Syntéza umélé DNA

Potrebny retézec DNA lze pripravit rliznym zplsobem. Jsou jiz k dispozici
dokonce automatizované postupy, jak syntetizovat DNA o zadané
sekvenci z jednotlivych nukleotidd.

Zakladnim principem je potlacit na nukleotidech reaktivitu 3'-OH, 5'-OH
a pfipadné i -NH, skupin, senzitivnich na kondenzujici agens. Jejich
ochrany se docili navazanim vhodnych organickych skupin, napf. tritylové,

benzoylové, acetylové apod. Tyto skupiny je mozné snadno odstranit napr.

zmeénou pH, ¢imzZ se reaktivni skupina nukleotidu odkryje pro
bezprostredni reakci.
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Protekce reaktivnich skupin pri syntéze
umélého oligonukleolidu

hotovy oligonukleotid.
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Vzorec fosfoamiditu (5'-OH je blokovéna
tritylem) a jeho navazani na rostouci
polynukleotid, fixovany na nosi¢ v koloné.

Py roztokem dalSiho, aklivovaného nukleotidu. Byva to deoxyribonukleosid
3'-fosfoamidit, ktery se navadze na 5'-OH fixovaného nukleotidu. Po
oxidaci trojmocného fosforu na pétimocny vznikd fosfodiesterovd vazba a

Odstrani se protekce na jeho 5'-konci a kolona se promyvé dalsim
aktivovanym nukleotidem atd. Vhodnymi podminkami se pak odstrani
véechny protektivni skupiny a methyly z fosfatd, a uvolni se z kolony

Popis postupu je zna¢né zjednodusen, syntéza oligonukleotidu trva hodiny. Rychlost procesu nesnese srovnani s
rychlosti prirozené biosyntézy (napf. v E. coli 16 000 bazi za minutu). Nicméné moznost vytvorit DNA o jakékoli
primarni strukture je nesmirnym pokrokem. Syntetické fragmenty DNA Ize enzymové spojovat v delsi retézce

umélé DNA.
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