smjeru dodajuéi deoksiribonukleozid-trifosfate.”1113-15

Boéni slijed

Ciljani slijed
< \I I - >
< = =i D
®llugrijn\‘unju
s I=d ] >
<& = = -
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—= —>
T~ Klice —m
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==+ T >
— =
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Slika 4. Prvi ciklus lan¢ane reakcije polimeraze. Preuzeto i prilagodeno prema [15]

Ovo je jedan ciklus lancane reakcije polimeraze koji se obi¢no ponavlja 30 puta. Taq
polimeraza je i dalje prisutna u otopini. Na kraju treceg ciklusa dobivaju se dva fragmenta koji
predstavljaju ciljani pocetni slijed. Nakon n ciklusa, dobije se 2" kopija DNA. Umnazanje je
milijun puta nakon 20 ciklusa i milijardu puta nakon 30 ciklusa, §to se moZe izvrSiti U Sat
vremena.t4

Postoji verzija PCR metode koja omogucuje kreiranje sintetskih gena pocevsi od
djelomi¢no preklapajucih sintetskih oligonukleotida duljine oko 100 nukleotida. Pri tome
termostabilna DNA-polimeraza dodaje dNTP-ove kako bi popunila ,,rupe* na jednom lancu

pomoc¢u komplementarnih baza drugog lanca. Koriste se kratki sintetski oligonukleotidi koji se
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djelomic¢no preklapaju (u duljini 15-20 nukleotida) i zajedno odgovaraju zZeljenom genu.
Izmedu susjednih oligonukleotida se nalaze ,,rupe“. Smjesa tih oligonukleotida se grije te se
onda hladi kako bi se mogli spariti komplementarni oligonukleotidi. 5'-kraj jednog
oligonukleotida se veze za 3'-kraj drugog. Oligonukleotidi koriste suprotni lanac kao kalup.
Puno oligonukleotida se preklapa, ali se produzuju samo oni fragmenti koji se mogu
polimerizirati u u 5'—3' smjeru, inaCe replikacija staje jer DNA-polimeraza ne moze
produzivati lance u u 3'—5' smjeru. Na taj nacin nastaje dvolancana DNA koja se opet
denaturira u jednolan¢anu DNA. U svakom sljede¢em ciklusu nastaju dulji fragmenti od
prethodnih koji se sparuju. Ponavljanjem grijanja i hladenja oligonukleotidi se produzuju dok
se ne dobije potpuno sastavljen Zeljeni gen. Zeljeni gen moze se amplificirati pomoéu landane

reakcije polimeraze.”1:12.16

Cijeli gen koji treba sintetizirati

Kratki preklapajuci oligonukleotidi
5 3 5 3
3 5 3 5
1. ciklus 2. ciklus
_—— 98 °C e
Zagrijavanje
65 °C
wE 65°C
| Sparivanje Sparivanje
5 3
3 5 —
5 3 Polimeraza
produzuje u
3 5 5'—3' smjeru N T
5 3
g~ T s
72°C
Produzenje
72°C
Produzenje
v
Prvi produkt

Slika 5. Verzija PCR-a za kreiranje sintetskih gena pomocu preklapajucih

oligonukleotida. Preuzeto i prilagodeno prema [16]

Kristina Dela§ Zavrsni rad



8 3. Sintetski geni 13

3.4. Lancana reakcija ligaze

Mehanizam lancane reakcije ligaze (LCR) je slican onom u PCR-u, ali se razlikuje po tome §to
koristi dva enzima: termostabilnu ligazu 1 Tag-DNA-polimerazu. Kao i u PCR-u,
oligonukleotidi se zajedno pomijesSaju, denaturiraju te ohlade kako bi se fragmenti mogli spariti.
Termostabilna ligaza povezuje dva fragmenta Sto se onda moZe amplificirati putem PCR. MoZe
se zagrijati blizu tocke meksSanja oligonukleotida Cime se povecava specificnost. Tocka
meksSanja je temperatura pri kojoj je polovina strukture DNA denaturirano. KoriStenjem
termostabilne ligaze mogu se razlikovati DNA sljedovi koji se razlikuju u samo jednom paru

baza.l” Proces se ponavlja dok se ne dobije gen Zeljene duljine.’

-0 _— Povezivanje
S— e — — < pomocu
Prp——— Lagrijavanje Spanvanje v — [igﬂze —
""" —  “— —_—— Piamal il e—
i — —————— S SSSSSSSS
et
Zagrijavanje T

Slika 6. Lanc¢ana reakcija ligaze. Preuzeto i prilagodeno prema [16]

3.5. Pogreske u sintezi gena

U kemijskoj sintezi oligonukleotida nije moguce izbjeci pogreske kao §to su delecije, umetanje,
supstitucije baza. NajCesce vrste pogresaka u sintezi oligonukleotida dogadaju se kada se novi
fosforamiditni monomer ne uspije povezati u rastu¢i lanac. SprjeCava se rast lanaca
acetilacijom, a neuspjeh u deprotonaciji dovodi do delecija u zavrsnom DNA lancu. Umetanja

se mogu dogoditi kada se DMT cijepa aktivatorom tetrazolom.
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Spajanje kratkih oligonukleotida u dugacke lance DNA pomoc¢u DNA-polimeraze isto
moze uzrokovati pogreske. Sve ove moguce pogreske u sintetskim genima uzrokuju stopu
pogreske od 1-10 mutacija po kilobazi.*®

Cisto¢a oligonukleotida se moZe poboljsati metodama pro¢iséavanja kao §to su HPLC
ili SDS-PAGE. Oligonukleotidi s hidrofobnim DMT mogu se odvojiti od prerano terminiranih
sekvenci koje nemaju zastitnu grupu. Ovim se postupkom moze ukloniti 90% pogresaka,
najvise umetanje i delecije, ali ne mogu se popraviti pogreske u supstituciji ili umetanju baza

koje su i najéesce. 1820

3.6. Popravak pogresno sparenih baza

Enzimi koji kataliziraju hidrolizu fosfodiesterske veze u DNA nazivaju se nukleaze. Nukleaze
se dijele na egzonukleaze i endonukleaze. Egzonukleaze cijepaju nukleinsku Kiselinu s jednog
kraja molekule te uklanjaju nukleotide samo s 5'-kraja ili 3'-kraja. Endonukleaze cijepaju DNA
na nekom specificnom mjestu. Restrikcijske endonukleaze prepoznaju odredene sljedove u
DNA te se vezu i cijepaju okosnicu na to¢no odredenom mjestu.?!

MutH, MutL i MutS su proteini izolirani iz bakterije E. coli. Popravak se temelji na
metilaciji kalupa te kratko vrijeme nakon replikacije kalup je metiliran dok novosintetizirani
lanac nije. Novosintetizirani lanac se onda moze raspoznati od metiliranog kalupa. Kasnije se i
novosintetizirani lanac metilira te se ne moze raspoznati od kalupa. Izostanak metilacije kratko
vrijeme nakon replikacije omogucava kompleksu proteina MutHLS da prepozna koji je novi
lanac i da u njemu ispravi pogresku nastalu ugradnjom pogresnog nukleotida tijekom replikacije
DNA. Kompleks proteina MutL i MutS se veZzu na krivo spareni par baza i zajedno S
endonukleazom MutH zapocinju skenirati DNA dok ne naidu na GATC hemimetiliranu
sekvencu. Endonukleaza onda reze lanac, lanac se pocijepa i hidrolizira te se ukloni krivo
spareni par baza, a nastala ,,rupa“ se popuni pomo¢u DNA-polimeraze i ligaze. MutHLS se
moze koristiti za uklanjanje mutiranih sekvenci iz oligonukleotida nastalih putem PCR. Ova
metoda koristenja MutHLS je korisna za male pogreske umetanja i delecije, ali za ostale vrste
pogresaka nije u€inkovita.

Ako je prisutna greSka u DNA, ona ¢e se kopirati dalje putem lancane reakcije
polimeraze. Postoji puno metoda kojima se moze popraviti krivo spareni par baza.

Denaturiranjem i hladenjem DNA, neki lanci se sparuju ispravno, a neki sadrze pogresno
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sparene baze. Regije koje sadrze krivo sparene baze prepoznaju odredeni proteini te ih
uklanjaju. MutS protein je dio iz bakterijskog MutHLS proteinskog kompleksa. MutS
prepoznaje pogresno spareni par baza te se veze za njega. Fragmenti koji sadrze pogreske se
mogu odvojiti elektroforezom.

Ukoliko oligonukleotid sadrzi puno pogresaka, koristi se druga metoda. Oligonukleotid
se denaturira i hladi te mu se dodaje smjesa restrikcijskih endonukleaza, a preklapajuéi kratki
fragmenti se podvrgnu koloni na kojoj se nalazi protein MutS. Fragmenti koji sadrze pogresno
sparene baze se zadrZavaju na proteinu MutS, a fragmenti bez pogreSaka prolaze kroz kolonu
te se povezuju u dugacki gen pomocu lan¢ane reakcije polimeraze. 182

Umjesto proteina koji prepoznaje pogreSku moze se koristiti i specificna endonukleaza
koja prepoznaje i reZe oba lanaca tamo gdje se nalazi pogresno spareni par baza. Egzonukleaza
onda reze lance koji sadrze krivu bazu te se lanci povezuju pomocu lancane reakcije polimeraze.
Endonukleaze koje se mogu koristiti su endonukleaza MutH, resolvaze kao §to je T4
endonukleaza VII, T7 endonukleaza 1 iz E. coli, endonukleaza V te nukleaze specificne za
jednolan¢anu DNA kao $to su S1 nukleaza iz Aspergillus oryzae, P1 nukleaza iz Penicillium

citrinum i CEL nukleaza iz celera.18

Fragmenti s pogreSkama Fragmenti bez pogredaka

[ )

[ =}

Denaturacija i
reasociranje *

lanaca

O

O

2]

d Vezanje na krivo spareni par baza

O

Formiranje krivo sparenih baza $ Q

Cijepanje

[+ R

Slika 7. Shema popravka krivo sparenog para baza pomo¢u MutS proteina. Preuzeto i

prilagodeno prema [18]
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3.7. Primjena sintetskih gena

3.7.1. Sinteza bakterijskih genoma

Sintetski geni imaju primjenu u sintetskoj biologiji. Grupa znanstvenika je uspje$no
transplantirala sintetsku DNA iz jedne bakterije u drugu. Stvorili su sintetski bakterijski
kromosom kojeg su prenijeli u bakteriju u kojoj je izbacen prirodni kromosom. Stanice su se
pocele replicirati i stvarati nove proteine. Sekvencirali su genom bakterije Mycoplasma
mycoides i napravili sintetski kromosom koriste¢i preklapajuce sintetske oligonukleotide. Da
bi se sintetski kromosom razlikovao od prirodnog u njega su ubaceni specifi¢ni sljedovi-oznake.
Izbacili su kromosom iz srodne bakterije Mycoplasma capricolum , a u nju su prenijeli sintetski
kromosom iz bakterije M. mycoides. Pocetni pokus$aji izvlatenja genoma M. mycoides i
transplantacije u M. capricolum nisu uspjeli, ali su nakon par mjeseci ipak urodili plodom. M.
capricolum sa sintetskim kromosomom sintetizirala je proteine koje sintetizira bakterija M.
mycoides, a ne proteine bakterije M. capricolum. Ovim eksperimentom su pokazali da je

moguée transplantirati sintetske kromosome iz jednog organizma u drugi.??

3.7.2. Optimizacija kodona

Genetski kod se sastoji od 64 kodona od kojih 61 kodon kodira 20 aminokiselina. Zbog
degeneriranosti genetskog koda, jedna aminokiselina moze biti kodirana s vise kodona te je
zbog toga moguca optimizacija kodona. Optimizacija kodona je postupak mijenjanja kodona
unutar sekvence gena radi poboljSanja ekspresije proteina. mRNA koje kodiraju isti protein
pomocu razli¢itih kodona mogu se razlikovati u koli¢ini eksprimiranog proteina. Optimizacija
kodona moZe utjecati na funkcije proteina te moze imati neocekivane efekte i utjecati na
konformaciju i stabilnost proteina i mijenjati njihovu funkciju. Mnoge metode optimizacije
kodona izbjegavaju koristenje rijetkih kodona, tj. onih kodona koje se rijetko koriste u genomu
stanice domacina u kojem se proteinski gen zeli eksprimirati. Takoder, mogu se koristiti oni
kodoni koji onemogucuju stvaranje nepozeljnih elemenata u DNA slijedu kao §to su
restrikcijska mjesta i terminatori transkripcije. Dostupni su mnogi programi koji automatski
predvidaju optimizirani kodonski slijed gena, ovisno o tome u kojem organizmu se Zeli

eksprimirati proteinski gen. Neki od programa su JCat i Optimizer.t® Optimizer koristi
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informacije iz baze podataka gena za predvidanje povecano eskprimiranih gena. Nakon §to se
odredi koji je optimalan slijed kodona za neki gen, priredi se sintetski gen s optimiranim
kodonima.

Iako se ekspresija proteina moze povecati pomocu optimizacije kodona, mRNA sadrzi
brojne informacije koje nalaze u aminokiselinskom kodu, a $§to se moze poremetiti
optimizacijom kodona. Optimizacija kodona se primjenjuje u rekombinantnim proteinskim

lijekovima i terapijama nukleinskim kiselinama. 23

3.7.3. Mutageneza

Mutageneza je jedna od metoda za proucavanje funkcije gena koja se temelji na promjenama u
slijedu nukleotida. NajéeS¢e se provodi ciljana mutageneza koriStenjem mutagenih PCR
pocetnica koje sadrze mutaciju. Druga metoda je priredivanje sintetskog gena u kojem je jedan
ili viSe nukleotida ciljano izmijenjeno u svrhu promjene aminokiselina. Mutirani geni se
eksprimiraju npr. u bakteriji pri ¢emu nastaju mutirani proteini Koji se usporeduju s divljim
tipom proteina. Stoga mutageneza omogucéuje proucavanje utjecaja pojedinih aminokiselina na

strukturu i funkciju proteina.42°
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