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Muuntogeeninen elio
1. siirtogeeninen elié

- elioon lisatty vieras geeni
2. poistogeeninen elié

- jokin geeni on tehty toimintakyvyttomdksi
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Vektori

- DNA:n tai geenin siirtotydkalu
B eSIm' plasmldl’ Vlrus Siirtogeeninen plasmidi

antibioottiresistenssin
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Siirtogeeninen plasmidi

Elididen geeneja siirretaan,

muokataan ja poistetaan O O

Geenin siirto plasmidilla - yhdistelmd-DNA-tekniikka

- geeni liitetaan plasmidiin katkaisu- ja liittajaentsyymin avulla

- geenin siirron onnistuminen tarkistetaan antibioottivalinnalla

- geeni monistuu bakteerin jakautuessa

- tumallisen solujen geeneista tulee poistaa intronit (cDNA)
mikali geenin halutaan toimivan bakteerissa

- kaytto: geenikirjastot ja proteiinien tuottaminen
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YhdisteImda-DNA-tekniikka ja

Yhdistelma-DNA- antibioottiresistenssin geeni
tekniikka proteiinia koodaava geeni (vastin-DNA)

geenin siirto bakteeriin e Yoo

katkaisukohta

yhdistelma-
plasmidi

1. plasmidin eristaminen

siirto bakteeriin

2. geenin saitelyalue ja cDNA .’

bakteerin tuotantosolujen
kromosomi valinta

plasmidiin katkaisu- ja 7

proteiinin tuotanto

liittajaentsyymien avulla
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3. plasmidi bakteeriin transformaatiolla (siirtogeeninen elio)

Yhdistelma-DNA- antibioottiresistenssin geeni
4 . a ntl b | O Ottlva I | nta tekniikka Q proteiinia koodaava geeni (vastin-DNA)
saatelyalue
. L k);tkaisukohta\ﬁtéjéentsyymi
5. bakteeri tuottaa proteiinia o
)p/)lasmidi
(bioreaktori) | Yirobatecrin
- esim. insuliinia '
bakteerin tuotantosolujen
kromosomi valinta

. O. proteiini

proteiinin tuotanto
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Geenikirjasto
- bakteereihin tumallisen
geenit -

geenien sailytyspaikka




Geenikirjaston
tekeminen

ihmisen DNA:ta, jossa varilliset
osat kuvaavat geeneja

pilkkominen satunnaisiksi paloiksi
l katkaisuentsyymien avulla

)\ \'\ miljoonia DNA-paloja, joista vain
osassa on geeneja

) (kuvassa varillisia paloja)
-
\\ -

palojen liittdminen plasmideihin (myos
geenien ulkopuolista DNA:ta liittyy
plasmideihin)

oOooOo

osaan plasmldelsta on liittynyt ihmisen
geeneja, osaan geenien ulkopuolista DNA:ta

0860686

geenikirjasto bakteeriviljelmassa
(kuva on yksinkertaistettu — todellisuudessa myos
koko violetti alue DNA:sta kloonautuu)
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Geenikirjastossa koko perima

- DNA eristetaan, pilkotaan ja liitetaan plasmideihin
- sisaltaa koko periman

- transformaatiolla bakteereihin

- antibioottivalinta

- sailytys nestemaisessa typessa
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Vastin-DNA-kirjasto

- plasmideihin siirretaan cDNA:ta

- eristetaan I-RNA, muutetaan kaanteiskopioijaentsyymilla
cDNA:ksi ja liitetaan plasmideihin

- transformaatiolla bakteereihin

- antibioottivalinta

- vastin-DNA-kirjasto sisdltdd vain geenejd
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Onko maksa- ja ihosolusta tehdyt

- geenikirjastot samanlaiset?
- vastin-DNA-kirjastot samanlaiset?

0060660
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Siirtogeeniset eldimet

Geenin siirto eldinsoluun mikroinjektiolla
- geeninsiirto lasikapillaarilla

hedelmadittyneen munasolun

toiseen esitumaan




Siirtogeenisen hiiren tuottaminen
mikroinjektiotekniikalla

Q G
siittiésolu

hedelmaittynyt
esitumat < munasolu

l DNA:n siirto
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munasolu

toiseen esitumaan

4

useita kappaleita
siirrettavaa geenia

l siirtogeeni yhtyy

munasolun genomiin
ei siirtogeenia yksi kopio monta kopiota
genomissa genomissa

NN WNANS AR

kantajanaaras @ munasolujen siirto
%—_:% kantajanaaraaseen
jalkeliset

DNA-analyysi
; - elektroforeesilla
siirtogeeni ]

ei siirto-  yksi kopio monta
geenia genomissa kopiota genomissa
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- alkiot siirretaan kantajahiireen % .
- onko jilkeldisessa haluttu geeni vai ei? é
- jalkeldisanalyysi DNA:sta elektroforeesilla .1
l i'.i.'.'..".gsf,?.'.'.i.;:'.;ml:a -
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genomissa

& f:x,\ 2 jalkeldiset
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DNA-an Iyysl

siirto-  yksi kopio  monta
eenia  genomissa kopiota genomissa
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liposomi

Geenin siirto soluviljelmaddn

siirrettava
geeni

- sdhkoimpulssin avulla DNA

m&%

soluihin — osaksi perimaa DNA-

molekyyli

lahetti-

- liposomiin siirretty geeni sulautuu
RNA
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solukalvoon — osaksi perimaa
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Virusvektorit

- luonnollinen vektori
- virusvektorista poistettu lisaantymisgeenit
- geenit korvataan siirrettavilla geeneilla
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Geenin siirto eldinsoluun

flvlikroinjektio [Virus fLiposomi KSéhképulssi
* munasolu * soluviljelma * soluviljelma * soluviljelma
N \° elava elain N ( munasolu

Geenin siirron onnistuminen tarkistetaan:
* merkkigeenilla
* koettimella
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Geenin siirron onnistumisen selvittiminen
Merkkigeenilld

- siirtogeenissa merkkigeeni, joka on
|oydettavissa

- esim. UV-valossa hohtava hiiri
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Koettimen avulla

- varjatty koetin pariutuu siirtogeenin lahetti-RNA:n kanssa
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Poistogeenitekniikat

- geenista tehdaan toimintakyvyton

Kantasolujen avulla

- kantasolussa korvataan haluttu geeni toimintakyvyttomaksi
- naita kantasoluja ruiskutetaan alkioihin

— yksildssa normaaleja ja poistogeenisia soluja
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- poistogeenisia yksildita risteyttamalla seuraavaan sukupolveen
syntyy jalkelaisia, joilla kaikki solut ovat poistogeenisia
- merkkigeeni
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Poistogeenisen hiiren tuottaminen crispr-tekniikalla

Crispr- tekniikka
- geeni voidaan poistaa toiminnasta

opas-RNA:n ja cas-entsyymin avulla




