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Eloszo

A jelen digitdlis tananyag a TAMOP-4.1.2.A/1-11/1-2011-0025 szamu, "Interdiszciplinaris és komplex
megkdzelitésii digitalis tananyagfejlesztés a természettudomanyi képzési teriilet mesterszakjaihoz" cimii projekt
részeként késziilt el.

A projekt altalanos célja a XXI. szazad igényeinek megfeleld természettudomanyos felsdoktatas alapjainak a
megteremtése. A projekt konkrét célja a természettudomanyi mesterképzés kompetenciaalap és modszertani
megujitasa, mely folyamatosan képes kezelni a tarsadalmi-gazdasagi valtozasokat, a legujabb tudomanyos
eredményeket, és az info-kommunikacios technoldgia (IKT) eszkoztarat hasznalja.

SZECHENYI TERV

MAGYARORSZAG MEGUJUL

—
=T
A jegyzet célja, hogy megismertesse a hallgatokat azokkal a kdrnyezetbarat biokonverzids eljarasokkal, mely az
utobbi 20 évben el6térbe keriilt z6ld kémia alapelveit maximalisan kielégitik. A vegyipar robbandsszer(i
fejlodése olyan kornyezeti, természeti ezen keresztiil gazdasagi és tarsadalmi karokat okozott, mely a Fold
Iétének fenttarthatosagat veszélyeztetik. A vegyipari reakciok soran nemcsak kémiai, hanem bioldgiai eredetii
katalizatorokat is lehet alkamazni, melyek természetiiknél fogva kornyezetkompatibilisek, megujithatoak,
esetenként onreprodukaldak, nem tartalmaznak veszélyes komponenseket, specifikusak, sztereoszelektivek,
hétkoznapi koriilmények kozott mitkodnek. A biokatalitikus eljarasok, melyek vagy enzimeket, vagy egészsejtes
rendszereket alkalmaznak rendkiviili gyorsasdggal fejlédnek és néhany éven belill a vegyipar jelentds
szegmensében meghatarozé mértékben lesznek jelen. A teriilet dinamikus fejlodését bizonyitja, hogy az 1j
koncepcié megjelenése ota tobb, mint 15000-re becsiilik a természetes katalizatorokkal foglalkozo publikaciok
szamat. Ezért a jegyzet elsddleges célja azon ismeretek bemutatiasa, mely az ipar kiilonb6z6 szegmenseiben
alkalmazhat6 biokonverzids eljarasokhoz sziikségesek. A jegyzet elsésorban a bioldgiai részre koncentral, kiilon
tananyag targya lehet azoknak a technologiai ismereteknek bemutatasa, mely az Gn. bioprocess engineering, a
biologiai folyamatmérnokség témakorébe tartoznak: alapanyagok el6készitése, folyamatok monitorozasa,
vezérlése... stb. Az itt bemutatott ismeretek azt az utat mutatjak be, amely a biotechnoldgidban a jovo egyik 6
célja, a dnreprodukald biokatalizatorok, pontosabban biokonvertek eléallitasa és alkalmazasa.

A html verzié hasznalata soran a kiilon konyvtarakban talalhatd animaciok €s tesztek javascriptek futtatasat
igénylik, ezért a javascript futtatast és a siitiket (cookie) engedélyezni kell a bongészében. Az animaciok és a
tesztek a szOvegbdl kozvetlen hivatkozasokkal is elérhetéek. Az animaciok flash formatumban is
megtekinthetéek (az elézbvel teljes mértékben azonos), értelemszeriien az ehhez sziikséges lejatszot is telepiteni
kell.

Flash player

1. animacid

2. animacio

A jegyzet végén hivatkozasok ajanlott konyvek, kiegészitd olvasmanyok talalhatoak.

\
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0. rész - Bevezetés

A XXI. Szazad gazdasaga, tarsadalma 1j kihivasok elé néz. Az el6z6 évszazad technolodgiai, ipari forradalmanak
kovetkeztében a termelés és fogyasztas hihetetlen mértékben felgyorsult, ami soran rendkiviili tempoban
aknazzuk ki a Foldiinkben 1év6 asvanyi készleteket, masrészt az ipari termelés hihetetlen kornyezetterhelést
okoz. Ezt a vilag az utdbbi években, évtizedekben kezdi felismerni és kialakult egy 0j kdzgazdasagi fogalom: a
fenttarthatd gazdasadg fogalma, ami alatt nemcsak az agrar-ipari termelés fenttarthatdosagat értjiikk, hanem az
ember és kornyezet viszonyanak harmonizalasat, a kornyezetterhelés szamottevd csokkentését, az elhasznalt
anyagok, hulladékok visszaforgatasat értékként torténd Gjrahasznositasat.

A vegyipari termelés is elképesztd iitemben fejlodott és a kiilonféle vegyiiletek eldallitdsa soran évtizedeken
keresztiil figyelmen kiviil hagyta azokat a szempontokat, amit a fenttarthaté természet, kdrnyezet, gazdasag €s
tarsadalom tamaszt. A kiilonféle asvanyi készletek, energiahordozok kiaknazasa olyan méreteket 6ltott, hogy
zaros hataridén beliil ezek elfogynak, tehat 0j megoldasok, forrasok utan kell nézni. Masrészt a vegyipari
kibocsatasok olyan szinten karositjak kdrnyezetiinket, hogy ennek fenttarthatésdga nem latszik biztositottnak.
Ennek orvoslasara alakitottdk ki a zold kémia koncepciot, amely legfébb célja a vegyipari termelés
kornyezetbarat fenttarthatosaganak biztositésa.




1. fejezet - Zold kémia

Az els6 ilyen zold kémiai kutatasi program ,,Alternativ szintetikus utak” cimmel jelent meg 1991-ben az
Amerikai Kdrnyezeti Minisztérium (Environmental Protection Agency, EPA) gondozasaban. Ezt mindjart a
kovetkezd évben kovette az Amerikai Tudomanyos Alap (National Science Foundation, NSF) ,,Kornyezetbarat
szintézisek és eljarasok” nevill programjanak meghirdetése. A z6ld kémia 1993-ban az Amerikai Kornyezeti
Minisztérium hivatalos programjava valt (U.S. Green Chemistry Program) [4]. Az Eurdpai K6zosségben elészor
20 évvel ezel6tt, 1993-ban Velencében alakult meg 30 egyetem kozremiikodésével egy konzorcium, mely zold
kémia filozofigjat tlizte zaszlajara [5]. A z6ld kémia programjat csakiigy, mint az 1848-as Magyar forradalom
koveteléseit, 12 alapelvben foglaltak dssze (Anastas és Warner, ,,Green chemistry: theory and practice [3]: 1.
Megelozés. Jobb megelézni a hulladék keletkezését, mint keletkezése utan kezelni. 2. Atomhatékonysag.
Szintézisek tervezésénél torekedni kell a kiindulasi anyagok maximalis felhasznalasara. 3. Minimalis
veszélyességli vegyipari szintézisek. Mar a szintézisek tervezésénél torekedni kell arra, hogy olyan reakciokat
valasszunk, melyekben az alkalmazott és a keletkez6 anyagok nem mérgezé hatastiak és a természetes
kornyezetre nem artalmasak. 4. Biztonsagosabb vegyiiletek. Kémiai termékek tervezésénél tdrekedni kell arra,
hogy a termékekkel szembeni elvarasok teljesitése mellett mérgezé hatasuk minél kisebb mértékii legyen. 5.
Kornyezetbarat oldoszerek, segédanyagok. Segédanyagok (oldoszerek, elvalasztast elsegitd reagensek, stb.)
hasznalatat minimalizalni kell, ezek - sziikség esetén - kornyezetkiméloek legyenek. 6. Energiahatékonysag. A
vegyipari reakciok energiasziikségleteit illetve kornyezeti hatdsait minimalizalni kell, torekedni kell a
hétkoznapi koriilmények: szobahomérséklet €s atmoszférikus nyomas, alkalmazasara. 7. Megujuld forrasok.
Megujuldé nyersanyagokbol valasszunk vegyipari alapanyagokat. 8. Kozti- és melléktermékek csokkentése. A
felesleges szarmazékkészitést keriilni kell. 9. Katalizis. Reagensek helyett szelektiv katalizatorok alkalmazéasat
kell el6térbe helyezni. 10. Lebonthatosag. A kémiai termékeket ugy kell megtervezni, hogy hasznalatuk
végeztével természetes modon lebonthatdak legyenek és bomlasuk soran a kdrnyezetre artalmatlan termékek
képzoédjenek. 11. Valds idejii monitorozds a szennyezések megakadalyozasara. Uj, érzékeny analitikai
modszereket kell hasznalni a vegyipari folyamatok valds idejli monitorozasara és vezérlésére, hogy a veszélyes
anyagok keletkezését idejében észlelni lehessen. 12. Vegyi balesetek megakadalyozasa. A vegyipari
folyamatokban olyan anyagokat kell hasznalni, amelyek csokkentik a vegyipari balesetek (kémiai anyagok
kibocsatasa, robbanas, tiiz) valoszintiségét.

Kapcsolodo weboldalak: http://www.epa.gov/greenchemistry/http://ec.europa.eu/environment/index_en.htm



http://www.epa.gov/greenchemistry/
http://www.epa.gov/greenchemistry/

2. fejezet - Zold kémia,
biotranszformaciok

A természetes, biologiai alapu katalizatorok a fenti kritériumok tobbségének megfelelnek, hisz altalaban vizes
kozegben, szobahOmérsékleten, atmoszférikus nyomdson miikddnek, megljulé ¢és nagy mennyiségben
eléforduld elemekbdl épiilnek fel és természetszertileg kornyezetbaratok. Az életmtikddésekkel valo kapcsolatuk
miatt a specificitasuk, regio- €s enentioszelektivitdsuk nagy és reakciohaldzatokba szervezhetdek. A meglijuld
voltuk kétségbevonhatatlan, és emellett az Gijratermelésiik is kdnnyen megoldhaté.

hAlao- . . Lefmdni
Viokigia Bixkeann trﬂlﬂlj Hejililalemin [wmummﬂj Mudansnyok
T - //,— - -
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3. fejezet - Ellenorzo kérdesek

1. Zo6ld kémia koncepcio célja

2. Az els6 Zold kémiai program inditasa

3. Hany pontja van a Z6ld Kémia programnak?

4. Miben rejlik a biokatalizatorok legfobb erénye?

5. Mit jelent az hogy exoterm reakcid?




l. rész - A katalizatorok fogalma,
jellemzeése
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4. fejezet - Kémiai reakciok tipusai

A természetben szamtalan reakcid jatszodik le spontdn médon, mely soran egy vagy tobb molekula més kémiai
mindségli molekulava alakul at. A kiindulasi és a keletkezd anyagok szama szerint az alabbi reakciokat
kiilonboztetjiik meg. Egyesiilés — ketté vagy tobb anyagbol egyféle anyag keletkezik, Bomlas — egy anyagbol
kettd vagy tobbféle anyag keletkezik, Molekulan beliil torténd atrendezddés — izomerizacio, intramolekularisl
atalakulds, Cserebomlds — a hasonld jellegli vegyliletrészek kicserélddnek A reakcid lehet exoterm,
hofelszabadulassal jar, a termékek szabadenergidja alacsonyabb, mint kiinduldsi anyagoké és endoterm,
energiabefektetést igényld, ahol a termékek szabadenergidja magasabb, mint a reaktdnsoké. A reakcidk
jarhatnak proton (sav-bazis reakcidk) vagy elektronatmenetekkel (redox reakcidk). Lehetnek azonos fazisban:
homogén fazisu reakciok, kiilonbdzd fazisban: heterogén fazisu reakciok. A kémiai reakciok lehetnek teljesen
egyiranyuak irreverzibilisek, amikor a kiindulasi anyagok teljes mértékben atalakulnak termékkeé, reverzibilisek,
vagy egyensulyra vezetéek, amikor a kiindulasi anyagokbdl termékek, a termékekbdl kiindulasi anyagok
egyarant képzodhetnek és a két folyamat ereddjeként a kiindulasi anyagok és a termékek mennyisége egy stabil
értékre beall.




5. fejezet - Katalizis

A vegyiparban a reakciokhoz az esetek 80%-dban katalizatorokat alkalmaznak, a termelés volumene, értéke
meghaladja a 400 billié eurdt. A katalizatorok olyan anyagok, melyek felgyorsitjak a reakciokat anélkiil, hogy
6k maguk a reakcido kovetkeztében atalakulnanak. Ez azt jelenti, hogy a reakcié soran ideiglenesen
modosulhatnak, atmeneti termékeket képezhetnek a reaktansokkal, de a reakcid végére az eredeti formajukban
mindségilikben kapjuk vissza Oket. Ez természetesen a reverzibilis elmélet szerint van igy, a valdosadgban vannak
olyan lassu folyamatok, melyek az anyagok a katalizatorok elhaszndlédasahoz vezetnek. A katalizatoros
technologia kozel kétszaz éves multra tekint vissza, a katalizdtor névadoja Berzelius, aki 1836-ban az aldbbi
moddon hatarozta meg a katalizatorok aktivitasat: “A katalitikus erd ténylegesen azt jelenti, hogy az anyagok
puszta jelenlétiik és nem sajat affinitasuk kovetkeztében képesek az adott hémérsékleten szunnyado
affinitasokat feléleszteni.” A katalizarorok megndvelik egy reakcid sebessségét tigy, hogy altalaban valamilyen
koztiterméket képes az egyik reaktanssal, ezaltal csokken az aktivalasi energia és n6 a reakciosebesség. Mivel az
aktivalasi energia csokken, igy a reakcio hémérséklete is csokkenthetd, ami a Zold Kémia 6. Alapelvével
szinkronban van.

Katalizatorokkal szembeni elvarasok:

1. Aktivitds: Novelje a reakciosebességet. Ehhez kapcsolodik az katalitikus ciklusok szama (Turnover),
megmutatja, hogy adott 1 mol katalizator hany mol szubsztratumot alakit at, illetve az egységnyi id6re es6
katalitikus ciklusok szama (Turnover frekvencia)

2. Szelektivitas: Maximalizalja a kivant és minimalizalja a nem-kivant termékek képzddését

3. Stabilitds: A katalizatorok valtozatlan volta csak elvi szinten létezik, a katalizdtoroknak van véges
élettartamuk. Ezt kiilonféle katalizator mérgek, termikus, mechanikus és vegyi hatasok csokkentik.

4. Olcso eldallitas: a katalizatorok olcs6 anyagokbol, konnyen nagy mennyiségben eléallithatoak legyenek.

A szelektivitas fogalma tobbszintli: Kemoszelektivitas: egy vegyiiletben két (vagy tobb) hasonld atalakulédsra
képes funkcids csoport koziil csak az egyik reakciojat segiti el a katalizator. Példa: abra A Regioszelektivitas:
Tobbféle lehetséges szerkezeti izomer képzodése koziil a katalizator csak egynek a képzddését segiti eld. Példa:
abra B Enantioszelektivitas: a sztereoizomerek koziil csak az egyik szintézisét segiti el a katalizator Példa: abra
C Az enentioszelektivitast kinetikus és dinamikus rezolvalassal lehet elsegiteni. Kinetikus rezolvalas: ha két
enantiomer eltéré sebességgel reagal ugyanazzal a reagenssel, akkor a kisebb reakciokészségd visszamarad, és
tulstlyban lesz a reakcidelegyben. Ha a gyorsabban reagdl6é enantiomerrel kapott terméket visszaalakitjuk a
kiindulasi anyagokka, akkor ebben a gyorsabban reagald sztereoizomer dusul fel. Dinamikus rezolvalas: A
lassabban reagaloreaktanst gyors racemizomerizacioval folyamatosan a gyorsabban reagald kiindulasi anyagga
alakitjak at.

—_ kemaszelchiviis
Srelektivitas 'i'}ﬂq:]’ﬂ AT DTS- e Csak 3 vinkosooort
L - recuk )
_ i
] oHO
T, i i -,
[i hTfhb = | ] [l HT " regosceEshibs
-+
""‘\-\.-"ﬁ kal. "-\-'::-." .\_\_5"'

o ..
I’lljil"j - * "-"'ﬁ/Lﬁ LE Lo B
o o

A katalizatorok ¢és a katalitikus folyamatok tovabbi osztdlyozdsa A katalizator fazisa alapjan lehet: gaz,
folyadék, szilard, A katalizator és a reaktansok fazisa a alapjan a katalizis lehet: Homogén fazisu: a katalizator
¢s a reaktansok azonos fazisban vannak Heterogén fazisu: a katalizator és a reaktansok azonos fazisban vannak
A Kkatalitikus hatas lehet: sav-bazis katalizis, enzimkatalizis, fotokatalizis, elektrokatalizis stb.
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Katalizis

A tovabbiakban az enzimkatalizisrél illetve tagabb értelemben a biologiai rendszerek altal katalizalt
rendszerekrodl lesz szo.

9
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6. fejezet - Ellenorzo kérdések:

1. Mik a redox reakciok?

2. areverzibilitas fogalma

3. a konszekutiv reakciok fogalma
4. Kemoszelektivitas

5. Regioszelektivitas
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Il. rész - Biokonverziok

A fehér biotechnologia fogalma alatt minden biologiai eszkdzokkel eldallitott ipari - vegyipari termékekhez
kapcsolhato technologiat értiink. Olyan korszerii technologiakrol van szo, mely a vilag fenttarthatd fejlodését
kiemelt szempontként kezeli és a teljes technologia a felhasznalt alapanyagtol a termékig kdrnyezetbiztonsag
eléirasainak megfelelnek. Igen szerteagazd teriiletr6l van szo, ide tartoznak az alternativ lizemanyagok megujuld
energiaforrasokbol  torténd  eldallitisa, a finomvegyipar szaméara termelt biokatalizatorok, vagy a
kornyezetvédelmi biotechnoldgia. Emellett szdmos anyagot pl. milanyagokat vagy metabolikus termékekeket,
¢lelmiszeripari adalékanyagokat is sokszor a fehér biotechnologia moddszereivel allitanak elé. A fehér
biotechnologia vegyipari részesedése a vilagon rohamosan nd, néhany éve még alig néhany szazalék volt, a
mostani becslések abban egyetértenek, hogy 10-20 éven belill a vilag ipari termelésének meghatirozo
szegmensét fogja képezni. A hatar a fehér valamint a z6ld és piros biotechnologia k6zott nem éles, hisz szamos
olyan fehér biotechnologiai ipari termék lehet, amit akar a zold akar a piros biotechnologia hasznosit.
Gondoljunk példaul olyan fermentacios modszerekkel eldallitott anyagokra, amelyek terméshozam ndvekedést
idéz eld (z6ld biotechnoldgia) vagy vannak olyan anyagok, melyeknek egészségiigyi hatasuk van, de
eléallitasuk 1ényegében a fehér biotechnologiaban hasznalatos enzimtermelési modszerekkel torténik. Alabb
arra is lathatunk példat, hogy egy termék (enzim) mind ipari mind egészségiigyi célokra alkalmazhato.

A fehér biotechnologidban bioldgiai eredetii katalizatorokat, biokatalizatorokat alkalmaznak, melyek lehetnek
enzimek (fehérjék, melyek reakciokat katalizalnak), enzimkomplexek, egy reakcidsor enzimei (egymas utan
végbemend reakciokat katalizalo fehérjék) illetve sejtek, szervezetek. Ez utobbiak esetén a katalizator fogalma
tagabb értelmet nyer, hisz ezek mar modosulnak a termék képzése soran, de — mivel képesek onmagukat
reprodukalni, szaporodni — a folyamat végén egy hasonld mindségli biokonverziés rendszer (sejt)
visszanyerhetd. Azért, hogy a katalizatorok nevezéktanaval Gsszhangban maradjunk, ezeket a tovabbiakban
biokonvertereknek nevezziik.

BIOKA TALRATOROK
i
i
Iikroorganizmusok, i Enzimsk

egesz-sejtes rendszerek i
L]
i
:
I -

El5-sejtes rendszerek : «| Homogén enzim
1 » 4
i L)
L)
p i Részlegesen tisztitott
4 1 B
. : + EnEIm
k| ’
i Fa
1]
Holt sejtek | - ---» Feltart sejt, rorers
enzimkészitmeny
Kozeg: vizes rendszarek

vizoldhato olddszerek (ko-szolvensek)
vizes-szarves biffiizisd rendszerak

« vizmenfes” serves kbzag
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A biokatalizatorok fontos tulajdonsaga, hogy sokszor a természetes enzimekkel is olyan specifikus reakciokat
lehet veliik megvaldsitani, ami a hagyomanyos kémiai médszerekkel nagyon nehézkes. Masrészt — ha ez nem
sikereriilne - a tulajdonsagaik korszerti modszerekkel valtoztathatdak, akdr modularisan fejleszthetdek.
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7. fejezet - A biokatalizis torténelmi
merfoldkovei

Miel6tt arra gondolnank, hogy a bioldgiai rendszerek fermentacios illetve biotranszformacios célokra torténd
hasznositasa csupan az utdbbi évtizedekben kifejlodott uj eljaras, tekintsiik at, hogy e mddszerek milyen régi
multra tekintenek vissza (3. tablazat). A fermentaciés modszerek alkalmazédsara torténd elsé utaldsok szinte
egyidések az irdsbeliség kialakulasaval, az ipari koriilmények kozt megvalositott fermentaciokrol a XIX. szdzad
kozepe oOta beszélhetiink, és 1880-ra datalhatjuk az elsd, ipari fermentacios uton nyert optikailag aktiv termék
eléallitisat. A biotranszformacios médszerek szintén tobb ezer éves multra tekintenek vissza. Erthetd modon
el6szor a mikrobiologiai modszerek fejlodtek ki (ecetgyartas), am a XX. szazad els6 évtizedeire mar ipari szintli
eljarasokat fejlesztettek ki mind egész sejtes rendszerekkel (LEfedrin), mind enzimekkel (Zemplén, 1914).

Fermentacié — 1. e. 6000: Sumérok és babiloniak - A sorfézés elsé torténeti emlékei — XIX. sz. Kdzepétol:
,»Modern” fermentacio, Alkoholok, szerves savak — 1880, USA: Az elsdé optikailag aktiv ipari fermentacios
termék: tejsav

Biotranszformacié — Korai elé6zmények Enzimatikus [5] — 1836: (Schwann) A gyomornedv aktiv komponense
(pepszin) emészti a hust in vitro — 1876: (Kiihne) Az “enzim” fogalom [5] — 1894: (E. Fischer) [6, 7] a-MeO-
Glc [ maltaz [1 a-Glc B-MeO-Gle [1 emulzin 1 B-Glc — 1914: (Zemplén G.) Kb. 150 oldalas magyar nyelvi
Osszefoglald az enzimek kémiai alkalmazasarol [8] (pl.ricinusmag izolatum hasznalata).

Mikrobiologiai — I. e. 2000: Ecetgyartas elsé emlékei EtOH + 2 O2 || biokatalizator [ AcOH + H20 Az els6
,fogzitett sejtes bioreaktor” = (agakon megkotott sejteken atfolyd alkohol-tartalmi oldat) [9] — 1858: (Pasteur)
[10] Borkdsav mikrobiologiai reszolvalasa — 1930: (Knoll AG) L-Efedrin gyartas [11, 12]

Meérfoldkovek az enzimkatalizis alkalmazasaban [1, 5] 1836: (Schwann) Hus in vitro emésztése pepszinnel [5]
1876: (Kiithne) Az ,,enzim” név és fogalom [5] 1890: (Takamine Co.) Takadisztdz — az elsé iparilag alkalmazott
enzimkészitmény [1] 1897: (Hill) Az enzimmiikddés reverzibilis (hidrolazok) [13] 1906: (Pottevin) Metil oleat
szintézise gyakorlatilag szerves kozegben (MeOH + ojalsav) [14] 1913: (Michaelis, Menten) Az enzimkatalizis
kinetikai alapjai [15] 1926: (Summer) Ureaz: az elso kristalyos fehérje. Az enzim<fehérje kapcesolat felismerése
[16] 1950-es évek (Watson, Crick és tobben) A DNS, RNS szerkezete, a genetikai kod [17, 18] 1967: (Phillips)
Lizozim — Rontgen krisztallografia: az elsd fehérje harmadlagos szerkezet [19] 1969: (Gutte, Merrifield) A
Ribonukledz A enzim kémiai totalszintézise 11931 miiveletben [20] 1969: (Tanabe Co) Az els6 iparilag
alkalmazott régzitett enzim (Aminoacilaz [L-metionin) [21] 1983: (Ensley) Az els6é iparilag alkalmazott
rekombinans mikroorganizmus (Pseudomonas putida gének — Esherichia coli — indigé eldallitas) [22] 1986:
(Klibanov) Az enzimek tobbsége mikddoképes ,,vizmentes” szerves kozegben [23] 1992: (tobben) HIV-1
proteaz (99 aminosav) enantiomer formajanak szintézise D-aminosavakboél (az enzimek sztereoszelektivitasanak
forrasa kiralitasuk) [24, 25] HIV-1 protedz = L-aminosavbol allé peptideket hasitja ent-HIV-1 protedz = D-
aminosavakbol allo peptideket hasitja

Az enzimekkel kapcsolatos elsd felismerések a XIX. szazad masodik felére nyllnak vissza. A XIX. szdzad
végén mar ipari alkalmazasokkal is alalkozhatunk és az enzimmiikddés reverzibilitasat is a XIX. szazad utolso
éveiben ismerték fel.

Ezt kovetden a XX. szazad elsé harmadaban sorra kovetkeztek az Gjabb felismerések és az ezzel parosuld
alkalmazasok ¢€s a biotranszformaciok ipari eljarasokka fejlddtek. A biokatalizis alkalmazasanak és fejlédésének
okait elemezve (2. abra) lathato, hogy ezt a fejlodést a XX.szazad kozepén egy megtorpanas kovette és a
biokatalizis ,.elfeledett” technologiava valt. Ennek oka az lehetett, hogy a gazdasagi vilagvalsag és az ezt kovetd
masodik vilaghabort egy teremelési versenyt is eredményezett. A tomegtermelésre igy kibontakozo igényt a
nagy mennyiségben olcson rendelkezésre allo fosszilis alapanyag €s energiaforrasokra alapoztak. A természet
,.kizsdkmanyolasa” és elszennyezése ekkor még nem okozott sem politikai, sem gazdasagi problémat. Ezt az
iranyt alapjaiban rengette meg az olajvalsag. A fejlett ipari tarsadalmak ekkor débbentek ra a fosszilis forrdsok
véges voltara, vagy talan inkabb arra hogy ezekt6l vald fiiggdségiiket csokkenteni kell. Ez, és a
kornyezetvédelmi kérdések gazdasagi kérdéssé valasa ijabb, madig tartd lendiiletet adott a biokatalizis ipari
felhasznalasdnak.Napjainkban az egyik legnagyobb kihivas amivel a szintetikus kémia szembenéz, a mind
nagyobb szamu Osszetett, biologiailag aktiv anyag gazdasagos eldallitasa. Egyre nagyobb az igény a
sztereoizomerek — kiemelendGen a kiralis anyagok adott enantiomerjének — tiszta formaban torténd szintézisére
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A biokatalizis torténelmi
mérfoldkovei

[26-28]. A biologiai rendszerek — kdztiik az enzimkatalizalt folyamatok — molekularis szintli megismerése a XX.
szazad masodik felében robbanasszeri fejlodésnek indult.

Az ipari biokatalizis fejlédésének kulcselemei [1] 1. Ipari méretli fermentacids és sejtfeltdrasi modszerek
kifejlodése 2. Ipari méretii sejt és enzimrogzitési technikak kifejlddése 3. Szerves oldoszerben lejatszodo
biotranszformacios folyamatok 4. Rekombinans DNS technologia — Tultermeltetés egyszer(i gazdaszervezetben
(célfehérje termelése, akar az Osszfehérjemennyiség 50 %-ig) — Pontmutaciok, ,tetszbleges” genetikai
manipulaciok lehetésége — Nagymennyiségii tiszta fehérje 3D-szerkezet-meghatarozas egyszeriisodése —
Iranyitott evoltcio, tervezett tulajdonsagu biokatalizatorok

Ez a fejlddés koszonhetd a molekularis genetika (genetikai szekvencidk meghatarozasa, PCR, génexpresszio,
,site-directed mutagenesis”, stb.), a biologiai rendszerek szerkezetkutatisa (fehérjekrisztallografia,
biomolekulak oldatfazisu szerkezetmeghatarozasa NMR technikakkal, stb.) és a bioinformatika (gén és protein
adatbazisok, modellezés, megjelenités, ligandumillesztés, szamitasok fehérjéken beliil, stb.) egyre fejlodo és
béviilé modszereinek. A szélséséges koriilmények kozt €16 szervezetekbdl nyerhetd ,,extremozimek™ [29-31]
kutatdsa, a kombinatdrikus biokatalizis [32, 33], az ipari enzimek optimalizalasara felhasznalt célzott evolucid
[34], vagy a szelektivitasok elméleti szamitasi modszerekkel torténd modellezése [35] a biokatalizis igéretes
fejlesztési teriiletei. A biokatalitikus folyamatok ilyen szintli megismerése visszahat a szintetikus modszerekre,
mivel a biokatalizatorok, biokatalitikus folyamatok fejlesztése mindinkabb célzotta és tervezhetové valik [36].

14
XMLmind XSL-FO Converter



8. fejezet - Biologiai katalizatorok,
enzimek

A biologiaban a legegyszeriibb biokatalizator az enzim, ami egy katalitikus sajatsagokkal rendelkez6 fehérje. A
szervezetekben szamtalan sok enzim létezik, melyek a sejtekben lezajldé biokémiai folyamatok valamelyikét
katalizaljak. Vannak olyanok, amelyek a tdpanyag, pl. gliik6z lebontasban jatszanak szerepet, ezek a katabolikus
enzimek, mig az anabolikus folyamatok kiilonféle anyagokat pl. aminosavak szintetizalnak. A katabolikus és
anabolikus folyamatokat egylitt metabolizmusnak nevezziik. A sejtekben lezajlo biokémiai folyamatok
megismerésével az is vilagossa valt, hogy igen sok olyan enzim van, mely az ember szdmara hasznos, hasznos
terméket tud eldallitani, vagy segitségével valamilyen eszkozt — példaul valamilyen anyagot kimutatd, Gn.
bioszenzort - tudunk fejleszteni. Kozismert a fehérjebontd enzimek, a proteazok, a zsirbont6é enzimek lipazok

s

enzimek).

Az ipari alkalmazasokhoz nagy mennyiségli enzimre van sziikség, ami a természetes kornyezetébdl mar olcson,
gazdasagosan nem nyerhetd ki, ezért mesterséges enzimtermeld rendszereket (expresszidos rendszereket)
fejlesztettek ki. A fehérjék képzddéséhez sziikséges informaciot az adott fehérjéhez tartozd DNS szakasz a gén
tartalmazza. Ez magéaban hordozza aminosavsorrendjét, szekvencidjat meghatarozo fehérjét kodoldé DNS
szakaszt, illetve olyan régiokat, amelyek lehetévé teszik, hogy a génrdl mRNS, errdl pedig fehérje képzddjon
(transzkripcids és transzlacios szignalok). DNS szinten mesterségesen létre lehet hozni olyan Gn expresszios
kazettat, ahol a kodolo régidt illetve a szintézis szintjét meghatarozo elemeket tetszélegesen Gssze lehet épiteni.
Ezt a DNS szakaszt beépitik egy hordozé DNS molekulaba (amit vektornak neveziink), majd az expresszids
DNS szakaszt tartalmazd vektort alkalmasan valasztott sejtbe juttatjdk. Az igy kapott sejtvonalat
fermentoredényekben szaporitjak ugy, hogy a kivant fehérjét nagy mennyiségben termelje. A kodolo szakasz
szekvenciajat valtoztatva a fehérje biokémiai sajatsdgai valtoztathatoak, mig a termelt fehérje mennyiségét a
kodold szakaszt megelozd régiok alkalmas megvalasztasaval, megtervezésével lehet optimalizalni
(genetikai/fehérje mérnoki tevékenység). Nagyon sok ilyen expresszids rendszer 1étezik, a legaltalanosabban
hasznalt bakterialis rendszerek pl. a Escherichia coli-ban vagy Bacillus subtilis-ben miikédnek, eukariota
szervezetek esetén pedig az élesztd gombak emelendék ki, pl. a Pichia pastoris. Természetesen vannak
magasabb rendli emlds vagy ndvényi expresszios rendszerek is, de ezek els6sorban a piros és zold
biotechnologiaban hasznalatosak.

Ezekhez teljesen hasonld moddszerekkel lehet a bonyolultabb enzimkomplexeket és egy egymast kovetd
reakcidsor elemeit katalizalé enzimkaszkadot is termeltetni, nagy mennyiségben eldallitani.

A biologiai katalizatorok igen alkalmasak szukcessziv, konszekutiv reakcidésorok integrans felépitésére,
amelyekbe kompetitiv reakciok is beépiilhetnek. Egészében véve a biologiai reakciok Osszekapcsolasaval
biokatalitikus halozatok épithet6k fel, amelyre a legpregnansabb példa az egész sejtes metabolikus haldzatok,
amelyek a sejtek életmiikddésének alapjait képezik.
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0. fejezet - Egészsejtes
biokatalizatorok, biokonvertorok

Amennyiben egész sejteket kivanunk alkalmazni valamilyen molekula eldallitasahoz, ehhez hasznalhatunk
természetes sejtizolatumokat, amelyek maguktol képesek az anyag eldallitasara. A folyamat sordn a sejt felvesz
(tap)anyagokat felépiti sajat épitdkoveit illetve megszintetizdlja a kivant terméket is. Azonban tudnunk kell,
hogy a természet nem az ember vagyai szerint hozza 1étre teremtményeit, tehat ezek az élélények egyaltalan
nem optimalisak a kivant anyag ipari eléallitdisdhoz. Ahhoz, hogy az ilyen torzsek optimalisan miikodjenek,
korunk szelleme szerint meg kell ismerni 0sszes biokémiai/metabolikus folyamatait és ugy modositani, hogy a
lehetdség szerint a legtobb ipari terméket allitsa elé. Ezt el lehet érni egyrészt a fermentorban torténd
novesztési/termelési korlilmények szigorti szabalyozasaval, masrészt a sejtek modositasaval. Ha a a sejt
metabolikus folyamatait genetikai szinten véglegesen modositjuk, akkor metabolikus mérnoki munkat végziink.
Manapsag igen korszerii nagy kapacitasu késziilékek vannak arra, hogy az €él6lények teljes genetikai allomanyat
és ezen keresztiil metabolikus folyamatait egyre jobban megismerjiik.

A 2008-2010 periodus egyik szenzacidja, hogy az Egyesiilt Allamokban a vilagon elészor sikeriilt elemeibél
Osszerakni egy baktarium, a Mycoplasma mycoides teljes genomjat, majd ezt genommentesitett sejtbe juttatva
1étrejott az elsd olyan szintetikus sejt, mely teljes genetikai informdacidja “in vitro” késziilt. Emellett a kiilonféle
¢l61ények metabolizmusanak olyan szintii feltérképezése zajlott le, hogy szamitogépen ma mar modullszeriien
lehet metabolikus utakat, akar sejteket tervezni és dsszeilleszteni. Nincs messze az az id6, amikor valéban Ggy
késziil el egy sejt vagy mas bioldgiai objektum, hogy a génkészletét is az ember tervezi meg. Ez lesz igazan az
onreprodukalo biokatalizatorok kora.

A fehér biotechnologiaban rejlé hatalmas potencial éppen ebben rejlik. A biokatalizatorok, biokonverterek mind
természetes, kdrnyezetbarat anyagokbol allnak (fébb épitdelemei C, N, H, O, P, S), s ez Foldiink fenttarthatd
fejlodésének zaloga. Masrészt a biokonverterek képesek dnmaguk wjraeldallitasara (sejtek, szervezetek) mig a
biokatalizatorok biokonverterek segitségével egyszerien 0jra eldallithatéak: pl. enzimeket szaporodésra
(onreprodukciora) képes sejtek termelik. Ez a jelleg, melynek korunkban oriasi jelentdsége van, egyelore
kizarolag a biologiai katalizatorokat jellemzi.

Mind az enzim, enzimkomplexek, enzimkaszkadok illetve mikrobialis ¢16 biokatalizatorok esetén az ipari 1épték
eléréséhez nagy mennyiségli sejtet kell eldallitani. Ezt altalaban fermentacioval végzik, ami egy olyan edényben
— fermentorban — megy végbe, ahol a sejtek ndvekedését, a termékképzddést a koriilmények szigora
kézbentartasaval tudjuk optimalizalni. A fermentor nem mas, mint egy nagy tartaly, amiben igen sok paramétert
lehet szabalyozni: pl. hdmérséklet, pH, oxigéntartalom/redox allapot, kevertetés, 1égtér, tdpanyagkoncentracio,
megvilagitas stb. Az ipari célra hasznalatos sejtek termelékenysége igen érzékenyen reagal a koriilmények
megvalasztasara és preciz kontrolljara, ezért erre a teriiletre is kiilon szakemberek specializalodtak.
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10. fejezet - Ellenorzo kerdeések:

1. Enantioszelektivitas

2. Mi a kinetikus rezolvalas ?

3. Mi a dinamikus rezolvalas ?

4. Mit jelent, hogy heterogén fazisu reakcio?

5. Mik a biokatalizatorok?
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lll. rész - A biokatalizatorok,
biokonverterek eloallitasa
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11. fejezet - A biokatalizatorok,
biokonverterek eloallitasanak alapja a
DNS

Az élet alapvetd informaciohordozdja a DNS. Ez a makromolekula tartalmazza azokat az informaciokat, melyek
a sejt felépitéséhez illetve miikddéséhez sziikségesek. A sejtben szamos makromolekula fordul eld, DNS, RNS,
fehérje, lipidek, poliszaharidok és egyéb biopolimerek. Ezek koziil a fehérjék és az RNS-k emelhet6k ki azon az
alapon, hogy ezen biopolimereknek lehet katalitikus tulajdonsdga. A sejt bioszintézisében illetve a
biotechnologiai alkalmazasokban a fehérjéknek sokkal nagyobb szerepiik van, ezért a tovabbi fejezetekben a
fehérjékkel illetve ezek katalitikus tulajdonsaggal rendelkezé csoportjaval az enzimekkel, azok bioszintetikus
lehetdségeivel foglalkozunk.

Osszességében elmondhato, a teljes sejtek illetve a sejtekben levd legfontosabb biokatalizatorokhoz sziikséges
minden informacié megtalalhaté a DNS-ben, ezért a biokatalizis alapjaul szolgalo rendszeket a DNS-n keresztiil
allithatjuk eld, illetve manipulalhatjuk.

Az enzimatikus biokatalizatorokat meghatdrozo6 egység a gén. Ez egy olyan DNS szakasz, melyben 3 nukleotid
(k6d) hataroz meg egy aminosavat és ezek linearis formaban folyamatosan helyezkednek el a DNS szalan.
Ahhoz, hogy egy enzimatikus biokatalizatort el tudjunk allitani a fehérje génjét kell Kkifejeztetni,
expresszaltatni. A fehérje termeltetés a centralis dogma szerint torténik, azaz el6szor a DNS-r6l hirvivo,
messenger, mRNS képzddik a transzkripcid folyaman, majd a mRNS-rdl a transzlacié soran képzddik fehérje.

Centrdlis dogma

DKS:infarmacid hordezd
RNS: infarmdcid heedozd, katalizdtor

Fehdrje: enzim (katalizdton) + sok egyél

Az enzimek termeltetéséhez az enzimek génjeit kézben kell tartani. A géneket egyrészt lehet a természetes
kornyezetiikbdl izolalni, masrészt meg is lehet Oket szintetizalni. Ahhoz, hogy meg tudjunk szintetizalni egy
gént, rendelkezniink kell a szekvencidjaval, amelyet egyrészt a természetes gén szekvencidjabdl illetve annak
Ujratervezésébol kaphatunk.
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12. fejezet - Gének izolalasa,
azonositasa

Elészor a gének izolalanak klasszikus modszereit mutatjuk be, majd ratériink a biologia forradalmasitasahoz
vezetd nagyateresztoképességii tn high-throghput modszerekre. A géneket természetszertileg a sejtek DNS-€bdl
lehet kinyerni. Ehhez sziikség van a sejt DNS tulajdonsagainak illetve manipulalhatosaganak ismeretére.

1. ADNS jellemzése, manipulalasa

DNS-ben talalhato, de DNS megtalalhatd prokariotakban és eukariotdkban egyarant. Az informacié dontd
tobbsége a genomi altalanosak az uj extrakromoszémalis elemek.

Eukariotékban talalhatd extrakromoszoémalis elemek: mitokondrialis, illetve ndvények esetén kloroplaszt DNS-
k, emellett féleg egyszeriibb egysejtiieknél el6fordulnak plazmidok.

Prokariotakban elsGsorban plazmidok fordulnak eld a genomtél fliggetlenil. A genomok illetve az
extrakromoszomalis elemek méretére a tdblazat-abra mutat j6 néhany példat.

A DNS biokémiai tulajdonsagait korabbi tanulmanyaikbol ismerik, erre itt nem térnénk ki részletesebben.
Ehelyett a DNS manipuldcioban hasznalatos klasszikus és Gjabb modszereket ismertetjiik.
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13. fejezet - Ellenorzo kerdeések:

1. Mik a biokonverterek?

2. Az els6 fermentacios feljegyzések kora.
3. Mi az expresszios kazetta?

4. Ki a metabolikus mérnok?

5. Mik az onreprodukékalé biokonverter?
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14. fejezet - Restrikcids
endonukleazok

A géneket hordozdo DNS altalaban sokkal nagyobb, mint maga a gén, a természetes eredeti DNS molekulak
pedig akkorak, hogy egyben igen nehézkes &ket kezelni. Ezért célszeri kisebb méretii darabokban dolgozni
veliik. Rdadasul jo,ha valamelyest tudjuk, hogy milyen szabalyok szerint szedjiik kisebb darabokra a DNS-t. A
nagyméretli nukleinsavak példaul mechanikailag torékenyek, de nem igazan tudjuk, hogy hol torik el a DNS.
Van olyan eset, amikor erre van sziikség, de sokszor szisztematikus, attekinthetd darabolasra van sziikség.

A nagy méreti DNS-k daraboldsdra a természet ajanlotta az elsd biokémiai eszkoOztarat. A restrikcios
endonukleazok olyan mikrobialis enzimek, amelyek a kétszala DNS-t a latszon beliil hasitjdk valamilyen
meghatarozott szabaly szerint. A természet ezeket az enzimeket védekezdfegyvernek fejlesztette ki a
baktériumokban: segitségiikkel el lehet hasitani az idegen pl. fag DNS-t. A sajat DNS elhasitasat a sejtek
metilacioval akadalyozzak meg, amelyet Un. metildz enzimek katalizalnak (1d. alabb).

A restricios modifikécios rendszereknek tobb f6 és alcsoportja van, van, amelyben a metilacios és hasit6 domén
egy polipeptiden van, esetleg ATP sziikséges a miikodéséhez.

A molekularis biotechnologiaban altalaban a II. tipusu restrikcios endonukledzokat hasznaljuk. Ezen enzimek
jellemz6i, hogy a metilacid kiilon polipeptiden helyezkedik el. Emellett a felismerdhelyben, vagy annak
kozvetlen kozelében hasitanak, definialt pozicidban. Miikddésiikhdz nincs sziikség ATP-re.

Az enzimek nevezéktana. A neviik els6 harom betlija arra a mikroorganizmusra utal, melybdl izolaltak, pl.
EcoRlI, az Escherichia coli-bol, vagy Kpnl Klebsiella pneumonia-bol szarmazik. A név tobbi része egyéb
azonosito.

A resrikcios endonukleazok szama tobb ezer, pontos értéket nem érdemes mondani, mert naprol napra, hétrdl
hétre jelennek meg 11j enzimek. A restrikcidos modifikacios rendszerek szinte egyediilallo adatbazisa a REBASE
adatbazis (http://rebase.neb.com/rebase), melyet igen stirin frissitenek és az enzimek illetve a gének
tulajdonsagait, szekvenciait publikacios hivatkozasait tartalmazza.

Tipikusan 4-6 esetenként 8 nukleotid hosszusagli szakaszt ismernek fel, melyek sokszor un palindrom
szekvenciak. Palindrom szekvencianak nevezziik azt, amikor egy DNS szakaszt a fels§ vagy az als6 szalan
olvasva 5’ — 3’ iranyban ugyanazt a szekvenciat kapjuk. Tipikus példa a 5> GGTACC 3° 3> CCATGG 5’ BamHI
enzim felismerdhelye.

Ertelemszertien minél rovidebb egy szekvencia felismerdhely annal gyakrabban hasitja az enzim, minél
hosszabb, annal ritkabban.

A restrikcios enzimek felismerShelyei nem mindig egyértelmiiek, példa erre a Hincll enzim felismerd
szekvencigja:

Az is el6fordulhat, hogy a felismerési szekvencia nem folytonos, hanem véletlenszerti szekvenciaelem valasztja
el a palindrom két felét. P1.

Bar latszolag az enzimeknek csak a kanonikus szekvenciara van sziikség a hasitashoz, abban az esetben, ha ez a
felismeréhely a DNS végén helyezkedik el, a hasitas nem vagy csak nagyon korlatozottan mehet végbe. A
katalogusokban és REBASE adatbazisban meg szoktak addni, hogy a DNS termindlisatol hany nukleotid
tavolsagra legyen a hasitohely, a megbizhato DNS emésztéshez. Ez tipikusan 2-4 nukleotid.

A hasités kiillonbozo végeket eredményezhet: tompa (blunt end) és ragados (sticky end). Ez utdébbit még 5° és 3’
tulnytld végekre oszthatjuk. A hasitas soran a DNS lanc foszfodiészter kotését ado foszfat mindig az 5° végen
marad, azaz 5° foszforilalt és 3” végen OH csoport talalhaté. Tompa végii hasitas, pl Smal Ragados 5° tulnytlo
véget ado hasitast ad, pl EcoRI Ragados 3° tulnytlo véget ado hasitast ad, pl Kpnl.
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Restrikcios endonukleazok

Enzim Felismerohely Felismero-hasitohely Forras organizmus
hossza
Alul 4 AG/CT Arthvobacter luteus
Hphl 5 GGTGAN/ Haemophilus parahaemolyvticus
EeoRI 6 G/AATTC Esecherichia coli
BeamHI 6 G/GATCC Bacillus amyvioliguefaciens

Ragadds végeket ado hasitasok (sticky end)

& tilnyvils
Eall & S GITCGACY Streplomyees albiz
¥ C: G3
¥ tdlnyals
Kpnl & 5 GGETAQCS Klebzielz preumeoniz
FCICATGGS
Tompa veégii hasitdsok (Blunt end)
Heelll 4 5 GGJCC 3 Haemephilus aegyprus
3 CC EG ) # o

Izoskizomereknek nevezziik azokat az enzimeket, melyek ugyanazt a szekvenciat ismerik fel és ugyanott
hasitanak, de mas biokémiai sajatsagukban (metilacio érzékenység) vagy eldallitasi drukban kiilonboznek. pl

Neoskizomereknek pedig azokat az enzimeket, melyek ugyanazt a szekvenciat felismerve masképpen hasitjak a
DNS-t. PI

Neukaduomerek, a mas felismerészekvenciaval rendelkezé, de kompatibilis-komplementer végeket ado
enzimeket nevezziik. Pl.

Bar a természetben eredetileg védelmi rendszerként fejlodtek ki a restrikciés modifikacids rendszerek, de a mai
tudasunk, tarhazunk ennél szélesebb, €s a restrikcids enzimeket harom f6 csoportba oszthatjuk aszerint, hogy mi
a viszonyuk a metilalt felismerdszekvenciaval kapcsolatban. Lehetnek

1. Erzékenyek: csak a nem metilalt DNS-t hasitjék el, a metilaltat nem.
2. Erzéketlenek: mind a metilalt, mind a nem metilalt DNS-t képesek hasitani.
3. Metilacio fiiggdek: csak a metilalt DNS-t hasitjak, a nem metilaltat nem.

Az izoskisomerek utan kutatast éppen az vezérelte, hogy legyenek olyan enzimek, amelyek a hadrom csoport
valamelyikébe tartoznak. Termszétesen amellett, hogy minél olcsdbb

A restrikciés endonuklazok hasitasi koriilményei (puffer, hdmérséklet) eltérhetnek, de vannak in univerzalis
pufferek, melyek segitségével sokszor két vagy tobb enzimmel egyiitt lehet hasitani a DNS-t.

De! Bizonyos enzimek érzékenyek lehetnek arra, hogy nem optimalis koriilmények kozott vannak és ilyenkor
un csillag aktivitds (star activity) Iéphet fel. Ilyenkor az enzim nemcsak a kanonikus felismerési szekvenciajat,
hanem hasonl6d szekvencidkat is felismer, igy a hasitdsi mintdzat szabalytalanna valik. Nagyon gyakran
el6forduld eset a megengedettnél nagyobb glicerinkoncentracid. Az enzimeket 50% glicerinoldatban tartjuk -
200C-on. Szamos enzim esetén csillagaktivitas 1ép fel, ha az emésztési elegyben a glicerinkoncentracié
magasabb, mint 5%. Ebbdl kovetkezden altalanos iranyelv, hogy a restrikciés emésztéelegybe maximum a
veégtérfogat 1/10-ének megfeleld a enzimetoldatot szabad csak bemérni (50% /10 = 5%).
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Restrikcios endonukleazok

A restrikcios enzimek mikdodéséhez megfelelé mennyiségli enzimre ¢s idore van sziikség. Ha egyikbdl vagy
masikbdl kevesebb van a kelleténél, az enzim nem fog minden hasitohelynél hasitani ilyenkor a tn részleges
(parcialis) emésztésrol beszélink. Szamos olyan alkalmazas van, amikor a DNS részleges emésztésére van
sziikség, ezeknél az a jellemzd, hogy vagy egyszeriien csak nagy, vagy atfedé fragmentumokra van sziikség,
vagy mindkettd (pl. genomialis kdnyvtarak, kromoszomalis séta).

A fehérjetermeltetés, expresszios vektorok tekintetében kiemelt jelentdségiiek azok a restrikcios endonukleazok,
melyek tartalmazzak az ATG szekvenciat, amit a transzlacio soran a leggyakrabban haszndlt startkodon. Ilyen
enzimek pl. az Ndel, vagy az Ncol.
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15. fejezet - Metilazok

A baktériumok, hogy ne “vagjak meg” magukat a restrikcidés endonukleazokkal, metildzokkal metilcsoportokat
épitenek be sajat DNS-iikbe, mégpedig gy, hogy a megfeleld restrikcids felismeréhely legyen metilalva. Az
ismert, jellemzett és a kereskedelmi forgalomban kaphaté metilazok szama sokkal kisebb, mint a hasitd
enzimeké, hisz az alkalmazdsi palettdjuk is sokkal sziikebb. Mindenesetre egy adott restrikcidos enzimnek
sokszor megvan a metilaz parja, pl. az EcoRI endonukle4dznak az EcoRI metilaz.

= —,
l/:«” \\"
/ \rv‘:lvﬂny
e R
e JEmmm==mc T TaACE——m¥
Martsction I
Soeyrss -
g:i--/ Fidlimb vid
. tame rarinlind

Azzal egyiitt, hogy az ismert metildzok szama sokkal kevesebb, mint a restrikciés endonukledzoké,
elhanyagolhaté azon endonukleazok szama, mely felismer6helyének metilalasara ne lenne példa.

A fenti endonukleazokhoz kapcsolhaté metilazokon kiviil E. coli-ban két jellegzetes metilaz talalhato: a dam
(dezoxiadenozin) és a dcm (dezoxicitozin) metilaz.

- dam metilaz (dezoxiadenin metilaz)
5 GATC 3' felismerd hely N¢ pozicicban metilez

‘//

M
1 =
<1
n i

adenin

-dem metildz (dezoxicitozin metilaz)
5 CCAGG 3' vagy 5" CCTGG 3', C° pozicicban metilez

[y}

~n

LA

Il o

A legtobb klonozd vagy expresszios gazdasejt tartalmazza ezeket a metilazokat, ezért abban az esetben, ha
metilazérzékeny restrikciés endonukledzt akarunk alkalmazni, olyan torzset kell keresniink, mely a zavard
metildzt mar nem tartalmazza. Alternativaként metilaz érzéketlen izoskizomert hasznalhatunk.

Metilazok alkamazasi lehetdségei:
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Metilazok

1. Egyre tobb, biotechnologiai jelentdségii torzs keriil az érdeklédés kdzéppontjaba. Ahhoz, hogy megismerjiik
a metabolikus folyamatait, vagy rekombindns technologidval modositsuk Oket genetikai rendszerre van
sziikség. Ennek egyik 1épése idegen DNS bejuttatasa és fenttartasa a sejtben. Ahhoz, hogy a sejt ne bontsa le
ezt a DNS-t célszerii metilalni.

2. Ha in vitro munkéak soran meg kivanjuk védeni a DNS-t a hasitastol.

3. Egy degeneralt endonukledz felismerdszekvencia specifikussaganak novelésére (a degeneracio fokéanak
csokkentésére)

29
XMLmind XSL-FO Converter



16. fejezet - Ellenorzo kerdeések:

1. Mi a fermentor?

2. Mi az enzimatikus biokatalizatorokat meghatarozo egység?
3. Mi a centralis dogma?

4. mik a restrikciés endonukleazok

5. arestrikcios endonukleazok melyik csoportja hasznalatos a molekuldris biotechnolégidban?

30



V. rész - DNS moédosité enzimek

A gyakorlathan a restrikcios modifikicios enzimekt6l elkiilonitve szoktuk tirgyalni azokat az enzimeket,
melyek a DNS manipulédlasara szolgalnak, ezeket DNS modositd, vagy modifikacios enzimeknek hivjuk.
Ilyenek a DNS, RNS polimerazok, kinazok, ligazok, foszfatazok, exo- és endonukleazok.




17. fejezet - Nukleinsav polimerazok

A nukleinsav polimerdzokat aszerint csoportositjuk, hogy milyen nukleinsavat szintetizal, illetve kell-e és ha
igen, akkor milyen templat a szal szintéziséhez. Eszerint megkiilonboztetiink

1. DNS fiiggé DNS polimerazokat

2. RNS fiiggd DNS polimerazokat

3. Templat fiiggetlen DNS polimerazokat

4. DNS fiiggd RNS polimerazokat

5. RNS fiiggd RNS polimerazokat (ennek jelentdsége nem altalanos)

Minden polimeraznak jellemzdje, hogy 5° — 3’ irAnyban torténik a szal szintézise és a 3’ véghez kapcsoljat a
(dezoxi)ribonukleotid trifoszfatbol a monofoszfatot, mikdzben melléktermékként pirofoszfat molekula
képzdodik.

Minden DNS polimeraznak sziiksége van egy Un inditdszekvenciara, amit primernek szoktunk nevezni. Ez egy
rovid nukleinsav, mely a templatfiiggd polimerazok esetén a tempathoz tapadva pozicionalja a polimerizacid
kezdépontjat. Mig a templatfiiggetlen polimerazok esetén templatfiiggetlen inditdéelemként szolgalnak.
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18. fejezet - DNS fuggo DNS
polimerazok

A sejt replikacios folyamataiban jatszanak szerepet. A laboratériumokban azonban csak néhany fajtajuk

hasznalatos.

4dNTPs

5
I

templat

DNS polimeraz I 5° — 3’ polimeraz, 5° — 3’ exonukledz, 3° — 5’ exonukledz aktivitassal rendelkezik.

Felhasznalasi teriiletei: DNS jel6lés nick transzlacioval.

DNA polymetase |
Holoenzyme L { t
arge fragmen
Proteolysis Y (Kienow fragment)
polymerase | Lsos3
domain exornclease . 5 3 exonuclease

¥ 5 5 exonucieate doman  90Man

Klenow fragment A DNS polimeraz nagy alegysége, mely nem tartalmazza az 5° — 3’ exonukleaz katalitikus
részért felelos régiot. 5° — 3° polimeraz, 3’ — 5 exonukledz aktivitassal rendelkezik. Felhasznalasi teriiletei:

DNS jelolés random priming, végjeldlés, DNS atiras, ragados végek tompitasa stb. T4 DNS polimeraz Hasonlo
aktivitassal rendelkezik, mint a Klenow, de erésebb az exonukleaz aktivitasa.
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DNS fiiggd DNS polimerazok

Termostabil DNS polimerazok. Ezek koziil legrégebben ismert a Thermus aquaticus-bdl izolalt Taq polimeraz.
Ennek a homérsékleti optimuma 720C, ezért nem egyszerien termostabil, hanem termofil polimerdz. A
termostabil enzimeknek altalaban rosszabb a templatatirasi pontossaga, mint a mezofil polimerazoké. Raadasul
Taq enzimnek sokszor hianyzik a , 3> — 5’ exonukledz aktivitasa, ezért mintegy 10.000 nukleotidonként hibazik.
Az ilyen aktivitassal rendelkez6 enzimek pontossag egy — két nagysagrenddel jobb, de még igy is rosszabb, mint
a mezofil enzimeké.

A termofil polimerazok legkdzismertebb és egyben legfontosabb alkalmazasi teriilete a polimeraz lancreakcio
(PCR: polimeraz chain reaction).
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19. fejezet - Templatfuggetien DNS
polimeraz

A templatfiiggetlen DNS polimerazok csoportjat 1ényegében a terminalis transzferaz alkotja. Ez az enzim
dNTP-k jelenlétében képes a DNS 3’ végére nukleotidokat kapcsolni. Amennyiben mind a négyfajta nukleotid
jelen van, a beépitett szekvenciasorrend véletlenszerli. Amennyiben csak egyfajta dezoxinukleotidot adunk az

elegyhez, pl. dCTP-t, akkor homopolimer szekvencia poli-dC képzédik.

L —— _b- 5 s (0N 3
single-stranded

DMA

Example: Primer X 3’
i, e?ﬁgfibffha

*G-n-T-C-A-C-T-G-C-A
T-A-G-T-0 &

T erminal lransferase
+
H

G=A-T-C-A-C-T=-G-C-A=T=-T=-T-T-T-T-1
T-T-T-T-T-T-T-A-C-G-T-C-T-A-G-T-G

Felhasznalasi tertiletek

1. cDNS konyvtar készitésénél, a masodik szal szintéziséhez sziikséges primer szamara templat generaldsa.

2. Amennyiben a dNTP jelolt, a DNS 3 végi jelolésére.

3. 5" RACE technikanal a transzkripcids iniciacids pont meghatarozasahoz.
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20. fejezet - RNS fuggo DNS
polimerazok

A retrovirusokbol szarmaztathatd RNS fliggd DNS polimerazokat reverz transzkriptazoknak hivjuk, hisz a
transzkripcioval ellentétben RNS templatrol késziil DNS masolat. Mint minden DNS polimeraznak, ennek az
enzimnek is inditészekvencia (primer) kell az elindulashoz és ANTP-K jelenlétében megszintetizalja az RNS
komplementer szalat, melyet szokas cDNS-nek, copy DNS-nek is nevezni. Az enzimeknek a polimeraz
aktivitasokon tilmenden van RNazH aktivitasuk. Az RN4zH enzimeknek az RNS:DNS hibrid a szubsztratja,
melyrdl leemésztik az RNS-t. A dolog biokémiai racionaléjat az adja, hogy a reverz transzkripcidt kovetéen mar
nincs sziikség a templat DNS szalra, célszerti eltavolitani.
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RNS fliggé DNS polimerazok

5 mRNA 3

TTT1
SERRRRRRRRRRRERR AAAAL

Anneal primer

mRNA

_____ SRERRRARRRRRANR | AAAA,

dTTTTi5

Reverse transcriptase

mRNA

[TTTTTITIT ARA,

L L L L] dTTTTa5
cDNA

Alkali

|||||||||||||||||||||||||||||||||||| dTTTT1s
cDNA

Tobbfajta revers transzkriptazt lehet kapni, ilyen pl. a AMV (Avian Myeloblastosis Virus) illetve Moloney
Murine Leukemia Virus (M-MuLV, MMLV) Reverse Transkriptdiz. A M-MuLV RT-nek szamottevéen kisebb
az RnazH aktivitasa.

Felhasznalasuk. cDNS szintézisre szamtalan tovabbi célbol, legjellemzébben

1. cDNS konyvtarak készitésére,

2. génexpresszio analizisre (reverz transzkripcid kapcsolt kvantitativ PCR)

3. gének szervezddésének vizsgalata (policisztronos génszervezddés)

4. RNS szekvenalas esetén,
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RNS fliggd DNS polimerazok

5. transzkripcios iniciacios pont meghatarozas primer extenzioval vagy 5° RACE technikéaval.
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21. fejezet - DNS fuggo RNS
polimerazok

Ezek az enzimek a transzkripcidban vesznek részt és ennek megfelelden az inicidlashoz nem inditdszekvenciaja
(primerre), hanem promoterre van sziikség. DNS templatrol készitenek RNS szalat.

Bacteriophages SP6, T3, and T7
DNA-dependent RNA Polymerases

Activity: 3'—3" RNA pclymerase

~ N MNALA sariila - et ~ ~a QDA ™ ~Ar TT ne -
Substrate: Double-strancec DNA molecules containing bacteriophage SPE, 73, or T7 promoeters
Reaction:
bacieriophage SP6, T3,
or T7 ANA polymerase
double-sirancec DN RNA + PP, + template
AR
.n'k:
(ATE tUTR (GTR 1CTP
For example:
e - - e o - ~ 2
§' f— G ATCATCATCATCGATCGGEG J
SPS promote
3 — - ~ - - - e ~ 5
E CTAGTAGTAGTAGCTAGCCC o
AR
o
L s bactericphage SPE
AL, t""' BN ~e m-; P
o~y MINA pCiymerase
rGCTP, tCTP |
L5
3 o~ ~ N A ~r 3
S . ~.CAUCAUCAUCAUCGAUCGEGEG

39
XMLmind XSL-FO Converter



22. fejezet - Nukleinsav kinazok

A kinazok olyan enzimek, melyek foszfatcsoportot képesek kapcsolni a DNS vagy RNS 5° OH végére. Ehhet
ATP (riboATP-t) hasznalnak és a y fosztatcsoportot mobilizaljak (atészteresitik) mikézben ADP adenozin
difoszfat képzodik.

A legaltalanosabban hasznalt kindz a T4 bakteriofag polinukleotid kinadza, mely képes az 5’ végi szabad OH-ra
foszfatot kapcsolni (elére (forward) reakcid). Azonban, ha az 5° vég eleve foszforilalt, akkor egy kicserélodési
reakcioban képes az ATP és a nukleinsav 5° foszfatjanak kicserélésére (kicserélédési reakcid).

Alkalmazasi teriiletek:

1. Két DNS lanc 6sszekapcsoldsa ligazzal akkor lehetséges, ha az 5° vég foszforilalt, a 3’ vég OH. Abban az
esetben, ha a DNS 5’ vége OH, akkor ligalas el6tt foszforilalni kell. Erre tipikus példa, ha foszforilalatlan
oligonukleotidunk van és ezt szeretnénk ligalni, vagy pl. foszforilalatlan oligonukleotid primerekkel végzett
polimeraz lancreakcio esetén.

2. Amennyiben az ATP vy fosztatcsoportja radioaktiv (B sugarzo 32P vagy 33P izotopot tartalmaz, akkor ennek
segitségével az adott DNS az 5° végén jeldlés. Ezt a jelolési format szalvégi jelolésnek nevezziik.
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23. fejezet - Foszfatazok

A foszfatdzok a kindzokkal ellentétes reakciot katalizalnak, a nukleinsav 5’ végérdl lehasitjak a foszfatcsoportot.
Legismertetebb képviseldjiik a CIAP (calf intestinal alkaline phosphatase, borjibél alkalikus foszfataz), amely
rendkiviil stabilis enzimnek mutatkozott. Mivel relative nehezen inaktivalhato, ezért a kutatasok kevésbé stabilis
enzimek irdnyaba fordultak. gy keriiltek a piacra a bakterialis alkalikus foszfatazok (BAP) illetve az aprorak
(shrimp) alkalikus foszfatdza (SAP). Alkalmazasi teriiletek:

1.

Amennyiben egy inszertet (DNS darabot) egy vektorba probalunk ligalni, és a két DNS darab mind a négy
vége kompatibilis, akkor lehetséges, hogy a vektor iiresen nmagara tud ligalodni. Ennek megakadalyozasara
szolgal az alkalikus foszfataz, mely a vektor 5’ végi foszfatjanak eltavolitasaval annak oOnligalodasat
megakadalyozza.

. Specialis esetekben, pl. shot gun konyvtarak esetén nem a vektort, hanem az inszertet defoszforilaljak, hogy a

tobbszoros konkatamer, vagy kiméra inszertek 1étrejottét megakadalyozzak. Ilyen 6nmegsemmisitd, (suicide)
klonozo vektorokat alkalmaznak.

. Az alkalikus foszfatazok igen népszerii riporter fehérjék. Altalaban valamilyen hordozé molekuldhoz, pl

ellenanyaghoz kapcsolva kolorimetriasan () vagy kemilumineszcens szubsztrattal —detektalhato.
Természetesen kozvetleniil a DNS-hez is kapcsolhatd, de ennek alkalmazasi kdre meglehet6sen limitalt. Az
alkalikus foszfatdzon alapuld kimutathatésagi hatar mar eléri a legérzékenyebb izotopos jelolés detekcios
kiiszobértékét, igy bevezetésiik jelentds eldrelépés volt a veszélyes izotdpos technikak kivaltasahoz.

41



24. fejezet - Ligazok

A ligzok azok az enzimek, melyek képesek a nukleinsav 5° végi foszfat csoportjat a 3° végi OH-hoz
hozzékapcsolni, lényegében egy észterezési reakciot katalizalni. Természetesen, kétszalu DNS esetén, a
feltételek teljesiilése esetén mind a két szalat képes Osszekapcsolni. Ennek feltétele, hogy a két szal
kompatibilis, illeszhetd legyen. Mig minden tompa vég kompatibilisnek tekinthetd, a tulnyulé végek csak akkor,
ha a talnyulo (egyszali) DNS szakaszok, egymassal komplementerek.Trivialitds, hogy 5’ tilnyulé vég nem

lehet kompatibilis 3’ talnyalo véggel.

Amennyiben két DNS vég nem kompatibilis, akkor ezek kompatibilissa tehetdk

1. Olyan DNS polimerazok hasznalataval, melyeknek van 3° — 5’ exonukleaz aktivitasa. Ezek a polimerazok az
5’ talnyuld (3’ recessive) végek esetén a masik szal 3° végétdl indulva, NTP jelenlétében feltoltik a szalat.
A 3’ talnyulo végek esetén 3’ — 5° exonukledz aktivitasuk segitségével visszaemésztik a szdlat igy egy id6
utdn 5’ talnytld vég keletkezik, s ezt a polimeraz aktivitds ANTP jelenlétében feltolti, de csak addig, amig a

szal tart.

2. Specialis Gn. egyszali DNS-t emészté nukledzok (S1 nukledz, Mung bean nukledz) mind a két talnyald

végrol leemésztik a DNS-t igy tompa vég keletkezik.

3. Az adapterek olyan szintetikus kétszalu oligonukleotidok, melyeknek egyik vége a két 6sszekapcsolando vég
koziil az egyikkel, mig a masik vége a masikkal kompatibilis, igy egy kis hidmolekulaként jatszik szerepet az

Osszeligalas soran — feltéve, hogy a fenti foszforilacios feltételek teljesiilnek.

A DNS ligazok koziil kiemelt jelent6ségli a T4 bakteriofag ligaza (T4 ligaz), mely képes mind kompatibilis

st

Osszeligalando végek tipusatdl fiiggden kell beallitani.
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25. fejezet - Ellenorzo kérdések:

1. mik az izoskizomerek?

2. Hol metilal a dam metilaz?

3. Mire van sziikségiik a DNS polimerazoknak a polimerizacié elinditasadhoz?
4. Mire van sziikségiik a RNS polimerazoknak a polimerizacié elinditasahoz?

5. Milyen iranyu a polimerizacio?
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VI. rész - Vektorok

A vektorok felhasznalasi teriilete annyira sokféle, hogy definicidjuk meglehetésen absztraktta valt. Eredetileg a
vektorokat klonozasra, a DNS in vivo felszaporitasara hasznaltak, de ma mar a vektorokat alkalmazzuk
genetikai manipulaciok, vagy rekombinans fehérjék eldallitasanak eszkozeként. Ezért a vektorok fogalmat ugy
hatarozzuk meg, hogy olyan hordozo, mely segitségével nukleinsavakat, tipikusam DNS-t lehet bevinni egy
sejtbe. Ennek a célja lehet igen valtozatos és a vektor jellegét is eszerint kell megvalasztani.

Igen sokfajta vektortipust lehet elkiiloniteni, ezek koziil itt hat tipust fogunk targyalni:

példa inszert méret
plazmidok puUC18,19 <10-15kb
fonalas fagok mpl8, 13 <5-10kb
fagemidek pBluescriptks, SKx <10-15kb
#. fagok EMBLZ 4 néhanyszor10 kb
kozmidok pHC79 néhanyszor10 kb
BAC,YAC pBACI108L, pYAC3 néhany 100 kb
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26. fejezet - Plazmidok

A baktérium-plazmidok a természetben is igen elterjedtek. A baktériumok tulélését, alkalmazkodasat biztositd
mobilis genetikai egységek ezek, melyek egyik sejtbél a masikba képesek atjutni, a kromoszomalis DNS-t61
fliggetlentil osztodni és a rajta 1évé géneken hordozott informaciot megnyilvanitani. Kettés szala, gyiiri alaku
DNS molekuldk, melyek a nyitott gytiriivel egyensulyt tartd szuperhelikalis format is felvehetnek.

[ Chromosomal DNA \
5

Plasmid DNA

Cell growth,
chromosome replication,
plasmid replication

Chromosome and
plasmid partitioning

A baktériumok természetes plazmidjainak nagysdga 3-20 kB, az E. coli kromoszomadjahoz képest, annak
minddssze ezredrésze. A géntechnikakban hasznalt plazmid-vektorokat is a természetes plazmidokbol kiindulva
allitottak eld, modositottak, hogy azok eleget tegyenek a klonozas kovetelményeinek, azaz, hogy kis méretiick
legyenek, mechanikus behatasok ellen védett térszerkezetliek, oOnreplikaciora képesek (origd jelenléte),
egyaltalan ,,szabhatoak és varrhatoak” legyenek, azaz tetszéleges modon és helyen felnyithatoak legyenek,
idegen DNS-¢ek beleépithetdek legyenek. A plazmid jelenlétét, kovethetdségét biztositd marker gének legyenek
rajta, valamint a plazmid tartalmu sejtek és a rekombinans plazmidot tartalmazo sejtek megkiilonbdztethetoségét
és szelekcidjat ugyancsak marker gének biztositjak. A plazmidokba nem épithetd be akarmilyen nagy DNS
darab. Ha a DNS tal nagy a rekombinans plazmid instabil lesz, a beépitett darab eltdrhet vagy kihasadhat.
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Plazmidok

rezisztencia marker

replikacios origo
ORI

A baktériumok plazmid-vektorjainak idealis mérete 4-6 kB (kilobazis). Az ilyen méretli gylirii alaki DNS
molekulakkal kénnyen lehet dolgozni, nem sériilékenyek, konnyen kivonhatdak a sejtbdl és tisztithatoak. A
kiilonboz6 in vitro manipulaciok soran sem sériilnek, tornek el.

PELDAK PLAZMID REPLIKONOKRA
PLAZNMID | INKOMPATIBILTAST CSOPORT | KOPTASZAM | GAZDASPECIFICTTAS

pBR322 E, eoli é5 még néhany

puCLy E. coli éy méz nélviny

F plazid E, eoli és még néhiny

pEE3SG E coli és mée néhany
(RL, R6) L eodf 68 még néhans

pRI2501 Gram-negativ
{EEK2) baktérimmokban széles

. Gram-negativ
REF1010 baktériumokban széles

pRE3S3 Gram-negativ
(RG] Bakiérinmokban széles

Bl Gram-negativ
haktérinmokban széles
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Plazmidok

indIII 29
EcoRI 4361 Clal 23 EcoRY 185
Aatll 4286 hel 229 Bandl 471
Hinell 3907 P
Scal 3846 all 651
Pl 3735 inell 651
)
O secl 651
Pstl 3609 s mpicillin T, §
Ppal 3435 0:» Sagh e
P 7 ol 972
PEL S % MI 1063
JJ:,.:L' B Sp
4363 bp 2{
2,
HgiBIl 3056 = SAMI 1315
Baml 1353
OKI vl 1369
Ayal 1425
PN 1438
AfIITT 2475 badd
4 S apMII 1664
B ap
Ndel 2297 i 2031
HgiElII 2295 Pyl 2066
&ccl 2246

muirzzy E Coli Plasmid

A replikacios origd jelenlétének kodszonhetden baktérium-plazmidok a kromoszoématdl fiiggetleniil, sajat
hataskorben képesek a gazdasejt enzimrendszerének iranyitasaval megkettézni magukat. A plazmid replikaciojat
baktériumok esetében ugyanaz az enzimrendszer végzi, mint a kromoszémajat. Az origd egy olyan szekvencia,
ahova a plazmid atirdsdhoz sziikséges DNS polimerdz enzim kapcsolodik. Ezek a DNS polimerazok
specifikusak, egy adott plazmid csak abban a gazdasejtben, vagy koézeli rokonaiban képes replikalodni,
amelyben felismerhetd origét tartalmaz. Egyes plazmidok példanyszama a sejtben egy, vagy egynéhany, mas
plazmidok (un. relaxalt) 10-200 példanyban is jelen lehetnek egyetlen sejtben. Ez a szam amplifikacioval akar
tobb ezerre is novelhetd. A plazmid atirasa az origobdl kiindulva a gyiirii alaku szalon mindkét iranyban folyik.
Azok a vektorok, amelyek tobb specifikus origdt tartalmaznak, ketté vagy tobb kiilonb6z6 baktériumban, vagy
baktériumban és €lesztdgombaban is képesek replikalodni. Ezeket ingdzo (shuttle) vektoroknak nevezziik.
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Plazmidok

Ndel 183

1179
Nar 1-Kas I-Sfo 1 235
, [ 1gu245'$
S/ T Fen 11256
> o Polylinker
Xmnl2204 X Slontng aces
396.454
Beg 12215
Sea 12177
Pou | 2066
1628
Aca i 305 71641
BsaX 1659
BsD 1 1935 Bip 1683
Add 1 1924
Fsp11019 1781
AfUI - Pei 1806
Ava I 183
Byl 1 1817
Bpm I 17
BsrF 1177

BeiV' 11015

Ec057 [ 1333
PUCTS Pakyfiniker
402 pan Asal W &0 40
Eel13611 Xewa | S
Sacl Senx | Xba | Pst1 Hind 1N
a3l DEAGCTCGGTACOC GEGEATCCTCTAGAG TCOACC TGCAGG CATG CAMGC TT GOy taskeatiy ot
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Apol AczB5 1 pesd
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27. fejezet - Bakteriofagok, mint
vektorok

A bakteriofagok vektorként alkalmazasa a transzdukcio, vagyis a bakteriofagok kozvetitette génatvitel in vitro
felhasznalasan alapul. A géntechnikus a fag szdmara nem létfontossagii DNS szakaszokat cél-DNS-re cseréli ki.
A lambda fag esetében példdul a genom kozel 30 %-a felesleges, azaz kicserélhetd idegen DNS-re. A
klénozandé DNS 6sszekapcsolasa a fag DNS-sel hasonld modon folyik, mint a plazmidok esetében. A célgénnel
Osszeillesztett fag DNS-t in vitro csomagolas utan lehet bejuttatni a baktériumsejtbe, egyszerti fagfertdzes tjan.
Az egyik elsé fag, amelyet vektorként alkalmaztak a Escherichia coli lambda-fagja. Ez egy tgynevezett
mérsékelt fag, ami azt jelenti, hogy a két alternativ életmenet koziil (1d. fagok) a lizogénia dominal, vagyis az,
hogy a baktérium kromoszémajaba beépiilve a baktérium DNS-t6] megkiilonbdztethetetleniil profag formajaban
van jelen mindaddig, amig egy mutacié nem indukalja, amikor kihasad a baktérium kromoszomajabol és attér a
litikus szaporodasi ciklusra. A lambda-fag 48 513 bazisparbol all és 61 génje van. Sanger teljesen
megszekvenalta. A lambda-fagba beépithetd legnagyobb DNS 15 kB. Ahhoz, hogy a csomagolé enzim-rendszer
becsomagolja a lambda DNS-t a fagfejbe, ahhoz a DNS mérete legalabb 45-50 kB kell legyen (a genom 75 %-
a), de legfeljebb a teljes genom 106 %-a lehet. Egy teljes emldsgenomot tartalmazo klontar, melyben nagy
valdszintiséggel minden gén megtalalhato, csak tobb millié fagplakkban (fagklonban) tarthatd fenn. A T7 fag
DNS-e kb. 40 000 bazisparbol all, 50 gént tartalmaz. A genom 92 %-a ki is fejezddik. Mind klénozasra, mind
kozmid készitésére felhasznaltak. A T4 fag szintén az E. coli fagja, féleg onnan ismert, hogy a kldénozashoz
sziikséges ligdz enzimet T4 faggal fert6zott E. colibol nyerik ki. Az M13 fag is jol hasznalhatd klonozé vektor.
Egyfonalas fag, amely a replikacié soran kétfonalas formava alakul. Az egyfonalas utddsejtbe az eredeti
egyfonalas alakban jelenlévé + szal keriil. A kétfonalas replikativ format hasznaljak klonozé vektorként. A fag
igen kicsi, 7 200 bazisparbol all, restrikcios endonukleazos hasitasi helyeket tartalmaz, ahova konnyen be lehet
épiteni idegen DNS-t. Legfontosabb felhasznalasa az M 13 fagnak, hogy egyfonalas templatot szolgaltat a
Sanger-féle DNS-szekvenalashoz.

goo-2000nMF——m0m—— »

@-@-@»  genlll protein, 42609 Da genIX protein, 3650 Da

ez genVI protein, 12350 Da genVII protein, 3600 Da

gen VIII protein, 5240 Da ssDNA, 6408 bp
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Bakteriofagok, mint vektorok
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Bakteriofagok, mint vektorok
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Bakteriofagok, mint vektorok
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Bakteriofdgok, mint vektorok
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Bakteriofagok, mint vektorok
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Bakteriofagok, mint vektorok
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Bakteriofdgok, mint vektorok
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28. fejezet - Kozmidok

A kozmidok létrejottét az az igény siettette, hogy egyre nagyobb DNS darabokat lehessen klénozni, hogy a
klontarak, — melyek a gyakorlati munka elengedhetetlen eszkozeivé valtak a klonozas soran— egy-egy genomot
minél kevesebb klonban tartalmazzanak, illetve, hogy minél kevesebb klont kelljen atvizsgalni, amikor egy gén
kikeresése folyik. Lattuk, hogy a lambda-fag segitségével maximum 15 kB nagysagti DNS darabok klénozasa
oldhaté meg. Azt is lattuk, hogy a lambda fag DNS egy részérdl bebizonyosodott, hogy nem is sziikséges a fag
anélkiil is fert6zoképes és szaporodoképes. Egy bator feltételezés késdbb bizonyitast nyert: fagnak alcazott
plazmiddal is lehet baktériumot fertézni. A fagnak alcdzds a csomagoléenzim szamdara sziikséges. A
csomagoldenzim a természetes csomagolas soran a teljesen ép fagok konkatendtként egymashoz kotott
genomjain is csak egyetlen részt ismer fel, az un. cos helyet, mely a linearis fag-DNS két végén 1évd
komplementer egyszali szakaszok, a konkatenaton viszont kétszali cos szekvenciak. A feltételezés az volt,
hogy ha ezt a kétszalu cos szekvenciat raépitik egy plazmidra, majd ebbe a kozmidnak nevezett képzé6dménybe
35-45 kB nagysagli eukariota genomdarabokat épitenek be, akkor ezt a gyiiri alaki DNS molekulat a
csomagoloenzim a cos helynél felismerve, azt be fogja csomagolni.

BamH |
cos recognifion sequence

- cos site
ampicillin

cos recognifion sequence

cas site
pUC on

SuperCos 1
7.9 kb

necmycin

A rekombinans kozmid in vitro pakolasa utan lehet elvégezni a fagokkal valo fertézést. A baktériumba a fag
fehérjeburok farki részének kozremiikodésével bekeriilt DNS a baktériumsejt plazmajaban mint plazmid fog
mikodni. Mint aktiv fag természetesen nem mitkodoképes, hiszen a cos génen kiviil egyetlen fag eredetii gén
sincs rajta. Ez biztonsagi szempontbdl is eldnyds. Az in vitro pakolashoz ma mar biotechnologiai termékeket és
segédanyagokat eldallitd cégek készletet (kit) kinalnak, mely a fagburok feji és farki részleteit tartalmazd
készitménybdl, pakoléenzimbdl, a pakolashoz sziikséges ATP oldatabdl és megfeleld pufferoldatokbol all.
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Kozmidok
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A kozmidok segitségével készitett génbankok, vagy klontarak (Id. még klontarak) példaul a human genom
esetében minimum 200 000 klénra van sziikség, mig a lambda-fag felhasznalasaval 500 000 klénra. Ez a szam
10 000-re csokkenthetd YAC vektorok alkalmazasaval.

1. Elesztd vektorok

Az élesztok koziil genetikai szempontbol a Saccharomyces cerevisiae a legismertebb Genomja viszonylag kicsi,
csak négyszerse a E. coli genomjanak. Az élesztében a baktériumokhoz hasonléan el6fordulnak plazmidok.
Legismertebb természetes élesztOplazmid a 2-mikronos gytir{i, mely egy autoném moédon replikalodé DNS. Van
replikacios origdja, és un. REP génjei, melyek viszonylag kis extrakromoszomalis kopiaszamot biztositanak
ugy, hogy csak akkor valasztjak szét a plazmidreplikaciot a normalis sejtosztodastol, amikor a plazmid
kopiaszama lecsokkent a sejtben. Ekkor beindul a plazmid fiiggetlen replikacioja, amely mindaddig tart, amig a
kopiaszam el nem éri a sejtenkénti 30-50 darabot. A 2-mikronos gyliriit YEp-nek is nevezik, azaz élesztd
episzomalis plazmidnak (yeast episomal plasmid). Egy sor ¢élesztd-klonozo vektort fejlesztettek ki beldle.
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orl

ARS (autonomously replicating sequences) szekvencidk feleldsek a fliggetlen replikacioért. Ilyen ARS
szekvenciakat kimutattak mar plazmidokon, pl. a 2-mikronos gyiriin is, de magan a kromoszéman is. Az ARS
szekvencia nagy kopiaszamot eredményez, de gyakran instabilis, mert hidnyzik az a mechanizmus, mely
biztositana a sejtosztédas soran a nagy kopiaszamot és az utddsejtekbe jutast. Az ARS szekvenciakat tartalmazo
plazmidokat YRp-nek azaz replikalodo éleszté-plazmidoknak (yeast replicating plasmids) is nevezik. Egy ARS
szekvenciat tartalmazo E.coli plazmid példaul nagyon jo hatasfokkal transzformalodik, nagy lesz a kopiaszama,
de, foleg, ha nincs szelekciés nyomas a sejtosztédaskor elvész, nem keriil at az utoddsejtekbe, 10 generaciod
elteltével szinte teljesen eltinik. Vannak a kromoszomaba integralodd éleszté-plazmidok is, melyek a
kromoszoémaba integralddva stabilan bekotddnek az élesztégenomba, osztodaskor megkettdzddnek és atadodnak
az utodsejtbe. Ezeket YlIp-nek (yeast integrating plasmid) nevezik. A kromoszomak kettéosztddasat és
igazsdgosan egyik félnek az utddsejtekbe jutdsat az élesztOkromoszoéma centromerjébdl szarmazé CEN
szakaszok biztositjak. A CEN szekvenciak felelések a kromoszoémak mitotikus orsohoz kapcsolodasaért. Ha
ilyen CEN szakaszt épitiink az ARS szekvencidkat is tartalmazé fiiggetleniil replikalédd plazmidokra, akkor
biztosithatjuk a nagy kopiaszamu plazmid stabil fennmaradasat a generaciok soran at. Az ilyen mesterséges
¢élesztokromoszomakat YAC vektoroknak (yeast artificial chromosomes)nevezik. A YAC vektorok a
centroméren kiviil az élesztokromoszoma végeirdl, a telomérekrdl is tartalmaz darabokat. Ezeknek az a
szerepiik, hogy megakadalyozzak a kromoszoma letorését, vagy mas DNS-hez kapcsolodasat. Tehat a YAC
minden olyan szakaszt tartalmaz, amely a kromoszoma replikacidjahoz €s az utddsejtbe kertiléshez sziikséges.
Ezeken a szakaszokon kiviil a YAC vektorra raépitenek még egy, a gazdasejtben miikoddképes replikacios
origot is. Ezeket a szakaszokat barmilyen egyszeri DNS darabra ra lehet épiteni. A YAC vektorok segitségével
igen nagy genomdarabok, néhany milli6é bazisparbol allok klonozasa is megoldhato. A HUGO project (Human
Genome Project), mely a teljes emberi genom feltérképezését és szekvenalasat tiizte ki célul ilyen vektorokat
alkalmaz a klontarak készitéséhez. Ezzel a technikéval a teljes huméan genom ,.elfér” 10 000 élesztéklonban. igy
mind a tarolds, min a kikeresés lényegesen egyszeriibb feladat és olyan nagy gének is vizsgalhatdak, mint
példaul a kétmilli6 bazisbdl 4ll6 izomsorvadasért felelés gén (muscular distrophy). A YAC vektort és tobbi
élesztévektort nem csak klénozasra, hanem expressziora is alkalmazzak. Mivel az éleszt6k maguk is eukaridtak,
igy képesek kihasitani az intronokat. Az élesztésejtek glikozileznek is, de nem azonos moédon az emlds
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sejtekkel. Ez egyes esetekben még eldny is lehet, ha masképp akarjuk glikozilezni a fehérjét, mint ahogy az
emlOs sejtben glikozilezédik (pl. stabilitasnovelés, példaul a TPA klonozasanal).

TRP1 ARS CEN

Smal

URA3

Amp’

gene PYAC

ori€t

1 T
()
/ \
BamH]l BamHI

Tovabbi elényiik az élesztében torténd expresszionak, hogy az éleszték a baktériumokhoz hasonléan gyorsan
szaporodnak, de nem termelnek annyi toxint, mint a baktériumok, amit aztan a rekombinans DNS termékbdl a
tisztitas soran el kell tavolitani. Az élesztd vektorok nagy része ingaz6 vektor (1d. baktérium-plazmidok), igy az
expresszaltatast megel6z6 manipulacidkat a jol ismert és kdnnyen hasznalhatd E. coli gazdarendszerben lehet
végezni. Kifejlesztettek élesztd kozmidot is, melyek az E. colival ingazd vektoroknak olyan tovabbfejlesztése,
mely a baktériumba vald bejuttatas hatasfokanak javitasara in vitro csomagolast lehetévé tévo szakaszt, vagyis
cos régiot is iiltetnek a mesterséges DNS kreaciora.

2. Novényi rekombinans DNS vektorok

A ndvényi szovetteny€sztés, a novényi biotechnoldgidk birtokdban a ndvényi rekombinans DNS technikak
szamtalan lehetdséget nyitottak meg szamunkra. A tény, hogy izolalt novényi sejtekkel tudunk dolgozni, és
hogy protoplasztokbdl regeneralhatd a teljes novény, lehetdvé teszi, hogy a ndvényi protoplasztokkal az
élesztégombakhoz és a baktériumokhoz hasonlé moédon végezziik a klonozést és a sejtfuzid ellenpontjaként
egyetlen kivalasztott gén bejuttatasat oldjuk meg. A novényeknél alkalmazhaté génvektorok olyan
talajbaktériumok, melyek parazitaként genetikailag befolyasoljak a ndvényt, miutdn megfertéztek. Ezt a
transzdukciojahoz hasonldan céljaik szolgalataba. Az Agrobacterium tumefaciens egy plazmid segitségével
valtja ki a daganatot, vagyis a fert6zott ndvényi sejtek szabalyozatlan és fliggetlen novekedését. A baktérium
beépiti a Ti plazmidjat a ndvényi sejt kromoszoémajaba. A Ti plazmidon olyan, aminosav termeléséhez
sziikséges kod van, amelyet csak a fert6z6 baktérium tud felhasznalni szén- és nitrogénforrasként. Ezek az
aminosavak az opin az oktopin vagy a nopalin lehetnek A Ti plazmid 1,2 x 108 molekulatomegti, gytirti alaku
DNS molekula. A baktériumban onalldan replikalodo genetikai egység. A plazmid DNS-nek van egy
transzformald (T) DNS-e, nagysaga 20 000 bazispar, ez jut be a gazdasejtbe a fertdézést kdvetden, majd
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kovalensen beépill a ndvényi kromoszéméaba. Az aminosavak kddjan kiviil névényi hormonanaldgok
szintéziséhez sziikségez informaciokat is hordoz, melyek segitségével a gyokér- és szarndvekedést leallitja,
ezzel is elonyt kényszeritve ki a tumorsejtek novekedéséhez. A T DNS-rdl azt is megallapitottak, hogy mendeli
oroklédésmenetet mutat, tehat, ha egyszer mar beépiilt a kromoszémaba, ott ugy viselkedik, mint a ndvény sajat
génjei. A Ti plazmid elénydsen hasznalhatd vektor, mert: az Agrobacterium tumefaciensnek igen széles
gazdakore van. Szinte minden kétszik{i novényt képes transzformalni. Ha a kivant gént sikeriil beépiteniink a Ti
plazmid megfeleld helyére, a T régioba, akkor a tobbit mar a baktériumra bizhatjuk. A Ti plazmid tulsdgosan
nagy mérete miatt (180 kB) a génsebészek a T régiot kivagjak a plazmidbol és csak azzal dolgoznak tovabb.
Beépitik egy E. coli plazmidba, majd elszaporitjak. A célgént a T DNS-be beépitik, majd ezt a hibrid molekulat
még mindig E. coliban replikaltatjadk. Amikor rekombinans T DNS mar nagyobb mennyiség all rendelkezésre,
akkor a hibrid molekulat bejuttatjadk az Agrobacterium tumefaciensbe, ahol az a nativ Ti plazmidba homolog
rekombinacidval keriil be. Ha ezzel fert6zik a novényt, a célgén a T DNS-sel egylitt beépiil a rakos novény
kromoszdmajaba.

A gén a baktérium eldlése utan is mitkodoképes lesz. A baktériumnak az a génje, mely a névény regeneralodasat
gatolja inaktivalhato, igy a T DNS bejuttatas utan a protoplasztbol teljes ndvénnyé fejlodhet. A transzformalt
sejtek szelekcidja is nagyon egyszeriien oldhaté meg: hormonmentes taptalajon csak a transzformansok tudnak
novekedni. Egyszerisitették a transzformacidt, miutan rajottek hogy a T DNS-en kiviil csak a baktérium Ti
plazmidjanak vir szakaszara van sziikség a transzformacidhoz ¢€s a fert6zOképességhez. A végsé megoldas az
lett, hogy az egyik Agrobacterium tumefaciens plazmidon a T DNS, a masikon a vir régio lett kiilon-kiilon
bevive a sejtbe. Igy nem kellett a nagy Ti plazmiddal dolgozni és foleg nem kellett a rekombinans T DNSnek a
Ti plazmidba homolog rekombinacioval vald beépiilésére alapozni, ami nem tal jo hatasfoka folyamat. A Ti
plazmid transzformacidja kozvetleniil ndvényi protoplasztokba is lehetséges, de ennek a folyamatnak
Iényegesen rosszabb a hatasfoka, mint a baktérium vektor kozvetitésével torténdnek. Novényekbe vektor nélkiil
is lehetséges DNS-t bejuttatni (1d. bejuttatas).

3. Allati virusvektorok

A vektor nélkiil torténé DNS bevitelt transzformacionak neveztiik, de allati sejtek esetében — a transzformaciod
kifejezés mar foglalt voltara vald tekintettel — gyakran a vektor kozremiikodése nélkiili folyamatot is
transzfekcionak nevezik. Hasonldan transzfekcionak nevezik a virus vektorok altal kozvetitett DNS bejuttatast,
mely mind az atvitel, mind az expresszié hatasfokat nagyban megnoveli. Az allati virusok koziil a kdvetkezoket
targyaljuk részletesen: DNS tumorvirusok: SV40, polioma virus, adenovirusok, vaccinia virusok, retrovirusok,
embrionalis karcindoma sejtek.

Az SV40 virusvektorok Az SV40 a legkorabban megismert és legaltalanosabban hasznalt eml6és virus-vektor.
Me¢éret igen kicsi, a gdmb alaki kapszulaban egy 5243 bazisparbol allé gytrti alaka DNS van. A DNS-en
restrikcids endonukleazos hasitasi helyek vannak, altalaban mindegyikbdl csak egy, ezért a virus nativ formaja
is alkalmas klonozo vektor. A kis méret elény, amikor in vitro manipulaciokat végziink, de hatrany olyan
szempontbodl, hogy a genomon nincsenek felesleges részek, melyeket helyettesiteni lehetne a klonozandé DNS-
sel. A genom funkcionalisan korai és kés6i régiokra oszlik a bakteriofagokhoz hasonldan (1d. ott is). A korai
régiok az egész litikus ciklus soran kifejez6dnek, a késdi gének viszont csak a DNS replikaciot kdvetden, a virus
szerkezeti fehérjéinek szintézise idején mikddnek. A DNS replikacié kezdépontja korai és késéi szakasz kozott
helyezkedik el. Erdekes megemliteni azt a felfedezést, amit éppen a DNS tumorvirusok korai régioival
kapcsolatban fedeztek fel, ez pedig a DNS-r6l megszintetizalt RNS ,0sszeillesztés” (splicing), ami
megmagyarazza azt, hogy egy viszonylag kis DNS szakasz, hogyan lehet feleldés egymagaban a tumorfehérjék
(szerepiik a rakos allapot kialakitasa és fenntartasa) szintéziséért és a virus replikacidért. A splicing soran az
RNS transzkriptum két vagy tobb eltérd moddon is Osszeilleszthetédik. Az SV40 vektor fejlesztése soran
kezdetben a virus kis méretébdl adodo hatranyokat igyekeztek kikiiszobolni. Ennek egyik megoldasa az volt,
hogy a virus kés6i génjeit a klénozanddé DNS-re cserélték. A késdi szakasz hidnya a virusok termelésének
hianydhoz vezet. A virustermelést egy segédvektor alkalmazédsiaval oldottdk meg, amely tartalmazza
virustermeléshez sziikséges kés6i géneket. Ezek egyiittesen alkalmazva teljessé teszik a folyamat. Kezdetben a
litikus SV40 virus hasznaltak, melynek hatranya, hogy elpusztitja a fert6zott sejteket. Késobb kifejlesztették a
nem litikus SV40 virust, mely a sejtben plazmidként replikaldédik. Ehhez olyan gazda sejtvonal sziikséges, mely
allandoan termeli a T-antigént. Ha ilyen, pl. majomsejtvonalban dolgozunk, akkor a vektornak csak az SV40
replikacios origojat kell tartalmaznia. Ezzel a plazmidként replikalodd kisméretli vektorral (200 bazispar)
barmilyen bevitt gén replikaciojat meg lehet oldani az emlitett sejtvonalban.

Az Adenovirusok Az adenovirusok emberekben ¢és allatokban enyhe lefolyasi megbetegedések sorat
okozhatjak. Génklénozéasra két modon lehet Oket felhasznalni. Az egyik a hagyoményos kloénozo, illetve
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expresszios vektorként valo felhasznalds. Ilyenkor a kdéozandd fehérje génjét beépitik a virusgenomba, majd
fertéznek az in vitro becsomagolt virussal. Az adenovirusok mas virusokhoz hasonléan génjeiket ,,be tudjak
kapcsolni” gy, hogy nagysebességgel replikalddjanak illetve, hogy a kdodolt fehérjetermék nagy mennyiségben
termelddjék. A virusgenom egy részének helyettesitése a célgénnel az azon kodolt fehérje termeléséhez vezet. A
masik alkalmazas é16 virusvakcina eléallitasa. Ilyenkor az adenovirus genomjaba egy veszélyes, patogén virus
antigénjét kodoldo DNS szakaszt épitik be, vagyis annak a fehérjének a kodjat, mely immunvalaszt valt ki az
allatbol. A rekombinans adenovirussal fertézott ¢161ényben termelédni fog az idegen fehérje, az antigén (mely
onmagaban természetesen nem veszélyes) és ki fogja valtani az immunvalaszt és a hossz(tavii immunitast.
Tehat az enyhe adenovirussal kivaltott immunitassal egyiitt megszerezhetd egy veszélyes virussal szembeni
ellenallé képesség is.

Vaccinia virusok A vakcinia virusok a baranyhimld rokonai, de artalmatlan, biztonsagos virusok, melyeket egy
sor biotechnologiaban alkalmaznak. Tobb sejttipust is képes fertdzni, és viszonylag nagy idegen géneket lehet
beleépiteni. Tobbféle sejt fertézésével lehet megtalalni a legmegfelelobb expresszids rendszert, akar emlds
sejtvonalakat human fehérjék kifejezéséhez. A vakcinia virusokat un. ,,¢16 vakcinak™ eldallitasara is hasznaljak.
Ez azt jelenti, hogy emberre vagy allatra veszélyes virusok antigénjének genetikai kodjatt beépitik a vakcinia
virus genomjaba, majd fertéznek vele. Illyenkor az kérokozd antigénje immunvalaszt és antitesttermelést valt ki
a beoltott emberben, s ily modon az védettséget szerez (aktiv immunizalas artalmatlan 6ltdoanyaggal).

Retrovirus vektorok A retrovirusok RNS-t tartalmazé tumorvirusok. A géntechnikdkban nemcsak, mint vektort
alkalmazzak, hanem segitségiikkel ismerték meg €s termeltetik a reverz transzkriptdz emzimeket, melyek a in
vitro DNS rekombinans technika egyik fontos segédanyaga. A retrovirusok genomja két egymassal teljesen
megegyez6 RNS lanc dimerje. Az RNS mérete 8-10 kB, de egyes defektiv virusoknal a méret minddssze 3,2 kB.
A virus RNS genomjara jellemzd, hogy az emlésgenom m-RNS-éhez hasonloan az 5° végén egy sapka (cap) a
3’ végén pedig poli-A farok talalhato. A kiilonbozé RNS virusok felépitése nagyon hasonld: az RNS-genom egy
kozéps6 magban (core) talalhaté egy kevés reverz transzkriptdz enzimhez és szerkezeti fehérjéhez (GAG)
kapcsolodva. Ezt a magot membranburok veszi koril. A membran felépitése hasonlé a gazdasejt
sejtmembranjahoz és tartalmazza a virus altal kodolt glikorpoteint (env). Az er6sen onkogén virusok még egy
negyedik fehérje kodjat is tartalmazzak, a gazdasejt raksejtté alakulasaért felelds fehérjét. A gyengén onkogén,
kronikus virusok nem alakitjak a sejteket raksejtté, csak lassan indukalnak daganatot. A fertzés minden esetben
egy DNS-provirus intermedieren keresztiil torténik. A kétszalu DNS intermedier szintézisét az RNS alapjan a
reverz transzkriptaz enzim végzi. A kétszali DNS a megfert6zott sejt magjaba vandorol és ott rekombinalédik, a
sejt genomjaval, azaz beépil a gazdasejt kromoszomajaba. A retrovirusok vektorként vald alkalmazasa
kézenfekvd. Szinte minden allatfajnal alkalmazhatéak célgénnek sejtbe, majd sejtmagba juttatasara, a gazdasejt
genomjaba illesztésre és a kifejez6dés biztositasara. Ilymddon nagyon sok allati sejtet, illetve sejttenyészetet
lehetne ipari célokra, egyes fehérjék termeltetésére hasznositani.

4. DNS bejuttatasa sejtekbe

Mind a természetes, mind a manipulalt DNS kiilonb6z6 sejttipusokba juttatisara egy sor kifejezést alkalmazunk.
Ezek a kifejezések tobb szakteriiletrél szarmaznak és ennek megfeleléen mas és mas értelemben hasznaljak.
Még mieldtt a kifejezések babeli ziirzavarat ismertetnénk, kiilonboztessiik meg a DNS bevitelének két
alapvetOen kiilonb6zé modozatat, vagyis a meztelen DNS 6nmagaban vald, segédorganizmus nélkiil torténd,
pusztan fizikai-kémiai-biokémiai modszerek Utjan torténd bejuttatasat attdol az esettdl, amikor a folyamat
szelektivitasat és hatékonysagat novelendé a DNS sejten beliilre juttatdsihoz mas bioldgiai rendszereket, pl.
virusokat, vagy baktériumokat hasznalunk fel. A transzforméacié a mikrobiologus, a bakteriologus szamara azt a
folyamatot jelenti, amikor a DNS kiviilrél, a baktériumot koriilvevo kozegbdl atkeriil a baktérium sejtfalan és
membranjan és bekeriil a sejt citoplazmajaba. Ez egy természetes folyamat, mely mind linearis DNS-
fragmentumokkal, mind pedig plazmidokkal megtorténhet. A természetben az adaptacio, a célszeri
rekombinacid egyik, a baktériumok ivaros folyamatatol eltéré génatadasi folyamatrol van sz6. (1d. baktériumok
rekombinacidja). Ezt a természetes folyamatot optimalja a géntechnikus, a sejt, a kozeg és a felveendé DNS,
valaint e hdrom kolcsonhatédsait figyelembe véve. A transzformacio kifejezés a novényi, de foleg az allati
sejttenyésztéssel foglalkoz6 szdmara a sejtek atalakulasat jelenti, ezért 6k a DNS illetve a gének barmilyen ton
torténd, tehat a direkt bevitelét transzfekcionak nevezik, akkor is, ha ez a bevitel nincs virus-, vagy parazita
fert6zéshez kdtve, amire a kifejezés eredetileg utal. A transzdukcid elnevezés elsdsorban a baktériumok kozott,
fag kozvetitésével torténd géncserét jelenti. Az Agrobacterium tumefaciens Ti plazmidjaval végzett
génmanipulaciokkal kapcsolatban is alkalmazott kifejezés, de dsszességében egyre k2evésbé hasznaljak.

5. DNS direkt, vektor nélkuli bevitele sejtekbe
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A DNS direkt bejutasa a sejtbe azt jelenti, hogy a meztelen DNS biologiai kdzremikodés nélkiil, pusztan
fizikai-kémiai-biokémiai alapon jut be a sejtbe valamilyen valosziniiséggel. A géntechnikus ezt a valosziniiséget
igyekszik megndvelni az erre a célra kidolgozott és alkalmazott géntechnikakkal, receptekkel. A
transzformacioval torténd DNS bejuttatas célja mind klonozas, mind expresszio lehet.

Baktériumok transzformacioja plazmid DNS-sel Baktériumok DNS-sel val6 transzformacioja a természetbdl is
jol ismert folyamat. Holt sejtekbdl kiszabadult linearis kromoszématdredékeken 1évé gének is képesek a
kozegbdl (vér, szennyviziszap, gyliimdlcslevek, stb.) baktériumok belsejébe keriilni, ott rekombindlédni a
kromoszémaval és kifejezddni. A kompetens baktériumok tehdt spontdn is felvehetik a DNS-t megfeleld
koriilmények kozott. A géntechnikus viszont képes ennek a ritka folyamatnak a valdszintiségét megndvelni a
folyamat részleteinek optimalasa utjan. A kompetens baktérium olyan fizioldgiai dllapotban van, hogy a kiilsé
térbol valdé DNS felvétele maximalis. Ilyen fiziologiai allapotba tgy keriilhet, hogy a szaporitds megfeleld
szakaszaba hozzuk és olyan pufferoldatban szuszpedaljuk, ami a DNS sejtbe 1épését eldsegiti. A DNS alakja,
mérete, koncentracidja a kozegben szintén jelentés faktor. A klonozas soran mindig plazmid DNS-sel
transzformalunk, arra kapcsoltuk a klonozanddé DNS-t. A plazmid a sejtben onreplikaciora képest, ez a klonozas
sikerét jelenti. A bejutas sikerét a plazmid azzal ndveli, hogy kisméretli, kompakt molekular6l van szo, mely
viszonylag védett a roncsolodassal, toredezéssel szemben. A mebranon vald atjutast zart gyird vagy
szuperhélikalis formaja is segiti a linearis DNS-sel 0sszehasonlitva. Meg kell itt jegyezniink, hogy a r DNS
technikdkban alkalmazott a természetes plazmidok nagy részével ellentétben olyan mutdnsok, melyekbdl
kiirtottak a sejtbdl sejtbe atkeriilésért, a mozgékonysagért felelds géneket. Ennek biztonsagi okai vannak: annak
megelézésére szolgalnak, hogy a bélbe bekeriilve ne tudjanak egy masik bélbaktériumba atkertilni és elterjedni a
bélmikrofloraban. A DNS sejtbe keriilését nagyban befolyasolja a kozeg Osszetétele. Mandel és Higa (1970)
megfigyelték, hogy kalcium (Ca) jelenlétében sokszorosara novekszik az E. coli DNS felvétele. Az elérhetd
hatasfok kezdetben 105-107 transzformans/ug plazmid volt, tovabbi optimalassal ezt az értéket 107-108-ra
lehetett felvinni. A hatasfok értékelésénél vegylk figyelembe, hogy a sejteknek csak egy kis része valoban
kompetens, még optimalis szaporodasi szakaszt tekintve is, és hogy a kézegben oldott plazmid DNS-ek koziil
minddssze minden 10 000-dik keriil be sejtbe. A kalcium hidakat képez a sejt feliiletének makromolekulai és a
DNS kozott. A sejt feliiletére kotott DNS molekulak bejutasanak nagyobb a valdsziniisége, mint a kozegben
oldott ¢és statisztikus eloszlast mutatdé molekulaké. A membranon vald atjutdst a membran adekvat modon
torténd fellazitasa, fluiditasanak megnovelése segiti. A membrant felépitd lipidek szénhidrogénlancait a
héérséklet emelésével lehet fluidda, folydssa és emiatt atengedobbé tenni. A hdésokk néhany percig tartd
héfokemelés jelent, az optimalis 30 oC-r616 42-430C-ra. Ekkor a sejt feliiletére tapadt plazmidok hémozgasuk
¢és a megfolyt membran miatt nagyobb valdsziniiséggel 1épik at a membrant és keriilnek a sejt belsejébe. A
plazmid transzformacioval torténd baktériumba juttatdsat a laborgyakorlatok leirasat tartalmazé mappaban
talalhatjuk. ftp://intranet.ch.bme.hu/oktatas/konyvek/mezgaz/dnsklon/laborgyak/trafo Sejtfuzioval 6sszekotott
DNS bevitel, azaz transzformacié akkor valosul meg, ha baktériumokat DNS jelenlétében fhzionaltatjak. A
baktériumokat fuzid elétt protoplasztokka alakitjak,azaz sejtfalbontdé enzimmel, pl. lizozimmel leemésztik a
sejtfalat. A sejtfuzio elGsegitéséhez polietilén-glikol (PEG) adagolnak a kozeghez, melyben a sejtek
protoplasztjai szuszpendalva vannak. Ha sejtek fzidja, vagyis membranjaik Gsszeolvadasa a transzformalando
DNS oldataban torténik, akkor akkor a fuzids termékek magukba zarnak valamennyit a kozegbdl és a benne
oldott DNS-béL.

Az élesztd szferoplasztjai, vagyis a celluloz sejtfaltdl megszabaditott sejtjei is képesek felvenni a hozzaadott
DNS-t. CaClI2 és polietiléglikol (PEG) javitjak a folyamat hatékonysagat, a polietilén-glikol atjarhatova teszi a
sejtmembrant, ezzel eldsegiti a DNS bejutasat. Az élesztésejtbe mind élesztéplazmid, mind E. coli plazmidok
bevihetéek transzformacidval. E. coliban miik6d6 plazmidok transzformalhatdak élesztogombaba és ott
onreplikaciora is képesek, ha raiiltetik az éleszt6ben felismerhet6 origét. Ilyen ingdzé plazmidok, melyek mind
az E. coli, mind az élesztd replikacios origdjat tartalmazzak, alkalmasak arra, hogy a kloénozas E. coliban, ebben
a nagyon jol jol ismert gazdasejtben torténd eldkészitése és ellendrzése mellett az expressziot élesztében oldjak
meg. Az élesztdplazmidok (Id. plazmidok) egyik fajtaja autonom replikal6do (ARS) formaban, egy masik pedig
kromoszomaba épiilve megmaradhat. Replikacios kezddponttal rendelkezd élesztOplazmidok transzformacios
gyakorisaga elérheti akar az 1 %-ot is.

Novényi sejtek transzformalasa A ndvényi szovettenyésztés, a novényi biotechnologidk lehetdvé teszik, hogy
egyetlen izolalt novényi sejttel ugy dolgozzunk, olyan génmanipulacidkat vigylink véghez, mint barmelyik
mikroorganizmuson, és ha mar a manipuldci6 megtortént, akkor az izolalt sejtbdl regeneraljuk a teljes novényt.
Izoldlt novényi sejtek protoplasztjaiba tetszés szerint DNS-t tudunk bejuttatni, biztositani a bevitt gének
expressziojat. A novények génmanipulalasanak célja lehet a hagyomanyos nemesitési célokkal egyezd, példaul
betegségekkel szembeni rezisztencia kialakitasa egy olyan gén bevitelével, mely megakadalyozza a patogén
hatasat, vagy rezisztencia bizonyos ndvényvédoszerekkel, példaul gyomirtoszerekkel szemben, hogy a
vetemény gyomoktol valé megszabaditasara szelektiven lehessen alkalmazni azt a bizonyos szert, hiszen az csak
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a gyomokat fogja kéarositani. A betegségek, a ndvényi kartevo rovarok elleni védekezés egyik megoldésa, hogy
rezisztens fajokbol, vagy vad 0sokbdl kinyerni a betegség elleni rezisztenciaért felelds gént és azt beiiltetni az
érzékeny kultarfajtaba. Ez f6leg bakterialis és gomba kartevokkel szemben adhat megoldast. A masik lehetdség,
hogy teljesen Uj gén segitségével érjiik el az ellenalloképesség kialakulasat. Ilyen gén lehet a Bacillus
thuringiensis toxinjanak a génje. A toxin a rovarok bebabozddasat akadalyozza meg. A bakterialis gént
sikeresen beiiltették dohanyba és paradicsomba, majd burgonyaba is. A Bacillus thuringiensis toxint termeld
dohany mar kereskedelmi forgalomban is van az USA-ban. Ennek engedélyeztetése, 1évén, hogy nem eszik
meg, hanem elégetik, tehat nem az élelmiszer mindségi kritériumoknak kell eleget tennie, tehat viszonylag
enyhébb biztonsagi €s egészségkritériumoknak. A toxin génjének beiiltetésétol eltérd stratégia egy olyan enzim
génjének a beiiltetése, mely megtadmadja a kartevot. A kitindz enzim génjérdl van szo6, mely képes lebontani a
kitinvazas rovarokbélburkar a novény emésztése soran. Vannak olyan fehérjék, féleg enzim-inhibitorok,
amelyek a kartevé bélcsatorndjaban hatnak, amikor az mar emészti a ndvényt. Ezek a fehérjék a rovar
valamelyik életfontossagu enzimjét gatoljak, példaul tripszin-inhibitorok. Csak a géntechnikdk segitségével
elérhetd 1j tulajdonsadgok kialakitdsa is lehet a cél. Kutatok ezrei dolgoznak példaul a légkori nitrogén
megkotéséért felelds, azt lehetové tevd gén novényekbe iiletetésével, melynek segitségével a ndvények majd a
,,levegdbdl” is megélnek, hiszen annak nitrogéntartalmat fogjak testiikbe épiteni, nem pedig az energiaigényes
nitrogén-miitragyakat. A DNS novényi sejtbe torténd bejuttatasanak legfobb akadalya a sejtfal. A vastag, merev
sejtfal nem teszi lehet6vé, hogy a névény a baktériumokhoz hasonléan DNS-t vegyen fel a kdrnyezetébdl. A
névényi sejtek génsebészeti atalakitasahoz tehat az izolalt ndvényi sejtbdl eldszor protoplasztot kell késziteni
olyan ozmotikus viszonyok kozott tartva ezt, hogy a sejt hartyajara a bels6 ozmdzisnyomassal azonos nyomas
nehezedjen, tovabba meg kell akadalyozni a sejtfal spontan visszaépiilését, vagyis a sejtfalbontd enzimek
protoplasztba. Ennek leggyakoribb moddszerei az egyszeri transformacid, azaz a DNS direkt bejuttatasa, a
mikroinjektalas, az elektroporacid és a génpuska (biolisztika). Bioldgiai kozvetitéssel az Agrobacterium
tumefaciens felhasznalasaval torténhet novényekbe génbevitel. Novényi protoplasztok transzformaldsa idegen
DNS-sel lehetséges a sejtfal eltavolitasa utdn. Egyes esetekben egyszerlien a DNS hozzakeverésével is
megtorténik, természetesen megfeleld koriilmények kozott. Novények mikroinjektalasa leggyakrabban vagy
DNS tartalmt liposzémakkal torténik, ilyenkor a sejt citoplazmaja a cél, vagy kozvetleniil a sejtmagba. Utobbi
nehézkesebb, de jol kontrollalhaté a beinjektalt DNS mennyisége. A biolisztika, vagyis a génpuska alkalmazasa
nem olyan hatékony eszkdz a ndvényeknél, mint az allatok esetében. A niivényi sejtbe jo hatasfokkal és
konnytiszerrel bejut a DNS, de a kromoszdmaba épiilés hatasfoka altalaban gyenge, igy transzgénikus ndovények
eléallitasara nem alkalmas.

Emldssejtek transzformalasa, transzgénikus allatok Az emldssejtek transzformalasanak jelent6sége igen nagy,
gondoljunk csak a génterapiara. Egyes orokletes genetikai betegségek oka, egy hianyzo, vagy hibas gén. Az
ilyen betegséget a sejtekbe bevitt ép génekkel lehet gydgyitani, a hianyzo vagy kiesett funkcidt potolni. Ilyenkor
egy soksejtli 1ény egyes szoveteibe, vagy Osszes sejtjébe be kell juttatni az ép gént és biztositani kell annak
expressziojat. Az olyan allatot, amely sejtjeiben egy masik organizmusbol szarmazo gént tartalmaz,
transzgenikus allatnak nevezziik. Ez a kifejezés nem altalanosodott az Gsszes él6lényre, csak kimondottan
transzformalt 4llatok illetve allati sejtek esetében hasznaljak. Allatok esetében viszont akkor is hasznaljak, ha a
gén bevitele virusok vagy tumosrsejtek segitségével torténik. Az els6 emldssejt transzformacios kisérletek
sejttenyészetben folytak a Herpes simplex virus (HSV) timdinkindz enzimjének génjével. Timidinkinaz
deficiens mutans emldssejttenyészetet hoztak dssze a herpeszvirus timidinkindz génjével, acélbol, hogy a hibas
emlOssejteket kijavitsak. Az emldssejtek a DNS-t képesek felvenni, ha az kalcium-foszfat csapadék formajaban
kertil a sejttel kapcsolatba. A kalciumfoszfat csapadék format valdszintileg fagocitozissal kebelezi be a sejt, és
az igy bekeriilt DNS egy része integralodik a kromoszomaba. A felvett virus eredetli timidinkinaz gén
véletlenszerlien épiilt be az emldssejt kromoszomajaba. Ha ehhez a timidinkindz génhez barmilyen mas gént
kapcsoltak, a kapcsolt gén is konnyiiszerrel bejutott a kompetens sejtekbe és rekombinalodott a kromoszémaval.
Az is vildgossa valt, hogy a timidinkindz génnek nem is elsésorban vektor, hanem inkabb marker szerepe van,
azaz jelzi az idegen gén beépiilését. Az idegen gén akkor is beépiil transzformacioval a kromoszomaba, ha nincs
elézetesen hozzakapcsolva a timidinkinaz génhez. Erdekes, hogy ilyen esetben is egymas mellett épiilnek be a
transzformalt sejt kromoszomajaba, ez azt jelenti, hogy a DNS-ek a sejten beliil ligalddnak. Ezt a folyamatot
kotranszformacionak nevezik. Transzgénikus allatok eldallitasa nem olyan egyszerd, mint a ndvényeké, ahol a
teljes ndvény regeneralhato egyetlen izolalt sejtbdl a novényi sejt ugynevezett totipotencialja miatt. Ahhoz, hogy
az egész allat transzgénikus legyen, a csirat, a petesejtet, vagy a spermiumot, vagy a megtermékenyitett zigotat
kell megvaltoztatni, vagyis transzformalni a sziikséges gént tartalmazo DNS-sel. A kifejlett allat egyes sejtjeinek
transzformalasa altaldban nem megoldas egy hianyzo gén potlasara. A fent emlitett kalciumfoszfatos DNS
csapadék sejtbe juttatasan kiviil mas fizikai-kémiai eljarasok is alkalmazhatoak DNS allati ivarsejtbe, vagy
zigbtdba juttatasara, illetve a bejuttatas hatékonysaganak novelésére. Ilyen modszerek a mikroinjektalas, az
ivarsejtek transzformacidja (transzfekcionak is nevezik), az elektroporacid, kromoszomak injektalasa,
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embriondlis sejtek Osszekeverése kiméra kifejlesztése céljabol. Lathatjuk ebbdl a felsorolasbol, hogy a
transzgénikus allatok el6allitasanal az egyetlen gén bevitelétdl egy teljes genom beviteléig teljes a stratégiai
skala.

Mikroinjektalas Idegen DNS emldssejtbe juttatasara meglepd modon igen hatékonynak bizonyult a
mikroinjektalas, vagyis az, hogy egy igen vékonyra kihtzott iiveg mikropipettaval egyenesen a sejtmagba
injektaljuk a DNS-t. Ezt mikroszképra szerelt mikromanipulatorral lehet kivitelezni. Aki tigyes kézzel tudja
csinalni a mikroinjektalast, az 6ranként 500-1000 sejtbe is képes injektalni. Az injektalt sejtek felébe stabilan
beépiil a bevitt gén. Nagy elonye, hogy barmely gén bevihetd barmilyen sejtbe. Hatranya a kivitelezés
nehézkessége. Ha a mikroinjektalas a megtermékenyitett petesejtre iranyul, akkor a teljes allat transzgénikussa
tehetd. Mar az 1970-es évek elején bebizonyitottak, hogy korai embriokba injektalt gének a neveléanyaban
kifejlodott egerek 40 %-aban megtaldlhatoak voltak. Az eredetileg beinjektalt gének a megsziiletett egér
legkiilonfelébb szoveteiben fordultak eld, stabilan beépiiltek és droklodtek. A mikroinjektalas els6 tapasztalatai
utan a technikat gy modositottak, hogy az injektalast petesejt megtermékenyitése utanra idézitették, amikor a
mar egyesiilt ivarsejtek magjai még nem olvadtak dssze. A klonozott gént rendszerint a spermiumbdl szarmazo
sejtmagba injektaljak, mert az bonyolult atalakulasok utan egyesiil a petesejt magjaval és ezek az atalakulasok
segitik az idegen gén beépiilését. A manipulalt petesejtet ezutan vagy a petevezetékbe transzplantaljak, vagy a
blasztula stadium elérése utan a méhbe iiltetik be. Kutatasi célbol barmilyen gén petesejtbe injektalasa
megoldhato, torténelmi jelentdségii volt az emberi interferon és az inzulin génjének, a nyul béte-globingénjének,
a Herpes simplex virus timidinkinaz génjének vagy az egér leukémia virus cDNSének mikroinjektalasa. Ezekbdl
a kezdeti kisérletekb6l meg lehetett allapitani, hogy 5 000 - 50 000 bazispar nagysagig lehet DNS-t bejuttatni,
hogy a bejuttatott gének integracidja nem kromoszomaspecifikus és, hogy a bevitel hatasfoka igen jo, még a
kezdeti kisérletek atlaga is eléri a 10 %-ot, ami 1-2 %-os beépiiléstd]l egészen 40 %-os beépiilésig valtozod
hatasfok atlagat jelenti. Manapsag mar rutinszerlien alkalmazzak a mikroinjektalast marha, birka, kecske és
disznd esetében. A mikroinjektalas két fo céllal szokott torténni. Az egyik a haziallatok nemesitése, a masik
hogy ezeket a génmanipulalt allatokat expresszios rendszerként alkalmazzak.

Biolisztika, génpuska A kifejezés a ballisztika elferditése. A ballisztika hajitott testek és 16vedékek mozgasanak
leirasaval foglalkozo tudomany. A biolisztika névre keresztelt eljaras lényege, hogy a sejtbe juttatandé DNS-t
osszekeverik apr6, mikron atmérdji fém-részecskékkel, példaul tungstennel. Ezutan ezt a DNS-fém keveréket
nagy sebességgel belovik a sejtekbe, mint a 16vedéket. Ez a 16vedék a sorétre emlékeztet legjobban. Bejuttatasa
részecske pisztollyal torténik. Ezek az aprd sorétszemcsék atlyuggatjdk a sejt hatarold feliiletét és a sejt
plazmajaba juttatjak a DNS-t. Elénye, hogy barmilyen sejttipusra alkalmazhat6, baktériumok, gombak, névényi
és allati sejtek egyarant kezelhetéek ilyen mddon. Még sejtrészecskéket, sejtszervecskéket, példaul a
mitokondriumot vagy a sejtmagot is meg lehet célozni a specialis génpuskaval. Ennek az eljarasnak vannak
egyéb valtozatai is, példaul, amikor nem mechanikus fegyverrel liivik be a részecskéket, hanem elektromosan
kivaltott gyujtoszikra segitségével hirtelen elparologtatott vizeseppbdl felszabaduld gbz energidjaval. Ebben az
esetben az elektromos energia nagysagaval lehet szabalyozni a mini-robbanas erejét és beallitani az optimalis
bejuttatasi hatasfokot. Belovéssel izolalt sejteken kiviil szovetekbe, sot €16 szovetekbe is be lehet juttatni DNS-t.
Novények esetében nem nagyon hatdkony eljards, mert annak ellenére, hogy bejut a DNS a sejtbe, a
kromoszomaba rossz hatasfokkal épiil be. Kisérletekben sikeriilt egér bérébe és fiilébe DNS-t juttatni
megfelelden atalakitott génpuskaval. A DNS jo néhany napig aktiv maradt a sejtekben, mignem késébb
lebomlott. Ezek a kisérletek azt sugalljak, hogy a génpuska alkalmas megoldas lehet az emberi szomatikus
génterapia soran a DNS é16 szervezetbe juttatasara. Ma még vannak hatranyai ezeknek a génpuskaknak, példaul
azok a szoveteket roncsoldo mellékhatasok, melyet nem maga a bevitt részecske okoz, hanem a génpuska
miikodése kozben fellépd 1égaramok vagy gézbuborékok. A Cornell Egyetemen kidolgozott modszer alapjan a
Du Pont kereskedelmi forgalomban is elérhetd eljarast sé eszkozt dolgozott ki.

Elektroporacié A transzformaciot, vagyis a meztelen DNS-nek a kozvetlen sejtbe juttatasat az elektromos erétér
alkalmzasa eldsegiti. A sejtfuizid hatékonységénak novelésére is alkalmazzak. A koriilményeket optimalni kell,
nehogy a sejtek megsériiljenek, felrobbanjanak az elektromos erdtérbe keriilve. A transzformalando sejteket a
DNS-t tartalmazo oldatba teszik, majd az egészet elektromos erétérbe helyezik, példaul valtdaramot adnak ra.
Az elektromos er6tér modositja a sejt lipidmembranjanak allapotat, megnovelve sejthartya atjarhatésagat,
részecskéknek, molekuldknak a kiilsé térbdl vald felvételét (pinocitdzis). Foleg ndvényi sejtekbe vald6 DNS
bejuttatasnal sikeres és elterjedt az elektroporacid, torténelmileg is a névényi sejtfizional (szomatikus hibridek,
poliploidok eléallitasa) torténd alkalmazasabol fejlodott tovabb. Egyéb sejttipusoknal, példaul mikroba- és allati
sejteknél mas mddszerek kapnak prioritast (I1d. transzforméacid, transzfekcio).

6. DNS bevitel kozvetito segitségével
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Kozmidok

DNS sejtbe juttatdsa liposzoma kdzvetitéssel Liposzomakat kiterjedten alkalmaznak hidrofob gyogyszerek,
kozmetikumok, egyéb agensek. sejtmembranon at térténd sejtbe juttatdshoz. Liposzomakba zart DNS-t kdnnyen
felveszi a maj és a spleen ¢és viszonylag kdnnyen és gyorsan kifejez6dnek.

Kalciumfoszfatos komplex Kalciumfoszfattal komplexalt DNS-t j6 hatasfokkal veszi fel a maj és az izomszovet.
A gének egy része képes kifejezodni bejuttatas utan. Ennek a ténynek nagy figyelmet szentelnek, mert ettdl
varjak az izomsorvadas elleni génterapia megvaldsulasat.

Transzdukcié Transzdukcié tulajdonképpen a virus kdzremikddésével torténd génbejuttatas baktériumba. A
természetes folyamat baktériumbdl baktériumba térténd génatvitel (természetes genetikai rekombinacio) jelent.
A folyamatot tetszés szerinti célgén bejuttatasara is fel lehet hasznalni: manipulalt genomu faggal torténd
fert6zés altal.

Transfekcid Altalaban virus kozvetitésével torténd génbevitel novényi vagy allati sejtbe, de gének kozvetlen
(kozvetitd nélkiili) bejutasara is alkalmazzak ezt a kifejezést (v0. transzformacid).Az emlds és a ndvényi
géntechnikakban nagyon altalanos értelemben hasznaljak: mindenféle génbevitelre és rekombinéciora.

Parazita baktérium kozvetitésével Agrobacterium tumefaciens kozvetitésével, 1d. a ndvényi vektoroknal.
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29. fejezet - Ellenorzo kérdések:

1. mik az izoskizomerek?

2. Hol metilal a dam metilaz?

3. Mire van sziikségiik a DNS polimerazoknak a polimerizacié elinditasadhoz?
4. Mire van sziikségiik a RNS polimerazoknak a polimerizaci6 elinditasahoz?

5. Milyen iranyu a polimerizacio?
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VIl. rész - Klénozas

A klonozas fogalma: a klonozas valamilyen DNS darab , sejt vagy egyed azonos valtozatainak tobb példanyban
valo ecléallitasat jelenti. A klon bioldgiai természete szerint csoportositva: (1) a molekularis klonozas (mas
szoval DNS klonozas) egy DNS fragmens megsokszorozasat jelenti plazmidba épitve, majd egy élélényben
(rendszerint baktériumban , de eukaridta szervezetekben is) felszaporitva ; (2) a sejt klonozas azonos DNS-t
tartalmazo sejtek eldallitasa és szaporitasa, (3) az egyed klonozés pedig azonos genommal rendelkezd egyedek
eléallitasa egy sejtb6l, szovetbdl, vagy szervbdl kiilonféle technikakkal. A klénozas célja alapjan beszélhetiink
(A) reprodukcids klonozasrol , ahol genetikailag azonos egyedek eldallitasa a cél, ill. (B) terapias /kutatasi
klénozasrol , ahol az eldallitott sejtek gyogyitassal kapcsolatos (terapias klonozas) vagy alapkutatasi (kutatési
klénozas) célokat szolgalnak, nem pedig egy egyed eldallitasat. A ,klonozas” fogalom hatérait feszegetjiik,
amikor azt kérdezziik, hogy vajon klonozas-e az, amikor egy hamsejt, osztddassal, tobb hamsejtet eredményez.
S6t, maga a zigotaval kezd6dd embridgenezis is klonozas a fogalom szigorti értelmében, hiszen azonos
genotipusu sejteket eredményez.

A kovetkezokben a molekularis klonozasrol ejtiink par szot.

A molekularis klénozas célja, hogy egy adott DNS-t minél nagyobb mennyiségben kinyerjiik. Ezt a klasszikus
technologiakkal az alabbi stratégia szerint értiik el. Vegyiink egy vektort, ami egy sejtben képes replikalodni és
a sejtenkénti kdpiaszama legyen magas (3-500 kdpia/sejt). Ha ebbe a vektorba beépitjiikk a szaporitandé DNS-t,
akkor mar néhany 100x-oros mennyiséget kaptunk. Ehhez még hozzaadodik a baktériumok szaporodasa, mely
akar 1010-1011 sejt/ml koncentraciot is elérhet, igy a DNS szaporitas mértéke 1012-1013 nagysagrendd is lehet.

) QY

Hasitas, AR enzrmakk Hasitas, A B enzimekkel
inszert

B ligalas

. Transzformdlas,

felszaporitas,
tisztitds
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30. fejezet - Az inszertek
kivalasztasara szolgalo modszerek

Kolénia hibridizacio
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D Place membrane
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@ containing separated
bacterial cclonies

-

Invert mambrane and lay over new agar
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Allow original top of filter

cells lo recover
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Mastas plate Grow S ———
in quid o~
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‘A positive Remove membrane
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(b) Neutralize
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X-ray.
film

\
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labeled probe e gale\efzgd
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Az inszertek kivalasztasara szolgald
modszerek

Accumulaton of
e X-Gal product
rosults in blue colonies

Pozitiv szelekcids vektorok
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Az inszertek kivalasztasara szolgalod

modszerek
LacZa intiason codon
M13 Raverse prming sis | 13 pming s
| | | |
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGRATTAC G
GTGTGTCCTT TGTCGATACT

CCARGCTCA GAATTAACCC TCAC
GGTACTARTG CGG

A AR
GTTCGAGT CTTARTTGGG
Spel

LRPRUY
s AN

Nt od v tetas & o
LSRR T e

&M?I(Pﬂl)f’{ml EtioRl
GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC
o

261

Lt ot o

EcoR|

o &
ViAo o

Notl
| |
OCTT AAC(}GC GAATTCGCGG
TCCAAATT TGCTTAAGCG GGAANMLALTIMNTTCCCG CTTAAGCGCC
[ 17 peiming s M13 Foevard (-20) pdming site
311 | COGCTAAATT CAATTCGCOC TATAGIGAGT CGTATTACAA
GGOGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA

et et R etaiash
TTCACTGECC GTOGTTITAC
il

AMGTGALCGG CAGCAAAATG

GCATAATGTT
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31. fejezet - Konyvtarak

A konyvtarak gyakorlatilag klongytjtemények, melyekben minden kloén ugyanazt a vektort hordozza, viszont a
vektor a genom vagy a mRNS-ekrdl késziilt DNS-t tartalmazza. A konyvtarakat ennek megfeleléen koloniak
vagy plakkok gyijteményének kell tekinteni, ahol lemezeléssel az egyedi klonok szétvalaszthatoak és ezek a
klonok diverzek, azaz kiilonb6zo inszertet hordoznak, hordozhatnak.
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Konyvtarak

Amennyiben az inszertek a sejtek genomjabdl szarmaznak genomi konyvtarrdl beszéliink. Ha a klonokban az
inszert a MRNS-r6l késziilt cDNS, akkor cDNS konyvtarakrdl van szo.

1. Genomi konyvtarak
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Konyvtarak

hasitd helyek

bal kar jobb kar
centrdlis régid .,
— 5 emesztes
bal kar Jobb kar
PV VAV
PSS OAAN
LAYAY AW AV VL VLTVl
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| |
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in vitro pakolds: Gsszekeverés A fdgfehérje extraktummal
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Konyvtarak

BamHI
EeaBRl

Hindll : y
P a1 +Genomi DNS részleges

emésztése Sau3A-val
(a Sau3 A kompatibilis véget

cos ad a BamHI-gyel
Seral
cos +A 30- 45 kb régié méret
szerinti elvdlasztdsa
BamHI- smal emésztés l
COs C0s
I—7x ]
AmpF o1l
ligdlds

l 30 - 45 kb-os fragmentek

COs o5

in vitro pakolds 3.
fehérje extraktummal,
fertdzés

szelekcid ampicillin rezisztens klénokra

kozmid kényvtar

2. cDNS konyvtarak

cDNS konyvtarak készitésének célja alapvetée n mas, mint a genomialis konyvtarak esetében. A ¢DNS
konyvtarak a konyvtarkészités soran hasznalt sejttipusban kifejez6dé fehérjék érett mRNS szekvencidi rol
késziilt komplementer szalakat tartalmazzak . Ilyen konyvtarakat leginkabb adott fehérjék kodold
szekvenciajanak eldallitasara hoznak létre . A cDNS konyvtarbol klonozott eukaridta gén intronokat nem
tartalmaz. Ennek koszonhetden lehetséges a fehérje bakterialis expresszios rendszerben torténd eldallitdsa. A
c¢cDNS konyvtarak nem alkalmasak az egyes géne k kifejezOdésének, az expresszid szabalyozasanak
vizsgalatara, mert a génekhez tartozo szabalyozo elemek nincsenek jelen. A cDNS konyvtar elkészitése el6tt
koriiltekintéen, elézetes ismeretek alapjan kell megvalasztani azt a sejttipust, amelyben a vizsgalni kivant
fehérjék nagy mennyiségben jelen vannak. A sejttipus megfeleld kivalasztasa noveli annak az esélyét, hogy a
keresett gének jelen lesznek a konyvtarban.

A cDNS konyvtarak létrehozasanak elsé fontos 1épése a megfeleld sejttipus vagy szdvet, illetve az alkalmazott
vektor kivalasztdsa. A cDNS konyvtarak létrehozasa soran gyakran hasznalt vektorok kozé tartoznak az
inszercios és szubsztiticios [] - fag vektorok, valamint a plazmidok és kozmidok . A ¢cDNS konyvtarak atlagos
inszert mérete nem indokolja a mesterséges kromoszoéma vektorok hasznalatat. A kivalasztott sejtekbdl izolaljak
az RNS - t, majd az érett mRNS - ek 3” poli - A farkahoz hibridizal6 oligo - dT primer és reverz transzkriptaz
enzim felhasz nalasaval elkészitik az mRNS - ekkel komplementer DNS ( cDNS ) szalakat. A cDNS molekulak
vektorba klonozasdhoz sziikség van a 1étrejové RNS/DNS hibrid molekuldk kétszala DNS megfeleldinek
eléallitasara. Erre is tobb mddszer all rendelkezésre. Az egyik leggyakr abban alkalmazott eljaras sordn a reverz
transzkripcio termékéhez RN - 4z H és DNS - polimeraz enzimet adnak. Az RN - 4z H nick - eket (bevagasokat)
hoz létre az RNS szalon. A DNS - polimeraz a nick - eknél megjelend szabad 3° - OH csoportoktol indulva
emészti az RNS szalat és létrehozza a DNS masik szalat. A létrejovo kétszali DNS - t a vektorba ligalast
megel6z6en még tovabbi kezelésnek kell alavetni. A molekuldk végein az egyik szal esetleges tulnytlasat
egyszall - specifikus DNS - e xonukleaz enzimmel emésztik, vagy DNS - polimeraz enzimmel feltoltik. A DNS
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Konyvtarak

vektorba ligalasdhoz a terméket restrikcidos endonukledzzal kell hasitani. Ehhez el kell latni a DNS molekulak
végeit a megfeleld enzim hasitohelyével, valamint biztositani kell, hogy az enzim csak a végeken hasitson.
Ennek érdekében el6szor metil - transzferaz enzimmel kezelik a DNS - t, ami az alkalmazandé restrikcios
endonukleaz hasitohelyeit metildlja, ezaltal megovja azokat a késébbi hasitastol. Ezt kovetéen a DNS molekulak
végeire to mpa vég ligalassal linkereket illesztenck, amelyek tartalmazzak a restrikcidés endonukleaz metilalatlan
hasitohelyet . A valasztott vektort és a cDNS - t restrikcios enzimmel kezelik, majd az inszerteket a vektorba
ligaljak. A vektor onmagaval vald zarodasanak megakadalyozasara alkalmazhatd a vektor foszfataz enzimmel
valo kezelése. A cDNS konyvtarkészités sémajata 8 . 7 . abra n mutatjuk be

i Y
1. cDHS 52&1‘_ — e— e m— = m— = (T} TCAGCTER Y primer/adapter

RHS Ly s
. (A) s nm‘a‘w&!j kL PDliA farok
5' sapka l “

1. cDNS sz&l (T) ,CAGCTGAGG 5'

l termindlis transzferdz, 4CTP

3' CCCCCCCCCOCC (T) CAGCTGAGG 5°

3" GEAGTCEACGGEEGGEGEEGEE 3 l Elenow, dNTP

' GGAETCGACCGEEEEEEEESE (&) BTCGROTCC 3
' o CCCCCCCCCCC (T AGG 57
Sall Sall
l Sall
S TCGACG,, AG Y
3G, T.CAGCT &

I—I- klénozas SaII hasitott wvektorba

77
XMLmind XSL-FO Converter



32. fejezet - Ellenorzo kérdések:

1. Milyen aktivitdsa van a Klenow polimeraznak?

2. Mi a neve az RNS f0ggé DNS polimeraznak?

3. Mik a nukleinsav kindzok alkalmazasi lehetdségei?
4. Mi a foszfatazok alkalmazasi lehet6ségei?

5. Milyen végeket kapcsol 6ssze a T4 DNS ligaz?
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VIIIl. rész - Nukleinsavak kémiai
szintézise, szintetikus
oligonukleotidok, gének

A gének szintézise napjainkban hihetetlen lendiiletet vett. Legfobb hajtoereje a heterolog fehérjeexpresszio irant
megnovekedett kutatdsi és ipari érdeklodés. A gének szintézisét szinte mindig meg kell eléznie a gének
izolalasanak, hisz altaldban mar egy ismert génjt kivanunk Gjraszintetizalni. Miért van erre sziikség? A heterolog
fehérjeexpresszid azt jelenti, hogy annak a génnek a szdrmazasi helye,mely termékét el kivanjuk allitani,
kiilonbdzik a termeld organizmustol. Masrészt nagyjabol 3x annyi aminosavat kodoldé kodon van, mint ahany
természetes aminosav, igy egy aminosavat atlagosan 3 kodon kddol (valojaban a kodonok szama 1-6 kozott
valtozik). Ezeket a kodonokat az éldlények kiilonboz6 mértékben preferaljak. Molekularis szinten ez azt jelenti,
hogy a kiilonbdzé kodonokhoz kiilonb6z6 mennyiségli tRNS tartozik. Azon kodonok esetén, ahol a tRNS
koncentracié megfeleld, ott a riboszéma normalisan halad, mig azon kodonok esetén, amelyekhez tartozd tRNS-
k mennyisége nem elegendd, a transzlaciéo megakad, végsé soron terminalodik. A géneknek és ¢161ényeknek van
un. kodon felhasznalasi tablazatuk, melyben megadja, hogy egy adott organizmus milyen gyakorisaggal
hasznalja az adott kodont. Ebben az ¢éldlények meglehetésen diverzek, azaz a kodon preferenciajuk jelentdsen
kiilonbozhet. Ha a heterolég fehérjetermeltetés sordn a gén és a termeld organizmus kodon felhasznalasi
mintazata jelentdsen eltér az egyik leggyakrabban alkalmazott megoldas az, hogy tUjraszintetizaljak a gént.
Alapesetben a gén szekvencidja jelentdsen valtozik, viszont a fehérjeterméké nem. A tervezés soran két alapvetd
szempontot vesznek figyelembe. Egyrészt a termelé organizmus kodon felhasznalasi tablazatat, masrészt a
génrdl szarmaztatott mRNS struktirajat. Utobbi esetén torekedni kell arra, hogy a mRNS-n beliil ne alakuljanak
ki Gin. terminator strukturak.

A gének alsdé mérethatarat 300 bazisban szokas meghatarozni. Természetesen vannak ennél kisebb gének is, de
nem ezek a dominansak. Kémiai szintézissel ilyen hosszusagt DNS-t nem lehet megszintetizalni, ezért a
géneket kisebb egységekbdl, oligonukleotidokbol szintetizaljak meg.




33. fejezet - Oligonukleotidok
szintézise

A kezdeti probalkozasok mind oldatfazisban zajlottak le, s ez azzal jart, hogy gyakorlatilag minden 1épés utan ki
kellett tisztitani a terméket, ami egyrészt nagyon faradtsdgos volt, masrészt anyagveszteséggel jart.

Nem sokkal azutan, hogy Merrifield kifejlesztette a szilard fazisu peptidszintézist, a nukleinsavak teriiletén is
megjelent a szilard hordoz6 hasznalata. Altalaban polisztirol kopolimer és kontrollalt porusu iiveggydngydt
(CPG) alkalmaznak.

A szilard fazish szintézis kiinduldsi anyaga a hordozohoz - egy lancon keresztiil - kapcsolt nukleozid, és ez 1ép
kapcsolasi reakcioba. A kotésnek olyannak kell lenni, hogy a szintetikus termék a reakcid végén egy 1épésben
visszanyerhetd legyen. Egy ilyen hordoz6 sematikus képét mutatja a abra.

Szildrd fdzisd szintézis: DNA Synthesis [ ]
hordozd: controlled pore glass (CPG), vagy polisztirol Columns
T o
Mind DNS mind RNS szintetizdalhatd | ] [ | H Pelrstyrens J
mind a két mddszerrel {' M
eR=R=R=,
AGCT
7 c“‘ ) % “"-J sl suppan 2t their § end
.2: ‘\\: ey «J‘u_,-c‘-f’ H--WN"‘“—”““‘"’I? ,,.o" DMT
o : -t o N DMT
. Ryt |7

QMg

Butge W‘l\ m x_,- \,ivfw,l._@.

vaﬂlh"f

1. DMT

Qrlg

A szilard hordozon vald szintézis elonyeit nem lehet kelloképpen hangstilyozni. Azon kiviil, hogy a reagensek
és a termékek rendkiviil gyors szétvalasztasaval rengeteg tisztitasi 1épés valik sziikségtelenné, a kiilonb6zo
kémiak kifejlesztése mellett ez tette lehetové a szintézis autamatizalasat (1d. késobb).

Az automata oligonukleotid szintézis alatt a nukleotidokon altalaban harom helyen szerepel védocsoport,
amelyek koziil kettd a kapcsolds soran valtozatlan marad (a foszforon, és a bazisokon), egy pedig ideiglenes
véddcsoportként mukoddik (dimetoxitritil a cukorgyuru 5'-OH csoportjan).

A foszforatomon 1évo védocsoportokkal az el6zoekben részletesen foglalkoztunk (a H-foszfonat kémia esetén
ilyen nincs is), s csak annyit tennénk még hozza, hogy a kovetelmény ezek irant az, hogy a kapcsolas soran a
reakciot elosegitsék, de ne vegyenek részt benne, a szintézis egyéb 1épéseinél pedig inert modon viselkedjenek.
Az amidit kémia esetén a B-cianoetil csoport ilyen, s 1évén észter, a reakciok savas-semleges koriilményei kozott
stabil, viszont a szintézis végén lugos kezeléssel egy 1épésben eltavolithato a foszfatgerincrol.

A nukleozid bazisok véddcsoportjai

A kapcsolas soran a nukleozid bazisokon taladlhat6é funkcids csoportok (amino, hidroxil) altaldban véddcsoport
nelkiil elreagalnanak, nem kivanatos melléktermékek képzodnének, ezért a reakciokba csak olyan nukleotid
vihetd be, amely megfeleldé véddcsoportot hordoz, amit a szintézis befejeztével konnyen, és szelektiven el lehet
tavolitani. Mivel napjainkra, az alkalmazott kémiai eljarasok igen nagy hanyadanal ugyanazokat az anyagokat
hasznaljak, ezért nem foglalkozunk részletesen a torténeti hattérrel (részletes attekintést 1d. [4, 121, 122]). Ezek
a kovetkezoek: a., timin: ez a legegyszerubb, mert a ma altalanosan alkalmazott koriilmények kdzott nem kell
védeni. b., citozin: a 4-es szénatomon 1évo aminocsoportnak van nemkivanatos reakciokészsége, ezt altaldban
benzoilcsoporttal blokkoljék. c., adenin: a 6-os szénatomon 1év0 aminocsoportot sziikséges védeni, de a
védocsoport megvalasztasanal figyelembe kell venni, hogy a puringyuruk savas kezelés hatasara (a dimetoxi-
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Oligonukleotidok szintézise

tritil csoport eltdvolitdsa soran) hajlamosak levalni a cukorroél (depurinélés), s ezt a folyamatot az aminocsoport
elreagaltatdsa altalaban erdsiti. Alkalmasan megvalasztott savas kezeléssel, és megfeleld védocsoporttal ezt
vissza lehet szoritani. Ez az adenin esetén is a benzoil csoport. d., guanin: a 2-es pozicidban 1évd amino és a 6-
os szénatomon 1évd oxigén egyarant reaktiv, de az aminocsoport izobutiril csoporttal torténd acilalasa mindkét
csoport reaktivitasat visszaszoritja. A depurinifikacio jelenségével itt is szamolni kellett.

A fenti felsorolasbol kideriil, hogy a jelenleg altalanosan hasznalt védocsoportok az acilcsoportok, amelyek
savasan stabilak, viszont alkalikus kezeléssel elhasadnak. Mivel a foszfaton 1évo B-cianoetil is eltavolithatod
luggal, valamint az elsé nukleozid is észterkotéssel kapcsolodik a hordozohoz, ezért a szintézis végén egyetlen
cc. NH40H-os kezeléssel mind a harom feladat megoldhato, s az oligonukleotid biologiailag aktiv formajaban
lesz jelen, mar csak meg kell tisztitani.

o OCH4 H
OCH; HNJ—Q )\©

] TH ‘ ﬁ.

O I

o ’L““

Hico~_H—-o. . T HyCO Q@ o)

0
_P.
N/ 071_( = X

MN-4-benzoyl-deoxycytidine

N-6-benzoyl-deoxyadenosine ohosphoramidite

phosphoramidite

OCHS

o A L

H,CO @O <J|\J;\JS’ H4CO O ~A.
5 5 <)
L .

S N

deoxythymidine

M-2-isobutryl deoxyguanosine
4 ¥g phophoramidite

phosphoramidite
Primer 5'-OH csoport védése

Az oligonukleotid szintézis hoskoraban még mindkét iranyu szintézis eldfordult (1d. fent), de a szilard hordozd
megjelenése ota a szintéziseket gyakorlatilag mindig 3'-5' irdnyban hajtjdk végre. Ennek az oka a szerves
kémiabol ismert: az 5'-OH (primer hidroxil) csoportok igen jo szelektivitassal reagalnak a nagy térkit6ltésu
trifenilmetil (tritil, Tr) csoporttal, s igy ez a hidroxil védetté valik. Ezt nem lehetne ilyen kdnnyen megtenni a
szekunder 3'-OH-val. Bar korunkban a szintetikus oligonukleotid kémiaban gyakorlatilag mindenhol a Tr egy
tovabbfejlesztett valtozatat, a dimetoxitritil (DMTr) csoportot hasznaljak az 5'-OH védésére, korabban torténtek

mas irdnyt probalkozasok, amelyeknek ma mér kiilondsebb gyakorlati jelentdsége nincs. (Osszefoglalasuk: [4,
121, 122]).

A dimetoxitritil lagosan stabil, enyhe savas kezelésre (pl. 2-4% diklorecetsav/diklormetan) lehasad, ami
lehetové teszi a tobbi funkcios csoporttdl vald fiiggetlen kezelését, ez pedig a szintézis ciklusba szervezésénél
oriasi jelentoségu. Masik nagy elonye, hogy savas oldata narancssarga szinu, spektrofotometriasan mérhetd
498nm-en, s ezaltal az egyes kapcsolasok hatasfoka ebbol az értékbol szamithato.
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1. Foszforamidit modszer

1981-ben Beaucage ¢s Caruthers egy olyan Uj nukleozid foszfit szintézisét kozolte le, amely ma is a
legelterjedtebb DNS szintetizalasi eljaras alapjat képezi. Sinha és mtsai javasoltak azt az amidit tipust, amivel
ma a legtobb DNS szintetizator dolgozik. Ez a B-cianoetil-N,N-diizopropil-foszforamidit ( dbra). Mindamellett
torténtek még probalkozasok N,N-dialkil-morfolino szarmazékkal (ezt helyenként ma is hasznaljak), és egyéb
NR1R2 csoportokkal, ahol R1 és R2 kiilonb6z6 alkil és allil csoportokat jelent.
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A foszforamidit kémian alapuld szintézis menete. i. a DMT (dimetoxitritil) csoport eltavolitasa, ii. a nukleotidok
kapcsolasa, iii. a foszfor oxidacioja, iv. az el nem reagalt csoportok acetilezése, "CAP"-pelés. R: pl.B-cianoetil
csoport. A reakcid hatékonysaganak novelésére 1H-tetrazolt haszalnak.

2. H-foszfonat kémia

Az amidit kémiat széles korben alkalmazzak ugyan, de a tovabbi kutatdsok j moddszer megjelenését
eredményezték. Ez az Gn. H-foszfonat kémia, amelyet parhuzamosan, egymastdl fliggetleniil fedezett fel két
kutatocsoport: Garegg és mtsai, valamint Froehler és Matteucci. Erdekes megjegyezni, hogy az elso H-
foszfonatot, egy diribonukleotid vegyiiletet, Hall, Todd és Webb szintetizalta 1957-ben, s a médszer gyakorlati
¢letbe valo atiiltetéséhez csaknem 30 évet kellett varni. A reakcid sémaja a x. abran lathatdé egy
oligoribonukleotid péld4jan. A H-foszfonat kémia esetén egész mas jellegii aktivatorokat hasznalnak, a
pivaloilklorid (trimetil-acetilklorid) aktivatorként valé hasznalataval 107 bazis hosszusagu oligonukleotidot
tudtak szintetizalni. A H-foszfonat kémianak a méltan népszeru amidit modszerrel szemben elviekben az elonye
az, hogy gyorsabb, a reagensek konnyen, egy 1épésben elkészithetok (a megfeleloen védett nukleozidot van
Boom reagenssel, szalicilklorofoszfittal, elreagaltatva kozvetleniil a H-foszfonat szarmazékot kapjuk), nem
sziikséges a 1épések kozott a foszforatomokat oxidalni, keppelni (1d. késobb), és olcsobb is.

Altalaban a DNS szintetizatorokat manapsag gy gyartjak, hogy képesek legyenek mind a két fajta (az amidit és
a H-foszfonat) kémia alapjan dolgozni.
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5. dbra. A H-foszfonat modszer egy kapcsolasi 1épése oligoribonukleotidok esetén. DMT: dimetoxitritil, Si: t-
butil-dimetil-szilil csoport. PV-CI: pivaloil-klorid.

A korabban emlitett blokkmddszernél, ahol t6bb nukleotidbdl allo alegységeket kapcsoltak Ossze, a szintézis
stratégiatol fiiggdoen mindkét irdnyban haladt. Ezzel szemben, ha az els6 nukleozid rogzitve van, a szintézis
egyiranyuva valik. Ez tette lehetdvé, és sziikségessé az un. keppelés bevezetését. "Cap"-pelés A "cap"-pelés
funkcidja az, hogy a kapcsoldsi reakcidé soran el nem reagalt (mivel a reakciok nem 100%-osak) aktiv
csoportokat kvantitativan blokkoljak a kovetkezd kapcsolas elott. Ez altaldban ecetsavanhidriddel vald
katalitikus acilezést jelent.

A DNS szintézis automatizalasa

A szintetikus DNS kapcsolasi technika fejlodése, a szilard hordozd megjelenése, a szintézis 1épéseinek ciklusba
szervezhetdsége, valamint a megfeleld védocsoportok elkiiloniilt kezelhetosége lehetové tette a DNS szintézis
automatizalasat. Az elsé gépeket foszfitkémiara tervezték [3], de azota mar gyakorlatilag csak amidit illetve H-
foszfonat kémian alapul6 szintetizatorok vannak a piacon.
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Oligoribonukleotidok szintézise

Roviden megemlékeziink arrol is, hogy lehetséges szintetikusan el6allitani oligoribonukleotidokat is, de ebben
az esetben a 2' OH csoportot is meg kell védeni, s a reagald nukleotidra a szokasos szintézis koriillmények kozott
inert védocsoportot kell felkdtni (pl. benzoil, tetrahidropiranoil stb.) (Osszefoglald attekintést ad pl. [122]). Egy
ilyen példat a H-foszfonat modszer ismertetésekor mutattunk (5. abra). Mindazonaltal ennek a targyalasaba nem
megyiink bele, mert nem tartozik a targyhoz, és nem is szintetizaltunk riboszdrmazékot. Azt azért el lehet
mondani, hogy a poliribonukleotid szintézisnek sokkal kisebb az irodalma, s altalaban komplikaltabb a kémidja,

ezért nem olyan elterjedt, mint a deoxi valtozaté.

3. Oligonukleotidok felhasznalasi teruletei

3.1. Primerek, linkerek, adapterek

3.2. Oligonukleotidok hasznalata a génexpresszié

szabalyozasaban

sejtmag
’

oligonukleotid
Célmolekula: fehérje mMRNS DNS
oligonukleotid aleolvasassal aleolvasassal
iranya kettosszalu ellentétes megegyezo
Q B> THW, /TN

szabalyozas

RNS DNS
koécsonhatas fehérje-DNS RNS-DNS hibrid/
RNazH
Gatlas transzkripcios transzlacio

duplex triplex

Hoogsteen féle
tnplex

transzkripcio

3.3. Génszintézis stratégiak
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34. fejezet - Ellenorzo kérdések:

1. Mi a vektor fogalma?

2. Mik a plazmidok?

3. Milyen tartomanyban mozog a plazmidok sejtenkénti kopiaszama?

4. Plazmidok esetén, mik az imkompatibilitasi csoportok, ennek mi a jelentdsége?

5. Mik az ingazd, shuttle plazmidok?
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IX. rész - Genomika

Napjaink kisérletes biologidja, az €10 rendszerek molekuldris mikodésének megismerése és alkalmazasa oriasi
valtozason megy at. Ennek legfontosabb mozgatdereje a genomikai megkozelités bevezetése. A genomika
genom léptéki biologiat jelent, vagyis azt, hogy a vizsgalatok kiterjedhetnek akar az adott ¢l6lény (példaul az
ember) Osszes génjének DNS-szintd, illetve expressziés (mRNS és/vagy fehérje) analizisére. A teljes genom
DNS-szinti megkozelitését szerkezeti, az expresszios vizsgalatokat pedig funkcionalis genomikanak nevezziik.

A genomika abban segit benniinket, hogy a gének funkcidit megértsik, ami a modern molekularis
sejtbiologiaban és a bioldgia szinte minden agazataban korszakvaltast hoz, gyakorlati szempontbdl pedig a
biomedicinaban és a mezdgazdasagban idéz eld rendkiviili valtozasokat. Hangsulyozni kell, hogy mai nézeteink,
a gyakorlati felhasznalas hatokore és a kivitelezés logisztikaja feltehetden gyorsan modosulni fognak.

A genomika alkalmazasat harom, tudomanytorténeti értelemben egyenként is jelentds teriilet egyazon iddben
sziiletett eredményei tették lehetdové. Az elsd 16kést a genomprogramok adtdk. Mint tudott, 2001 elsd
hoénapjaiban mar a baktériumok, az élesztd, a szolomuslica, a fonalféreg és a novények mellett az emberi
genom, legujabban pedig az egér 1ényegében teljes genomialis géntérképe elkésziilt, a vilaghald adatbazisaibol
lehivhatd és elemezhetd. Bar a gének annotacidja (azonositasa) még sok iddt vesz igénybe, ez a lexikalis
tudasanyag uj genetikai informacios mindség. Rendelkeziink ma mar Osszehasonlitod, illetve funkcionalis
szempontbol csoportositott adatbazisokkal is. A legtobb genomialis adat minden megkotottség nélkiil
hozzaférhetd, a szabadalom ala esd gének ,.clzartsaga” is (legalabbis emberben) iddleges. A masodik teriilet,
amely lendiilletet adott a genomika alkalmazasanak, a ,microarray” (,,csip”) modszer, aminek specialis
jellegzetességei nagysagrendekkel emelik az egyidejlileg vizsgalhatd gének szamat, s ami szerkezeti
(nukleotidsorrend) és funkcionalis (génkifejezddés-mRNS) informaciok tomegét képes nyljtani. A harmadik
tudomanyteriilet a bioinformatika. Ez az uj biostatisztikai/biomatematikai megkdzelités korrelacios ¢és
halmazelméleti eljarasokkal elemzi a genomialis/expresszids adatbankok és a géncsiptechnika altal szolgaltatott
adathalmazt, és biologiai kovetkeztetésekre alkalmas elemzést nyujt.

Bar a genomika tudomanya mar tobb évtizedes multra tekint vissza, tulajdonképpen csak az elmult két
évtizedben valt még az €16 természettudomanyokkal foglalkozok kozott is igazan ismertté. Annak ellenére
azonban, hogy jelenleg is a leggyorsabban fejlodé tudomanyagak kozé tartozik, a hétkéznapi emberek tulnyomod
tobbsége, s6t példaul arégebben végzett orvosok, gyogyszerészek szamara is gyakorlatilag ismeretlen fogalmat
takar. El6szor is: Mi az a genom? A genom: Egy diploid sejt teljes haploid DNS tartalma, plusz a mitokondrialis
DNS. Mivel a férfiak és a ndk genomja kiilonbozik abban, hogy a férfiaknak kétféle nemi kromoszémajuk van
(X és Y), a genom meghatarozasnal ezt is figyelembe kell venni. A kovetkez6 fontos kérdés, hogy mivel
foglalkozik a genomika? Igazabdl erre tobbféle definiciot is lehet adni, ezek koziil talan a legegyszeriibb: A
genom mitkddésének, szerkezetének, kolcsonhatasainak vizsgalata €s az ezekhez tartozé modszerek. A DNS
vizsgalatan tGl azonban ide tartoznak az RNS-ek vizsgalatai (transzkriptomika), a fehérjék vizsgalatai
(proteomika), bioinformatika, rendszerbioldgia is. Egyes meghatarozasokban a genomikat a molekularis
rendszerbioldgia szinonimajanak is definialjak, amelyben a genomszintii szervezédések alapjan ismerjilk meg a
vilagot. Valdjaban a genomika inkabb a rendszerbioldgia részének tekinthetd. A genomika vizsgalatanak targya
alapjan  kiilonb6z6 alcsoportokra  oszthatd. Lehet példaul: strukturalis genomika; komparativ
genomika;funkcionalis genomika; human genomika; farmakogenomika; orvosi genomika, stb. Ebben a
konyvben foleg az utols6 harommal foglalkozom. Van még egy fontos kérdés, ami sokak szamara problémat
jelent. Mi a kiilonbség a genetika és a genomika kozott? Igazabol nem huzhato éles hatarvonal a két
tudomanyag ko6zé, mindenesetre altalanossagban elmondhat6, hogy ha egy gént, vagy genetikai variaciot
vizsgalunk, akkor genetikarol szoktunk beszélni, ha tobb gént, vagy az egész genomot mint rendszert vizsgaljuk
akkor genomikardl beszéliink. Ebbdl kovetkezik, hogy a genomika, mivel a rendszerbiologia témakdrbe
tartozik, altalaban joval Osszetettebb modszereket igényel. Azonban, még a tudomédnyos széhasznalatban is, a
két sz6 hasznalata erds atfedést mutat.
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35. fejezet - Genom Projektek, Human
genom projekt

A genomika tudomany ugrasszeri fejlédését a Human Genom Projektnek (HGP) kdszonhette. A kdvetkezékben
a teljesség igénye nélkiil réviden ismertetem a HGP torténetét, célkitiizéseit és néhany eredményét (1). Erdekes
moddon a HGP az amerikai Energiaitigyi Minisztérium (Department of Energy, DOE) kezdeményezésére indult
el. Ennek a minisztériumnak az elddjei voltak ugyanis az atombomba kifejlesztésének iranyitdi. Miutan
Japanban az amerikaiak ledobtak a két atombombat, az amerikai kongresszus azzal bizta meg a DOE elddjét,
hogy tanulmanyozza a genomot, hiszen a nukledris sugarzas hosszl tava karosité hatasdnak az oka a genom
sériilése. Mivel a genomot gy lehet legjobban tanulmanyozni, ha megismerjiik annak felépitését, 1986-ban a
DOE az NIH-el (National Institute of Health) 6sszefogva elhatarozta a HGP elinditasat. A szervezémunka 4
évig tartott, és 1990. oktober 1-én hivatalosan is elindult a HGP.

A projektre 15 évet és 3 milliard dollart szantak. A projekt f6 céljai a kdvetkezok voltak: Azonositani a kb.
100.000 gént a huméan genomban; Meghatdrozni a human genomot felépité 3 milliard bazist; Nyilvanos
adatbazisokban tarolni az informaciokat, és szoftvereket fejleszteni az elemzéshez; Bevonni a maganszektort;
Etikai, torvényi és tarsadalmi problémakat tisztdzni; Modell szervezetek megszekvenalasa (pl. egér, csimpanz,
haziallatok; novények, mikroorganizmusok, patogének stb.). Ez utdbbival valaszt kaphatunk olyan kérdésekre
mint pl: Miért ember az ember (csimpanz vs. ember)? Melyek az élethez nélkiilozhetetlen gének (konzervalt
gének, amelyek minden él6lényben megtalalhatok)? Patogének, haziallatok, novények megszekvenalasa. A
HGP nem ment teljesen zokkendmentesen. 1998-ban, a projekt tervezett idejének a felénél, még csak az emberi
genom 5%-a volt ismert, és reménytelennek latszott a projekt sikeres teljesitése. Craig Venter a projekt egyik
vezetd alakja egy Gj mddszer bevezetését javasolta. Ez az un. ,,shotgun sequencing” lényege az volt, hogy a
genomot rovid darabokra felszabdaltak, ezeket a darabokat megszekvenaltak, majd az atfedo szekvencidk
segitségével Osszeillesztették dket. A mddszer bizonyitottan miikodott kisebb (bakterialis) genomoknal, azonban
a HGP vezet6i tigy gondoltak, hogy a nagysagrendekkel nagyobb emberi genomnal ez a modszer nem fog
miikddni. Venter ezért kilépett a HGP-bdl és sajat céget (Celera) alapitott, és magantdke bevonasaval be akarta
bizonyitani, hogy jol miikddik a modszere. Ez a kivalas katalizatorként hatott az eseményekre. A gyorsulashoz
persze az is hozzajarult, hogy a 8 év alatt rengeteg olyan fejlesztés tortént, amelyek hatasa ekkora érett meg. A
szekvenalast a Sanger altal kifejlesztett didedoxi mddszerrel végezték, amelynek egyik hatranya az volt, hogy a
DNS-t felépité négy nukleotid sorrendjét 4 kiilon zajlo reakcio segitségével allapitottak meg, melyek termékeit
egymas mellett 4 kiilon csikban kellett elektroforézis segitségével futtatni. Ezzel kapcsolatban kifejlesztették,
hogyha 4 féle fluorescens festékkel jelolik meg a 4 terméket, azok egyszerre, egyetlen kapillaris elfo
segitségével is futtathatok. Raadasul, pl. az Applied Biosystem olyan szekvenald automatat is kifejlesztett,
amely egyszerre 96 kapillarissal tudott dolgozni és minddssze napi 15 perc beavatkozast igényelt. De
kifejlesztették példaul a bakterialis mesterséges kromoszoma vektort, amelyekbe a korabbiaknal 1ényegesen
nagyobb (100-200 kilobazis) genom darabot lehetett klonozni. Az egyéb jelentds fejlesztések mellett
kiemelkedik a szamitastechnika fejlodése. A human genomot felépité tobb mint 3 milliard ,betli” tarolasa,
kezelése, annotalasa a 90-es évek elején még méregdraga szuperkomputereket igényelt, manapsag mar
barmelyik személyi szamitégép is konnyedén megbirkozik a feladattal. Ezzel kapcsolatban rengeteg 1j
bioinformatikai moédszer keriilt kifejlesztésre és szamos nyilvanos, felhasznalobarat, on-line adatbazist
alakitottak ki. Mindezek hatasara 1999-t61 15 honap alatt 10%-r61 94%-ra nétt a megismert human szekvencia
aranya. A szekvenalasokat nagy, gyarszerl épiiletekben végezték. A szekvenalas sebességére jellemzd, hogy
1999-ben a HGP havonta 7 millié mintat dolgozott fel, és masodpercenként 1000 nukleotidot szekvenalt meg. A
Celera teljesitménye még lenyligoz6bb. A minddssze 65 f0s személyzetbdl allo szervezet 1999 szeptember 8-a
€s 2000 junius 17-e kozott 14.9 milliard bazist szekvenalt meg, ami a teljes human genom kozel 5-szords
lefedését tette lehetdvé. A Celera és a HGP végiil egymassal megegyezve, egyszerre, 2001 februarjaban,
ugyanazon a héten kozolték eredményeiket a vilag két vezeté tudomanyos lapjaban a Nature-ben és a Science-
ben (2,3). A kdzolt eredmények még csak a human genom Un. ,,draft” szekvenciajat tartalmaztak, azaz szamos
lyuk (gap) volt még benne, illetve sok szekvenalasi hibat tartalmazott. Ebben egy szekvencia 4-5-szords
lefedéssel volt megszekvenalva. A HGP hivatalosan 2003 aprilisaban zarult, amikorra elkésziilt a lyuk nélkiili,
magas mindségii, 8-9-szeres lefedettségli human genom szekvenciaja (4). A DNS szekvenalas fejlodése a HGP
befejezése ota is toretlen. A human genom szekvenciajat a HGP-ben Sanger modszerével a didedoxi
szevenalassal hataroztdk meg. A HGP 0Osszkoltsége 3 milliard $ volt, Craig Venter genomjanak
megszekvenalasa 0sszesen 70 millidé $-ba keriilt. 2001-ben egy human genom megszekvenalasa minimum egy
évbe tellett. Nyilvanvald ekkora koltség és ennyi id0 nem alkalmas arra, hogy a genom szekvendlas a
mindennapi rutinna valjon, de még arra sem, hogy sok ember genomjat megismerjiik, 6sszehasonlitsuk. Az is
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lassan vildgossa valt, hogy ennek a modszernek a tovabbfejlesztésével nem lehet jelentdsen csokkenteni a
koltségeket, illetve az id6t. Azonban a szakértok szamara nyilvanvald volt, hogy ha olcséva és gyorssa lehetne
tenni a szekvendlast, az Oriasi elérelépést jelentene példaul a gydgyszerkutatasban, vagy a személyre szabott
gyoOgyaszatban, de a felhasznalasi lehetdségek szama szintén végtelen. Hogy a fejlesztéseket eldsegitsék,
létrehoztak az Archon X dijat a genomikaért (1. abra) (5). Ezt a dijat, 10 milli6 $-ral egyiitt az a cég kapja,
amelyik képes 100 emberi genomot, maximum 10 nap alatt, maximum 1 hibaval 100 ezer bazisonként, é&s nem
tobbért, mint 10 ezer $/genom koltségért megszekvenalni. Ez a felhivas 2006-ban sokak szamara még kicsit
utopisztikus vagyalomnak tlint, azonban hamarosan kideriilt, hogy a célt valosziniileg hamarabb fogjak elérni,
mint ahogy azt sejtették. Abban mindenki egyetértett, hogy nem is a kitiizott 10 millié $ az igazi tét, hiszen, ha
egy cég jelentds piaci elébnyhdz jut ezen a piacon, az ennél nagysagrendekkel nagyobb hasznot fog elérni.
Mindenesetre szamos cég, illetve szervezet egymassal parhuzamosan olyan radikalisan 1j fejlesztéseket,
ujitasokba fogott, hogy rovidesen tobben is a cél kozelébe keriiltek. A didedoxi szekvendlds helyett olyan
modszereket fejlesztettek ki, mint pl. a szekvenalds ligalassal (Solid technologia, Applied Biosystem), a
piroszekvenalas (454 technoldgia, Roche), vagy a szekvendlads reverzibilis termindtorral (Solexa technoldgia,
Illumina). A modszerek annyira sikeresek voltak, hogy a szekvenaldst 2007-ben megvalasztottak az év
modszerének (6). Az i mddszerek koziil el6észor 2007-ben a 454 technologiaval James Watson genomjat
szekvenaltak meg 2 honap alatt 1 millio $-ért, ami még ugyan messze volt a kitlizott céltol, de maris Oridsi
elérelépést jelentett a korabbiakhoz képest. S6t az Osszes cég folyamatos fejlesztésben van, és egyre lejjebb
szoritjak mind az id6t, mind a koltségeket. Példaul az Applied Biosystem 2008-ban 60 ezer $-ért szekvenalt meg
egy genomot. 2011-ben az Illumina HiSeq 2000 rendszerével 30x-os lefedettséggel két emberi genom
megszekvenalasa 8 nap alatt torténik, 6 ezer $ dollar/genom koltséggel. A Complete Genomics nevii cég egy
cikkében 40x-es lefedettséggel mar 1.500 $-rol irt. De a verseny tovabb folyik, 0 technikakkal, vagy a régiek
tokéletesitésével szinte havonta jelennek meg Gjabb hirek a szekvenalds aranak csokkenésérdl és sebességének
novekedésérdl (2. abra). A szekvenalds fejlodését kihasznalva olyan projektek indultak, mint pl. az 1000 genom
projekt, amely kiilonb6z6 etnikumil populacidokhoz tartozd, dsszesen 2500 ember megszekvenalasat tervezi. A
projekt 2008-ban indult és elsé eredményeit mar 2010 oktoberében kozolték (7,8). De ilyen projektek példaul a
Genome 10k projekt, amely 10 ezer gerinces faj megszekvenalasat tervezi (http://genomelOk.soe.ucsc.edu/),
vagy a 2011. marciusaban indult iS5k projekt, amely 5000 rovar megszekvenalasat tlzte ki célul
http://www.arthropodgenomes.org/wiki/i5K).
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36. fejezet - A genomika
hagyomanyos modszerei

Elokésziiletek a genom-szekvenalashoz:

A genom 0Osszerakasahoz fontos informaciokkal szolgalt a genom genetikai és fizikai térképe. A genetikai
térképezésnél korlatot jelent, hogy hidnyosak az ismereteink a kiilonbozé génekrdl és markerekrdl illetve ezek

s

biologiai funkcidjarol . A fizikai térképezésnek lényegében nincsenek ilyen korlatai, mert a vizsgalt
szekvenciaelemek sorrendjét hatarozza meg figgetleniil attol, hogy annak van-e biologiai funkcidja, fenotipikus
vonatkozasa.

Fizikai térképezés

Ennél a szekvenalasi stratégianal az els6 1épésként fizikai térképet készitenek az é161ény genetikai allomanyarol.

1.

crer

leggyakrabban restrikcios endonukleazokkal valo emésztéssel ezen restricios helyek egymashoz valé térbeli
elhelyezkedését allapitjuk meg,

. fluoreszcens in situ hibirdizacio, ismert DNS darabokat fluoreszcensen megjeldliink és mikroszkop alatt

megvizsgaljuk, hogy ez a kromszéma mely részéhez hibridizal. Ez egy viszonylag egy alacsony felbontast
modszer.

. A leghatékonyabbnak tekintett technika az in STS-k térképezése (sequence tag site). Ezek 100-500 bp-o0s

fragmentumok, és ezeknek az STS-eknek az egymashoz wvalé elhelyezkedését vizsgaljuk vagy
hibridizacioval, vagy PCR reakcioval. Annak a valdszintisége, hogy két STS ugyanarra a fragmentre
térképez6djon forditva ardnyos a tavolsagukkal. Ez egy gyors, nagy hatékonysagi és nagy felbontast
modszer.

. Genom-szekvenalasi stratégiak:
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5. Hierarchikus shotgun szekvenalas (klonrol klonra torténd shotgun szekvenalas, direkt modszer)

Ebben egy olyan genomi koOnyvtarat készitenek, amelynél a vektorok 20-300 kilobazisnyi inszerteket
tartalmaznak (abra). A nagy inszertek beépitésénel a legnagyobb problémat az okozhatja, ha valamelyik
géntermék toxikus az E. coli sejtekre. Nyilvan minél nagyobb az inszert, annal nagyobb a valdsziniisége toxikus
terméket kodold gén el6forduldsanak. Kiilondsen gyakori ez az eset, ha Gram-pozitiv baktérium DNS-ét
klénozzak Gram-negativ gazdaba.

A konyvtar készitéséhez leggyakrabban BAC (bacterial artificial chromosome), lambda, cosmid vagy fosmid
vektorokat hasznalnak.

Miutan ez elkésziilt, az egyes klonokban olyan pontokat keresnek, amely alapjan késébb a szekvenciak
Osszeallitasa konnyebb lesz. Ilyen ,,jelz6helyek” lehetnek bizonyos restrikcios enzimek hasitohelyei, vagy mas,
ismert szekvenciaclemek. A konyvtar klonjaibol kivalogatjak azokat, amelyek nem tartalmaznak nagy atfédo
régiokat, ugyanis ezek szekvenalasa folosleges pluszkoltséget jelentene. Az Osszehasonlitast altalaban DNS
fingerprint modszerrel végzik.

A kivalasztott klonokban taldlhatdé inszertet ezutan —altaldban valamilyen fizikai moédszerrel- néhany

kilobazisnyi darabokra torik, darabjait pedig plazmid vektorba szubklonozzdk, és ezeket kétoldalrol
szekvenaljak.

1. Shotgun genom szekvenalas

A teljes genom shotgun modszerrel valo szekvenalasa:

Ennél a modszernél a genomidlis DNS-t mindjart az elsé 1épésben kis méretli darabokra tordelik dssze, majd a
darabokat plazmid vektorba klonozzdk (4bra). Az igy kapott nagy szamu klont mindkét iranybol
megszekvenaljak, majd a darabokat kontigokba és szuperkontigokba illesztik. El6sz6r 1995-ben bizonyitottdk a
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szkeptikus tuddsoknak, hogy ezzel a modszerrel meg lehet alllapitani egy €l6lény teljes bazissorend;jét, ekkor
késziilt el ugyanis a Haemophilus infuenzae nevii baktérium teljes genomszekvenciéja.

A mobdszernél a legfontosabb kdvetelmény, hogy a megszekvenalt DNS hossza olyan nagy legyen, hogy
tobbszordsen (5-100)) lefedje a teljes genomot, mert az dsszeillesztés csak ebben az esetben lehetséges, s6t még
ekkor sem lesz teljes. A szuperkontigok kozott réseket PCR segitségével kiamplifikaljak és ezek alapjan ezek
még nagyobb egységekbe szervezhetdek.

Leginkabb baktériumoknal alkalmazzdk, ezek DNS-e ugyanis kevés ismétlddo szekvenciat tartalmaz, de
eukariotaknal is hasznaljak, igy késziilt el példaul a Drosophila melanogaster genom szekvenciaja is (Adams és
mts., 2000).

A humén genom szekvenciajanak elsé valtozata az International Human Genome Sequencing Consortium
(IHGSC) és a Celera biotechnoldgiai tarsasag munkajanak eredményeként keriilt nyilvanossagra, 2001-ben.

A munka soradn kiilonb6z6é megkozelitéseket alkalmaztak, de mindkét esetben a random, un. shotgun klénozas
modszerét hasznaltak. E modszernél a szekvenalni kivant genomot kisebb méretii, atfedd fragmentekre tordelik
fel, majd ezeket klonozzak. A klonok altal hordozott DNS szakaszok mindkét végén koriilbeliil 500 bazispar
(bp) hoszusagban meghatarozzak a szekvenciat. A genom minden egyes részletét hatszor-tizszer "olvassak el",
hogy a meghatarozas pontossagat noveljék. A DNS szekvencia meghatarozasnal a bazissorrendet szamitogép
regisztralja és illeszti be az addig kész szekvenciaba.

Az THGSC altal hasznalt modszer szerint a human DNS-t 200,000 bp hosszusagu fragmentekre hasitottak és a
24 kromoszomat lefedd fizikai térképet készitettek. Az igy rendezett DNS fragmenteket azutdn egyenként
shotgun modszerrel klonoztak és szekvenaltak.

Ezzel szemben a Celera kutatoi az egész genomot random fragmentekre vagtak, haromféle méretben (2,000,
10,000 és 200,000 bp) és a fragmentek végeinek szekvencidjat hataroztdk meg. Ezek utan csak szamitogép
segitségével allitottak dssze a teljes szekvenciat, mert fizikaitérkép nem segitette a munkat.

A Celera 1998-ban jelentette be, hogy harom éven beliil meg kivanja hatarozni a teljes human genom
szekvenciajat, amit akkor meglehetds szkepticizmussal fogadtak. Végiil is mindkét kutatocsoport eréfeszitéseit
siker koronazta és a munka meghatarozoé részét elobb fejezték be, mint barki remélte volna.

2. Primer séta

Az Eurodpai Bioinformatikai Intézet altal kifejlesztett modszer szerint els6 1épésban 40 - 200 kb-os genomialis
fragmentumokbol konyvtarat készitlink, és ezek klonjait a végiiktdl a kozepiik felé haladva, minden forduloban
uj specifikus primereket hasznalva szisztematikusan megszekvenaljuk. Ennek végeztével a konyvtar klonjait
kontigokba rendezziik, és a koztiik levo rések kitoltését, a bizonytalan régiok korrekcidjat a fentick analogiajara
elvégezzik.

3. Kozmid konyvtarak

Az ires, eredeti allapoti kozmid vektor E. coli sejtekben plazmidként szaporithato, és a plazmidokkal azonos
modszerekkel izolalhat6. A konyvtarkészitési folyamat soran a vektort restrikcidés endonukleazokkal felnyitjak,
majd a keletkezé 5° - végekr6l a foszfat - csoportot eltavolitjak. A vektort ezutdn egy masik enzimmel is
megemésztik. A reakcid soran vektor karok jonnek 1étre, amelyek végeiken cos szekvenciakat tartalmaznak. A
vektor molekulakat méret szerint elvalasztjak a nem megfeleléen hasadt DNS molekulaktol. Ezutan az emésztett
vektort Osszekeverik a klonozasra eldkészitett, azaz a megfeleld enzimmel kezelt és defoszforilalt genomialis
DNS - sel, és ligaljdk a komplementer DNS végeket. . A ligdlas soran a [ - fag vektorokhoz hasonléan
konkatamer DNS molekulak jonnek létre. Ezekhez a hosszi DNS molekulakh oz preformalt [ - fag fej és farok
egységeket €s a becsomagolashoz sziikséges fag fehérjéket tartalmazd sejt kivonatot adnak. Ekkor a hosszu
DNS molekuldk a cos helyeknél elhasadnak és egyesével fag burokba pakolédnak . A megfeleld méretii
inszertet tartalmazd vektorok becsomagolodédsa fertézoképes fag részecskét eredményez. A rekombindns
kozmid vektorokat tartalmazé fagokat, azaz a kozmid konyvtarat izolaljak, majd azokkal baktérium sejteket
fertéznek. A sejtben a vektor koralaku molekuldava zarodik, és plazmidk ént replikdlodik. Sajnos a kozmid
vektorok esetében is fennall annak a veszélye, hogy a nagy inszertek egy része elveszik, amikor a konyvtar
tagjai sejtekben vannak fenntartva. A rendszernek megvan viszont az az eldnye, hogy ez a veszély a fag burokba
csomagolt kdnyvtar esetében nem all fenn.
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Az 0j generacios szekvenaldsok kozé tartoznak azok a mddszerek, amelyek parhuzamosan sok mintat képesek
szekvenalni, azaz nagy atereszt6képességiit (HTP high —throughput ) modszerekrél van sz6 (angolul mas néven
deep sequencing-nek, ,,mély” szekvenalanak és massively paralel sequencing -nek is hivjak az j modszereket).
Az uj-generacios mddszerek mind a lancszintézis, mind a detektalds terén lényegileg térnek el a hagyomanyos
Sanger -féle szekvenalastol. Hasznalatukhoz fejlett robottechnika és igen nagy szamitogép -kapacitas sziikséges.
Hatranyuk, hogy valamivel tobb hibat ejtenek és egy reakcid soran viszonylag révid (néhany 100 bazis) DNS-
darabot szekvenalnak, igaz, hogy parhuzamosan akar 1 milliot is. Az 01j - generacios modszerek bevezetésével
robbanasszerlien megndvekedett a DNS - alapu vizsgalatok hatékonysaga és csokkent a fajlagos koltsége . Egy
Uj - generacids szekvenatorral par hét vagy akar par ora alatt szekvenalni lehet akar az emberi genomot is.
Elsésorban a funkcionalis és a kdrnyezeti genomika (metagenomika), valamint a transzkriptomok vizsgalata
teriiletén alkalmazzak oket. Fontos megj egyezni, hogy ezek a mddszerek nem csak DNS szekvenalasa ra,
hanem mRNS (RNAseq) , kis RNS - ek ( small RNA - S eq ), és az Gin. CHipseq szekvenalasra (ennél a
moddszernél az un. kromatin immunoprecipitacioval eldallitott génexpresszid szabalyozasban résztvevé DNS
régiokat szekvenaljak ujgeneraciés modszerekkel) is alkalmasak, melybol kozvetleniil kovetkeztethetiink egy
sejt, vagy a vizsgaland6 anyag expresszios allapotara, és DNS szabalyozo régioira.

1. 454 technoldgia

A modszerben a szekvenalasi eljaras lényegesen eltér a Sanger szekvenalasi technikatél és egy un
piroszekvenalast alkalmaz. Ennek soran a beépiilt bazist nem a DNS-ben levo jel alapjan, hanem a nukleotidok
beépiilése soran felszabadulod pirofoszfat atalakitasan keresztiil detektaljak. A piroszekvenalast 1996 - ban
dolgoztak ki, és né¢ha ny éve mar teljesen automatizalttd valt. A modszer alapelve teljes mértékben eltér a Sanger
- féle szekvenalastol. A piroszekvenalas a ,,szekvenalas szintézissel™ elvén alapul, vagyis egy egyszalu DNS
templatrol enzimatikusan komplementer szalat szintetizaln ak. Valds idében a DNS - polimeraz aktivitasat
detektaljak egy kemilumineszcens enzim segitségével . Amikor egy nukleotid beépiil a DNS szalba, pirofoszfat
(PPi) keletkezik, és ennek a mennyiségét mérjiikk egy kapcsolt reakcioval, ami végsé soron a luciferaz en zim
felvillan assal jel ez . Egyszerre csak egyféle nukleotidot adnak a rendszerhez, igy biztos, hogy csak egy
nukleotid fog beépiilni ndvekvd szalba. Ha tobb nukleotid épiil be, akkor arra a fényintenzitas ndvekedésébol
lehet kovetkeztetni. Kemilumineszcencia csak a megfeleld, komplementer nukleotid esetében kovetkezik be,
hiszen csak akkor szabadulhat fel a pirofoszfat. A nem komplementer, felhasznalatlan nukleotid, még a
kovetkezd bazis beépiilése elott degradalodik. Alapvetden azt kell detektalni, hogy éppen milyen nukleozid -
trifoszfatot adtak a rendszerhez, és az beépiilt - e az egyszala DNS - lancba vagy sem. Az eljaras egy Un.
emulzios PCR segitségével parhuzamosithatd, aminek a segitségével mar nincs sziikség arra, hogy a
szekvenalandé DNS darabokat klénozzak. A piroszekvenalasnak két tipusa van, a szilardfazist és a folyadék
fazisi eljaras. Az els6 esetben a templatokat szilardfazisu polisztirén gyongyokre rogzitik, mig a masodik
esetben enzimatikusan, apirdz és exonukleaz kezeléssel készitik eld. Rogzitett DN S templat esetében a
vizsgalandd DNS szalat eldszor feldaraboljak, PCR - rel felszaporitjak mikdzben a primerrel biotinaljak. Majd a
szalakat aprocska méretii, sztreptavidint tartalmaz6 miigyanta (polisztirén) gyongyokhoz kotik. Egy gyongyhoz
mindig csak 1 - 1 D NS darabot kapcsolnak. Ezt kovetden a gyongyoket egy olaj/viz emulzidhoz adjak. A
vizeseppek melyek a PCR - hez sziikséges anyagokat tartalmazzak mérete pontosan akkora, hogy mindegyikbe
1 db gyongy férjen el. A gydngydket egy olyan szaloptikabdl készitet t lemezre viszik fel, ami néhany cm 2
ugyan, de kb. masfél milli6 nanomélyedést tartalmaz. Egy ilyen mélyedés kb. 15 pikoliteres térfogatu, és csak
egy gyongy fér bele. Ezekbe centrifugalassal juttatjak be a DNS - t, majd hozzaadjak a reakcidhoz a tobbi sziiks
éges Osszetevot. A vizeseppekben egymastol elvalasztva, kiilon - kiilon zajlanak le a reakciok. Minden
gyongyon 100 - 500 bazis hosszusagii DNS szakasz szaporithato fel. A masfél millié miniatlir csdben egyszerre
zajlanak le a reakciok, és ez altal nagyon gyorsan, nagyszamu nukleotidot lehet szekvenalni. Az egyszala DNS
templatot eldszor egy primerrel hibridizaltatjak, majd DNS - polimeraz , ATP - szulfurilaz , luciferaz , apiraz ,
adenozin - 5’ - foszfoszulfat (APS, mint szubsztrat) és luciferin (szintén szubsztrat) jelenlé tében inkubaljak. A
reakcid elsé 1épése, hogy valamilyen dNTP - t adnak a rendszerhez. Ha az komplementer a templattal, akkor
beépiil a szalba, levalik réla a pirofoszfat, melyet a szulfurildz megkdt és az APS - bol ATP - t allit el6. Az ATP
- bdl luciferin jelenlé tében, a luciferdz oxiluciferint hoz létre, amely egy fényvillandssal jar6 folyamat
(kemilumineszcencia). Fontos megjegyezni, hogy az ATP - nek egy modositott valtozatat, (ATPaS)
alkalmazzak, melyet a DNS - polimeraz igen, de az ATP - szulfuriliz nem tud hasznos itani. Ennek
kdszonhetden a keletkezd ATP biztosan a pirofoszfatbol szarmazik, €és nem a mesterségesen hozzaadott ATP - t
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hasznalja fel a szulfurildz. Minden egyes felvillanast a szaloptika egy kamerahoz vezet, ami detektalja és rogziti
a képet. Ismétlodo baz isok esetében (pl. : TTTTT), 6t darab dATP fog beépiilni a szintéziskor, és 6t luciferint
fog felhasznalni a luciferdz. A kamera képes arra, hogy ezt pontosan érzékelje, hiszen a keletkezett
fénymennyiség aranyos a beépiild bazisok szamaval, tehat 6tszor erés ebb lesz. A be nem épiilt ANTP - ket és
felesleges ATP - t, rogzitett DNS - templat esetében lemossak, szabad templat esetében pedig apiraz enzimmel
lebontjak, még a kovetkezd nukleotid hozzaadasa el6tt, és kezdddhet ujra a ciklus. Egy reakcio kb. 10 mp alatt
meg y végbe, igy egy lapocskan kb. 20 millié nukleotidot lehet meghatarozni. A mddszerhez elengedhetetlen
volt a megfeleld informatikai szoftver(ek) kifejlesztése, ami pontosan értelmezni tudja a kapott jeleket, melyeket
nukleotid sorrendre fordit, majd a rovi d szekvenciak atfedései altal, 6sszerakja a teljes DNS molekula pontos
szekvenciajat. A piroszekvenalas sémajat az 5 . 6 . abra n szemléltetjiik. Amellett, hogy a piroszekvenalas egy
rendkiviil koltséges modszer, tovabbi hatranya, hogy mivel nagyon kis térfogatban zajlanak a reakciok, teljesen
egyedi DNS templatokkal, e gy reakcioban 300 - 500 nukleotidnal hosszabb templat DNS - t nem lehet
alkalmazni, ami joval rovidebb a Sanger - féle lanctermindciés modszernél szintetizalt 4j szalhoz képest (800 -
1200 nt). Azonban a legtjabb technikakkal 5 - 10 6ra leforgasa alatt meghatarozhatéd akar 400 Mbp hosszusagu
szekvencia is egyetlen késziilékkel (egy ilyen futtatds kb. 5 - 7 ezer dollarba keriil). Baktériumok esetében 4 - 5
ora, eukariotak esetében par hét alatt meg lehet szekvenalni egy teljes genomot.

1. Library generation

Genome fragmented by nebulization sstDNA library created with adapters
A/B fragments selected using strep-tavidin-blotin purification

DNA Library Preparation and Titration E emPCR E Sequen' g
45h and 10.5h 8 7.5

8h 7.5h

www.roche-apphiad-science.com
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Emulsion Based Clonal Amplification

A
. S—
B

+ PCR Reagents

-_—
+ Emulsion Oil

Micro-reactors

Adapter carrying Mix DNA Library Create
library DNA & capture beads “Water-in-oil"
(limited dilution) emulsion

L Lt

“Break micro-reactors” Perform émﬁlsigﬁ PCR
Isolate DNA containing beads

« Generation of millions of clonally amplified sequencing templates on each bead
+ No cloning and colony picking

2. Clonal amplification during emPCR

Emulsion-based clonal amplification

DNA Library Preparation and Titration E
45h B h

and 10.5h

www.rocha <applied scence. com
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Depositing DNA Beads into the

PicoTiter™Plate
Load Enzyme
Load beads into Beads
PicoTiter ™Plate
q |—=—==21-1
Centrifuge Step

e e e

DY T S
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G

Sequencing Workflow
Sequencing by Synthesis

Basas (TADG) are Nowed
2Qionibly 2nd o'ways 0 1Mo
xarrm ceder (100 tmus for s
e GS FLX run) across the
PcoTderPion Covon curng o
QUM Ong ren.

A nudectde compfementary o
the serrela e strond gencrales
a fight signal.

«The khl 4pndl & recondod by
the CCD cameam

«Thoe sl sremh 5
proparscayl to the numer ol
nadedtes irconpomnd

454 Sequencing: BaseCalling

_1 Count the photons generated as pixel images for each “flow’
-l Basecall using signal thresholds
I Typical run yields at least 200,000 100bp sequence

15000 -

e e e e e e e e e = 10000

& of raad

4-mer 5600

41 51 81 T1 0 BT ®1 w0% 111 121 131

J-mer

2-mer

|t St e o 0 S A T S 0 o P e T S T . P S s P P e o 1 e T e e . P e S e, P e U g e
1926500204 11 150 S 8010 S 0180 L0 5000 1 CHUGS A0 A0 B10.1 1L 0 S8 A0 0 L0 03 S 100 LA L0 B S8 E0 S 5T A1 LES 0201 100 18 10 BAAE 34 B G AN EL 10 B L5010 L1 11 5

1-mer

1
|

2. SOLID technolégia

A szekvenalas oligonukleotid ligalassal és detektalassal (SOLiD: Sequencing by Oligonucleotid Ligation and
Detection) technika 2006 - ban sziiletett meg. El6nye, hogy nagysagrendekkel alacsonyabb koltségekkel
dolgozik, mint a korabbi modszerek, viszont hatranya, hogy rovid leolvasott szekvencidkat eredményez (ezért
példaul genom projektekhez nem igazan alkalmas). Az eljards ebben az esetben is azzal kezdddik, hogy
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feldaraboljdk a genomot ( 35 - 50 bazis hosszu fragmentumok ra), és egy fragmentum koényvtar at hoznak létre.
Elészor a fragmentumok két végére kiilonb6zd adaptereket (pl. Al és A2) ligadlnak. Masodik 1épésként a
szalakat magneses gyongyokhoz kapcsoljak ugy, hogy az 1um - es gyongyokhoz kapcsolt P1 és P2 primerek
hibridizalnak a komplementer Al és A2 templat végekkel. Minden gydngyhdz csak egyféle DNS d arab
kapcsolodik. Ezt kdvetéen emulzios PCR - rel felszaporitjak a szalakat a gyongyok felszinén, denaturaljak a
templatot és a gyongydket kovalensen szekvenald lemezre kotik. A szekvencia meghatarozas itt ligalassal
torténik olyan oligonukleotidok segitségé vel, melyek oktamerek, vagyis 8 nukleotidbol allnak, és négyféle
fluoroforral jelolik 6ket (abra ).

B~

SOLID - Workflow

1. Prepare fragment or mate-paired library from
starting material (DNA or RNA)

2. Amplify library onto beads using emulsion PCR

3. Randomly deposit bead clones onto slide surface Sl

4. Sequence clones by ligation-based sequencing
LU T

© 2008 Appled Biosysiems

F0LID™ Substrase - base Probes

TiTrer

o
ﬂ_.q L AR L R LR LR LR, -

Y L -
o ikl F1 Adapist Terngial s Serpsncs TETT

[E1 15151

Ldlaan Slda
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1. Prime and Ligate

POH

PRIMER ROUND 1 + “

*

Lsti\-m:.'J 564 Rernar !nl_ﬁ_&T ’
RRARLE

TA

1 Adanter Template Sequence

2. Image
Excite Fluorescence
b
a0
TA
3. Cap Unextended Strands

4. Cleave off Fluor

Clcava.ge Agent *
X o Horry’

IO,
| AT
, P
VULRLERRL 9
TA
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5. Repeat steps 1-4 to Extend Sequence

Ligation cycle ) 2 3 4 5 6 7 .. {n eycles)

6. Primer Reset

Unhvargal seqoremas (in-1) 3 "
3 rrrrrrTITITITITTY . 2. Pl et TV oo
., s0quenca

7. Repeat steps 1-5 with new primer

ch €6 TC AA TA CC
TITTITTTTITITITITITY
%3.
T GC AG TT AT GG
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Primer Rgund

L RepratResetwith, w2 03, nd prinvers

Rewa Positien 13|y |2|2]a[s]s]7]s]s]v]o]efrs]re]ss]ss]mr]ss
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3y

2 Lh\-;ul s parret (ne2) Wt Pow

a Uﬂan;ndm:rnw"wdl Wi hne

RAAMARRLLI I 22a2d
5 u-\v.«-v.alI g pronet in-dl Widoe de
TR Y

FHTL:
ofof || |
ofe| |

v
..
oLl

.

[ JIT N PSR e ae— oM EY 2 ELR

1=r Baso

Decoding

TA  AC  AA (Ga)
GC CA CC TG

66 GT AG
(AT) TT T

slat| n|z2faa|au]as sl an s ot |z s aed s

Color Space Saguance

Fossibla Dirucleotgas

EI|-aEB farg

AT TG GG GA
| Y

YO
AT G GA

Decodad Saguanca

Base Space Saquenca

103
XMLmind XSL-FO Converter




A genomika ujgeneracidés modszerei

SMP site indicated by 2 adjacent colar changes
aacCTAGBGETE
L Co0®
[ 900

A A CGT AGCGCE TG
SNP

Single colar change is typically a measuremant ermor
AOMA C T A& GG T @G
o =

e & 810

e @ o000
AAMALTGATCCAC

Error
1 Base Deletion

A8 O O T A B & T &

o e @ 00

Rulare=ca  bags SHasn
Raolaresco in color spaca
RAead in coloe sIECE

Read in hash spacg

Ruldid=ca m Gais saice
Rolanercn in color spaco
Resd in delad space

Aped in basa space

Holarerco im bass Soico

Ralareca in co'ss Apacs

T - @ 000

A8 O T & B & T G
Dalation

Insertion

A A O

Ropad in color soaco

Arad in hasa space

Aalaramzn = Bass space

Holeronco I codor space

AACCAGT AGE TG

Aags in palor s84ca

Aesd in bean soaon

In=ertion

Figure 5. Examples of palymorphisms in color space

3. lllumina

Ezt a modszert a Solexa cég fejlesztette ki, amelyet az Illumina cég késébb felvasarolt. Jellegzetesség e , hogy
ez volt az els6 rovid leolvasasokat végzo technika. A szekvenalni kivant DNS - t (akar teljes genomot) apro, 100
bp - os darabok ra fragmentaljak. A dupla szalad DNS két végét kijavitjak (ragado s végek eltiintetése), és egy
adeninnel toldjak meg az 3’ végeket. Ehhez egy timin tulnyalo véggel rendelkezé adapter DNS - t ligalnak. A
ligalt DNS - darabokat ezt kovetden szelektaljak, és egyszalusitjdk NaOH - dal. Majd a mintat egy szekvenalo
lemezre viszik fel, ahova az adapterr el komplementer oligonukleotidokat (primerek) horgonyoznak ki. Ezekhez
hibridizaltatjak a DNS fragmentumokat. E zutan az Un . hid - amplifikacios ( bridge amplification ) modszer rel
(1d. 5.7 . abra ) klasztereket képeznek az egyes szalak kozott és felszaporitjak a megha tarozni kivant DNS -
szakaszt. 5 . 7 . abra: A Bridge - amplifikdciés modszer . A felszinen torténd amplifikacio allando
hémérsekleten (60°C) zajlik megfeleld puffer és denaturald formamid (ekvivalens a denaturacios lépéssel)
jelenlétében. Minden reagens egy ciklus erejéig van jelen, aztan lemosodik. A PCR reakcié végén kapott dupla
szalu DNS templat szalat (amit eredetileg hibridizaltattak a horgonyra) formamiddal levalasztjak és lemossak.
Az egyszalu DN S elhajlik, és a szabad végével egy masik lehorgonyzott primerrel hibridizal. Ezzel is
végbemegy a PCR, és a végs6 denaturacid. Ezt kovetben az atirt szalak egymassal vagy masik primerrel
hibridizalhatnak és duplikalodnak. 35 ciklussal késébb nagy szimmal lesznek jelen a DNS - darabok, melyeket
végiil denaturdlnak és készen allnak a szekvenalasra. [alternativ szoveg: A Bridge - amplifikdcidos modszer ]
Maga a szekvenalas itt is szintézissel torténik. A templathoz egy primert ligalnak, majd a reakcidhoz egyszerre
adjak hozza a 4 nukleotidot ( reverzibilis terminatorok , 1d. 5 . 8 . abra ), melyek et kiilonb6z6 fluoreszcens
jeloléssel latnak el. A beépiilt nukleotid fluoreszcens jelét CCD kameraval detektaljak. A nukleotid beépiilése
utan kémiai Uton levagjak rola a fluorofort és a 3' blokkolot, majd lemossak a be nem épiilt nukleotidokkal
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egyiitt. Ezzel a modszerrel a human genomot 7 - 10 nap alatt lehet szekvenalni, raadasul a koltségek is
alacsonyabbak.

Sample Preparation

|||r =

<100ng DNA/sample

Hybridise single molecule DNA

Randomly fragment DNA templates to oligos on flowcell surface
Polish ends

Ligate adapters Amplify to grow ‘clusters’
<1 day ~1000 molecules per ~ 1 um cluster
No cloning ~20,000 clusters per tlle

~32 million clusters per experiment

illumina

Sequenmgyg y Synthesis (SBS

Cycle 1: Add sequencing reagents
First base incorporated

Remove unincorporated bases

Detect signal

Cycle 2-n: Add sequencing reagents and repeat

+ All four labelled nucleotides in one
reaction

+ DNA polymerase engineered for high
efficiency incorporation

2 High accuracy
+ Base-by-base sequencing
2 No problems with homopolymer
TopRe illumina:

105
Created by XMLmind XSL-FO Converter.



A genomika ujgeneracidés modszerei

20 microns ™

Lt 1 AL . o

¢ - > ®
o v
..

100 microns

vﬂ.‘. o @

TTTTTTTGT...

The identity of each base of a cluster is read off
from sequential images

illumina:
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38. fejezet - Ellenorzo kérdések:

1. Milyen a genomja a fonalas fagnak a sejten beliil és az érett fagban.
2. Mi torténik a gazdasejttel fonalas faggal torténd szaporitas utan?

3. Mire jo a fag display, epitop konyvtar technika

4. Az érett lambda fag genetika anyaganak jellemzdi.

5. Milyen életciklusai vannak a lambda fagoknak?
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X. rész - Funkcionalis genomika:
transzkriptomika

A microarray technologia soran elsd 1épésként olyan bioldgiaicsipeket (cm2 —es nagysagrendii) allitanak eld
(ezek megvasarolhatok, vagy megfeleld laboratériumi hattérrel a felhaszndlé maga éallitja eld), amelyekre
rendezetten, sorokban és oszlopokban tobb ezer, esetleg tizezer jol azonosithatd ponton nukleinsavdarabokat
(oligonukleotidokat) vagy cDNS (MRNS DNS-re visszairt form4jat) lancokat visznek fel. Felviteliikkhoz (masok
mellett) az ugynevezett ,.fotolitografia” szolgéal, amely soran nukleotidonként (,,szintenként”) fényérzékeny
védocsoportokkal ellatott, eldre meghatarozott nukleotidokbdl épitik fel a 8-20 elembdl all6 lancot. Az eljaras
soran megfeleld pontokon atlyuggatott ,,maszkok™ segitségével alakitjak ki a kétdimenzids mintazatot. Ha
cDNS-ek felvitele torténik, mikrocseppeket alkalmaznak, igy keriilnek az ismert szerkezet cDNS-molekulék a
helyiikre. A felvitelre hasznalandé felilletek tovabbfejlesztése jelenleg és a kozeljovoben minden bizonnyal
tovabb emeli az igy kialakitott elrendezés (,,array”) sliriségét, tehat az egyidejlleg analizalhatd gének szamat.

E topografiai informaciokat és az egyes pontokra felvitt nukleinsavdarab pontos szekvenciajat szamitogépben
rogzitik. Az igy elokészitett array-t inkubaljak (,,hibridizaljak”) az ismeretlen minta valamilyen szines (példaul
z6ld vagy piros) festékkel jelzett nukleinsavdarabjaival. Elofordul, hogy az ismeretlen minta nukleinsavdarabjait
a jelzés eldtt polimerdz lancreakcidval boviteni kell. Megfeleld ionereji és homérsékletl oldattal atmosva dket,
csak a részlegesen vagy teljesen azonos nukleotid-komplementeritast mutaté darabok maradnak a csip felszinén.
Altaldban a rogzitett oligonukleotid kozepén taldlhato bazisok eltéréseinek kimutatasa a legegyszertbb, itt
moshatd le legérzékenyebben a ,,mismatch”, vagyis a nem tokéletesen illeszkedd nukleinsavminta. DNS-
csipeknél, ahol egy-egy pontmutaciora kérdez ra a vizsgalo, ennek megfelelden tervezik az oligonukleotidokat.

A leolvasas a csip felszinének pasztazo értékelését jelenti, az érzékeld az egyes pontok szinét, intenzitasat
rogziti. Ezt koveti a bioinformatikai elemzés, tehat a ponthalmaz szinelemzése, az adatok szétvalogatasa és az
értékeld csoportositasa.

A DNS-csipeken mutaciok (példaul nukleotidcsere) jelenlétét vagy hianyat keressiik. Ez a modszer velesziiletett
génhibak, illetve az tgynevezett ,,single nucleotide polymorphism” (SNP) vizsgalatara hasznalhat6. Utobbiak
pontmutaciok, amelyek mint fliggetlen genetikai allélok kezelhetok, kombinalt vizsgalatuk individualis
genetikai jellegzetességek kovetését teszi lehetové. Tobb szaz vagy ezer SNP egyideji leolvasasa kitinden
alkalmazhatd betegségek azonositasara, de akar gyogyszermellékhatdsok kimutatasara is (lasd késdbb).
Génexpresszids microarray esetén a kérdés az, hogy két Osszehasonlitandd mintaban (példaul egy sejt vagy
szovet két aktivacios allapota, egy biologiai hatébanyag hatasa a kontrollhoz képest, egy egészséges és egy
betegbdl szarmazd szovetminta Osszehasonlitdsa stb.) milyen gének fejezddnek ki, és ezek mennyiségileg
hogyan viszonyulnak egymashoz. Ezt génexpresszids profilnak nevezik. A profilok &sszehasonlitasaval
felismerhetdk és azonosithatok az adott hatasra jellemzd gének. Technikailag ez gy torténik, hogy a kétféle
mintabol szarmazé6 mRNS-mintat, illetve azok cDNS-re atirt formajat kétféle festék (példaul zold és piros)
egyikével jelolik, majd keverve a két populaciot, hibridizaljak azt a mikrocsippel (1. dbra). Amennyiben az
egyik (példaul zold festékkel jelzett) mintaban az adott csipponton reprezentalt gén erdsebben fejezodik ki, a
leolvasas itt ,,z6ldebb” pontot fog detektalni, forditott esetben viszont ,,pirosabb” lesz. A legtobb esetben a két
szin megfeleld kombinacidja jelzi a két mintdban egy adott gén kifejezodési aranyat. Lehetséges az is, hogy a
rogzitett expresszios mintdzatot ezutan adatbankokban mar megtalalhato, korabban ugyanezen microarray-el
nyert kétdimenzids mintazatokhoz hasonlitjak, és kiemelik a hasonlé eloszlasu profilokat. Nyilvanvaloan, a
kiilonbozd hatasokhoz kiilonbozd génkifejezddési mintazatok tartoznak. Példaul a sejtek kiilonbozd receptorain
keresztiil kivaltott jelatviteli utjainak génexpresszidos mintazatat elemezve, azonositani lehet ismert szignalok
molekularis kdvetkezményeit mRNS-szinten. Nagyon Iényeges az ebben az Osszeallitasban részletesen nem
targyalt proteomikai megkdzelités is. Ekkor nem cDNS, hanem protein/peptid mintazatok 0sszehasonlitdsara
keriill sor, példaul kétdimenzids elektroforetogrammal. Immunoldgiai példaval élve: a B-limfocitdkon
elvégezhetd az immunglobulin-receptorok, citokinreceptorokon hatd jelek, vagy példaul hisztamininhibitorok
hatasanak molekularis kovetése. Kitlinden azonosithatéak a genetikai beavatkozasok (példaul antiszensz
hatasok, dominans negativ mutacid, génkiiités) hatasai is.
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Az egyes csipekrol bekeriild adathalmaz bioinformatikai elemzése nyoman a szamitogép clusterekbe rendezi a
kapott informaciokat (2. abra). Erre egy példa a hierarchiacluster korrelacids analizis. Itt egy olyan matrix
abrazolas az elemzés eredménye, ahol az egyes oszlopok az egyedi mintakat, az egyes sorok az egyes géneket
jelentik. A szamitogépes Osszerendezés lényege az, hogy a hasonld, majd egyre kevésbé hasonld géneket
kifejezd mintakat csoportokba rendezve tiintetik fel. Az egész csip munkalogisztikaja tehat ugy fest, hogy az
egyes mintakbol szarmazd egyedi microarray adatok bioinformatikai Osszegzése utdn a szamitogépes
adatbankok meglévd mintazatkonyvtarai segitségével kovetkeztetéseket vonunk le. A kovetkeztetések

természete biomedicinalis teriileten legalabb kétféle.
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1. Diagnosztika (betegségmegallapitas), prognosztika (betegségkockazat becslése), esetleg megelozés. 2. Olyan
géncsoportok kiemelése, amelyek elore jeleznek valamilyen — példaul betegségi — allapotot, szovodményt,
(,,diagnézis” csip) eldallitasat is, amin mar csak kizarélag a ,betegségspecifikus” gének szerepelnek. Ez
esetenként mar ,,csak” néhany tucat génnel létrehozando, nyilvanvaloan olcsobb ,,makrocsipet” igényel. Ma mar
lehetséges szovettani blokkokbol is rendezett microarray-t késziteni, esetenként akar tobb szaz szovettani
blokkbdl kiemelt hengerek egyiittes metszése nyoman Iétrehozott készitményen. Ezen akar nukleinsav-
expresszios (példaul in situ génamplifikacid), akar proteomikai analizis is végezhetd. Rendelkezésre allnak
olyan fixal6 reagensek is, amelyek specialisan protektivak a minta RNS-tartalmat illetden.
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39. fejezet - Gyakorlati példak az
orvosbhiologiabol és egy egéermodell

A tovabbiakban néhany, a biomedicina teriiletrdl vett példan, és egy kisérleti egérmodellen keresztiil mutatom
be a génexpresszios vizsgalatokat.

A daganatok. A Bethesda, az MD, az Egyesiilt Allamok sejtbankjaib6l 60 kiilonféle emberi daganatos sejtvonal
génkifejezddési mintazatat 1161 gén parhuzamos vizsgalata alapjan allapitottdk meg. Ennek soran olyan
bioinformatikai analizist végeztek, amely kimutatta a kiilonféle szovettani eredetG raksejtvonalak
génexpresszios  profiljaiban 1athaté hasonlosagokat és eltéréseket. Ez az adatbank ettdl kezdve
Osszehasonlitasként szolgalhat egyedi tumorok jellemzésére.

Egy masfajta bioinformatikai megkozelités a rendelkezésre allo génkifejezddési adatok alapjan olyan
halmazokat képez, amelyekbe olyan gének keriilnek, amik a legnagyobb eltérést mutatjdk a betegség
kimenetelében. Igy sikeriilt példaul melanémaban szenvedd (festékes barrék) betegek majattételét joslo vagy azt
nem valoszinGsitd géneket kiemelni. Ezek a gének egyiittes expresszidjuk esetén oriasi valdszinliséggel mutatjak
a melandmas beteg varhaté majattétét. Ennek korai felismerése nyilvanvaloan gyokeresen mas terapias stratégiat
sugall a kezeldorvos szamara. Ma mar olyan csipek is léteznek, amelyek egy-egy sejt expresszalodd génjeit
foglaljak magukban, ilyen példaul a limfocsip, amely az emberi limfocitak kifejezodd génkészletét tartalmazza.
Ennek felhasznalasaval sikeriilt példaul az ugynevezett ,diffiz, nagy sejtes B-sejtlimfoma” betegséget
alcsoportokra bontani, amit eddig a hagyomanyosabb szdvettani, immunologiai, sdt molekularis modszerekkel
nem értek el. Az expreszszids microarray eljarassal a betegeket két csoportra osztottak: a germinalis centrum B,
illetve aktivalt B jellegi betegekre. Az eredmény jelentdsége az, hogy az eldbbiek betegségkilatasai (példaul a

/////

orvosnak.

A fertozések. A terjedd és stulyos virusfertdzések (példaul a hepatitisz, a HIV) az egyre nagyobb és kiterjedtebb
rezisztenciaval jellemezhetd bakterialis és gombafertozések miatt az egészségiigyi (gyogyitd és megeldzo)
ellatas vilagszerte novekvd kihivas eldtt all. Koézponti jelentdsége van a vakcinacionak abban, hogy az egyes
fertdzések epidemioldgiai kdvetkezményeit megértsiik.

A fertdzésigenomika a mikroorganizmusok és a gazdaszervezet kolcsonhatisanak egyedi és fajspecifikus
elemeit vizsgalja. Sikeriilt példaul a Bordatella alcsoportok eltérd patogenitasa és génexpresszids mintazatai
kozott 6sszefiiggést talalni.

A szerkezeti és funkcionalis genomika igéretei igen jelentdsek a fertdzésbioldgiaban. A nem tal tavoli jovoben
lehetségesnek latszik olyan DNS/cDNS mikrocsip eldallitasa, amely potencialisan minden ma ismert virus,
baktérium és mikroszkopikus gomba 0Osszes specifikus génjét tartalmazza. Lehetségesnek latszik tehat a
mikrobiologiai diagnosztika felgyorsuldsa, és az is, hogy a megfeleld rezisztenciagének kimutatasaval példaul
az antibiotikum-érzékenység az eddigieknél sokkal gyorsabban deriiljon ki. Hatalmas Iehetdség a
vakcinakészités genomikai megkdzelitése, a mikroorganizmusb6l a megfeleld immunoldgiai ,,céltablak™
(epitopok) hatékony és gyors kiemelése, sOt a beteg egyéni genetikai jellegzetességeihez igazitott egyéni
vakcinatervezés is.

Az allergia. Korunk egyik terjedd népbetegsége az allergia, az azonnali tulérzékenység és az ehhez kapcsolodod
kronikus gyulladasi betegségek (példaul asztma) aranyanak emelkedése. A kornyezetbiologiai okok feltarasa
mellett, Ggy latszik, a szerkezeti és funkcionalis genomika is nagy szerepet jatszik a biomedicinalis kutatasban
¢és gyakorlatban. A Semmelweis Egyetem Borgyogyaszati Klinikajaval kdzdsen sikeriilt példaul 1), eddig nem
ismert, vagy funkcidjukban nem azonositott géneket talalni az atopias dermatitis nevii betegségben. Az érintett
gének annotacidja (a funkcid azonositasa) folyamatban van, remélhetdleg akadnak koztiikk olyanok is, amelyek
Uj gyogyszercélpontokként jelolhetdk ki.

Fontosnak latszik egyes kemokin- (sejtek mozgasat szabalyozo citokinek) gének genomikai elemzése, hiszen
példaul az eozinofil sejteknek 1égzdrendszerbe vandorlasa az asztmara valo ,,hajlam” egyik fontos tényezdjének
tekinthetd. A legfontosabb bioaktiv mediatorok egyike a hisztamin. Ennek egyik receptoran genomikai
modszerekkel sikeriilt olyan, a jelatviteli funkciot érintd eltérést talalni, amely szerepet jatszik mind az
allergiaban, mind egyéb (tumoros, gasztroenterologiai) folyamatokban.
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Gyakorlati példak az
orvosbiologiabol és egy egérmodell

Sportgenomika. Genomialis szinten sok génrdl deriil ki, hogy allélvaltozataik nem kdzdmbdsek bizonyos fizikai
tulajdonsagok szempontjabol. Ezek genomikai elemzése edzéstervek modositasat teheti lehetdvé. Expresszios
csipek felhasznalasaval az izomszdvet 6regedésének jellegzetességeit is sikertilt jellemezni.

Gyogyszerkutatas. A farmakogenomika a genomikai analiziseknek az egyik sikeragazata. A mar emlitett SNP-
csipek révén mellékhatas joslasa is végezhetd. A vizsgalat ugy torténik, hogy egy adott betegségben (példaul
Alzheimer-kor) kivalasztanak egy adott gyogyszerre mellékhatast mutatd és nem mutatd csoportot, majd az
SNP-csipek eredményeinek bioinformatikai elemzésével keresnek olyan SNP-mintazatot, amely az egyik, vagy
a masik csoportra jellemzd. Ezutdn, a kovetkezd betegen mar csak az SNP-profilt kell meghatarozni. Ebbdl mar
nagy eséllyel megjosolhatd, hogyan hat a betegre az adott gydgyszer. Ez a technika az egyénre szabott
gyogyszeradagolas mellett hosszabb tdvon még a gydgyszergyartas koltségeit is csokkenteni fogja, hiszen sok
hatéanyagot nem kell kidobni, csak a megfeleld célcsoportot kell hozza megkeresni.

A farmakogenomika masik sikeres iranya a gydgyszer-metabolizaciot feltard (példaul Cytp450) fehérjék
vizsgalata.

Az egérmodell. A génmodifikalt egerek fenotipusdnak vizsgalatakor nagy segitséget nyljthat a genomikai
elemzés. Mi hisztamintermelésre képtelen egerek (hisztidin-dekarboxildz ,knock-out) embridit vizsgaltuk
harom kiilonb6z6 expresszids csippel. Munkank soran a normalis (,,vad”) és az ugyanolyan torzsbol szarmazo,
de hisztaminmentes egerek embrionalis szovetbdl nyert mRNS c¢DNS formait hasznaltuk. Mintegy 10 000
egérgént vizsgalva, a gének 5-8 szdzalékaban talaltunk valtozast a gének expressziés mintazataban. A
hisztaminhiany miatt megvaltozott kifejezddésii gének azonositasa folyamatban van.
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40. fejezet - Ellenorzo kerdések:

1. Mik a helyettesité lambda vektorok?

2. Milyen elemeket tartalmaznak a kozmidok?
3. A YAC vektorok elemei.

4. Mi a transzformaci6?

5. Mi a transzformacids hatékonysag?
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Xl. rész - Proteomika

A sejt fehérjetartalmanak kvalitativ és kvantitativ jellemzése.

és kvantitativ meghatarozasara (Anderson ¢és Anderson, 1996). A proteomagenomaltal kifejezett teljes
fehérjedllomany (PROTEins expressed by the genOM). A megfelel6felbontasu elvalasztastechnika
kialakulasdnak mérfoldkove 1975 volt, amikor O’Farrell els6ként alkalmazta a kétdimenzios gélelektroforézist
Escherichia coliradioaktivanjelzett fehérjéinek tanulmanyozasahoz. A technika nagy felbontoképessége néhany
ezer fehérje elvalasztasat is lehetdvé teszi egyetlen egy gélben. Ebben az iddben a fehérjék azonositasa azonban
a gélen elvalasztott kis mennyiség és a megfeleléérzékenységiitechnika hianyaban, nehezenvolt megoldhato. A
proteomika torténetében a kovetkezOkiemelked6esemény az Edman szekvenalas érzékenységének novelése volt
az elektroforetikusan atblottolt fehérjék azonositasara, mikroszekvencialis technikaval (Aebersold és mtsai.,
1988). Napjainkban a leggyakrabban hasznalt fehérjeazonositasi technikék az elektrospray ionizacios (ESI) és a
matrixhozkotott 1ézer ionizacios(MALDI) tdmegspektrometria. Kifejlesztésiik John Fenn és Koichi Tanaka
nevéhez flizédik. Munkajukat 2002-ben kémiai Nobel-dijjal jutalmaztak.

A kezdeti meghatarozads utdn mamar tobb csoportjat kiilonboztetjiik meg a proteomikai moédszereknek:
expresszios proteomika, funkcionalis proteomika, fehérje-fehérje kolcsonhatas, strukturalis (szerkezeti)
proteomika, fehérje poszt-transzlaciés modositasok vizsgalata. Expresszids proteomika: egy adott minta
kiilonbozokoriilmények kozott expresszalodott fehérjéinek mennyiségi Osszehasonlitdsa. Az eljaras soran
lehetdség nyilik up vagydown regulalt fehérjék meghatarozasara, pl. alacsony homérséklet hatasanak vizsgalata
lenmag fehérjékexpresszidjara (Tafforeau és mtsai., 2002), szarazsag-stressz hatasa rizs levelének fehérje-
Osszetételére. Funkcionalis proteomika: a fehérjék szerepének meghatarozasa kiilonbozééletfolyamatokban és
valtozo kornyezeti koriilmények kozott. Strukturalis proteomika: célja egy fehérje-komplex vagy egy adott
sejtszerv Osszesfehérjéjénekazonositasa és szerkezetének meghatarozasa, pl. rizs mitokondrialis fehérjéinek,
Arabidopsis thalianakloroplaszt proteomjanak (Schubert és mtsai., 2002) vizsgalata. Az eredmények alapjan
informaciot kapunk az adott sejt felépitésérdl és a meghatarozott fehérje szerepérol. A fehérjék poszt-
transzlaciés modositasainaktanulmanyozasa a proteomika egyik fontosteriilete. Afehérjék foszforilacidjanak
kiemelkeddszerepe van a jelatvitelben,a polipeptidek glikolizaciojanak (Kaji és mtsai., 2003) pedig a
fehérjékkozotti kolesonhatasokban, illetve az enzimatikus aktivitdsban. A fehérje-fehérje kolesonhatasok
vizsgalatanakfontos szerepe van példaul az anyagcserefolyamatok megismerésében. A metabolizmusban részt
vevéenzimek specificitasukat nemegyszer fehérje-komplexek formajaban érik el, mas enzimekkel vagy
alegységekkel Osszekapcsoldodva. Ezen fehérje-komplexek Osszetételének, szerkezetének tanulmanyozasa az
anyagcsere utak mélyebb megértését eredményezhetik.

A fehérjék szeparalasa és azonositasa alapjan a proteomikai vizsgalatok altalanosan 3 csoportba sorolhatok: (a)
a  kétdimenzios  gélelektroforézissel szeparalt fehérjék azonositisa enzimes hidrolizis  utan
tomegspektrometriaval 17(b) a fehérjékbdl enzimes bontassal eldallitott peptidkeverék elvalasztasa folyadék
kromatografiaval (LC) vagy kapillaris elektroforézissel (CE), amit tomegspektrometrias azonositas kovet (c)
mikroarray technikdk Az 1. abra a proteomvizsgalatok altalanos kivitelezéseit mutatja.

A proteomika szamos bonyolult médszert kombinal a fehérjék azonositasara és mennyiségi meghatarozasara.
Az elektroforézis nagy felbontoképessége, széleskorii alkalmazhatosiaga és a kiméletes reakciokoriilmények
miatt az egyik leggyakrabban hasznalt technika a fehérjék elvalasztdsira és azonositasara. A proteom
Osszetételét lathatova tévo legfobb modszer a kétdimenzids gélelektroforézis, amellyel tipikusan 1000-2000
fehérje kiilonboztethetd meg. A fehérjék elvalasztidsa elsé dimenzidban izoelektromos pont alapjan, majd a
masodik dimenziéban molekulatomeg alapjan torténik. A 70-es években O’Farrell (1975) és Klose (1975)
egyiddben, egymastol fliggetleniil alkalmazta elséként a kétdimenzids technikat komplex fehérjemintak
(testfolyadék, sejtek, szovetek, vagy organizmusok) szeparaldsara. Mind az izoelektromos fokuszalas, mind a
molekulatdmeg szerinti elvalasztids denaturald koriilmények kozott torténik. Az izoelektromos fokuszalas nagy
megy végbe, amit vertikdlis SDS-PAGE kovet a masodik dimenzioban. Az ebben a formaban nehezen
kivitelezhetd kétdimenzios elvalasztastechnikai problémait Bjellqvist és mtsai. (1982) ugy oldottak meg, hogy
az elvalasztast mindkétdimenzioban vizszintes rendszerben végezték. A 2-DE tovabbi problémai - a rossz
ismételhetdség, anem megfelel6felbontas, illetve a szélsdségesen savas (pH kisebb 3-nal) vagy bazikus (pH
nagyobb 10-nél) fehérjék szeparaldsanak nehézségei - azonban az els6dimenzidban végzett izoelektromos
fokuszalashoz kapcsolodtak. Mindezek feloldasara fejlesztették ki az immobilizalt pH gradienst (IPG)




tartalmazd stripeket (gélcsikot), ami poliakrilamid gélhez kovalensen kotdtt akrilamido (Immobiline TM)
pufferekbdl épiil fel.

Az IEF leggyakoribb kivitelezési mddja a pH gradienst tartalmazo lagy gélbentorténdelvalasztas, amikor a gélt
vékony foliahoz polimerizaljak és raszaritjak. A szaraz formaban lévégéleket (strip) elsdlépésben rehidratalni
kell, ami torténhet mintaval, illetve minta nélkiil is. A fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasat a
polipeptidek ekvilibralasa elézi meg. Ennek az elsédleges célja a fehérjék SDS-sel torténébeburkolasa
ésegységes pHkialakitasa a strip teljes hosszdban. Ezt a cisztein oldallancok ujbdli redukalasa és alkildlasa
koveti. A redukalas DTT-vel torténik, amelynek célja a visszaalakult kénhidak megsziintetése. A masodik
Iépésben a redukalt cisztein oldallancokat jodecetsavval alkilaljak.A jodecetsav alkalmazdsdnakmasik célja, a
feleslegbenlévODTT megkdtése a rendszerben. Az ekvilibralooldat alapvetékomponense a glicerin, amelynek
alkalmazasavalaz elektroozmozis kikiisz6bolheto.
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Az elektroforetikus elvalasztas utdn a szétvalasztott és rogzitett fehérje-komponensek detektalasara alkalmazott
altalanos modszereka fehérjék festésén alapulnak. A poliakrilamid gélben elvalasztott fehérjék detektalasara a
hagyomanyos festési eljarasok mellett egyre érzékenyebb, specialis igényeknek megfeleld detektalasi
modszerek is rendelkezésre allnak. A proteomikai vizsgalatokban a hagyomanyos festési eljarasok koziil
legelterjedtebb a Coomassie Blue és az eziist festék alkalmazasa. A Coomassie festésnek tobb szaz modositott
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eljarasa ismert (Neuhoff és mtsai., 1985).Gyakori hasznalatanak az oka, hogy egyszerl, olcsd, ugyanakkor
tomegspektrométerrel kompatibilis festék. Az R-250 formajat Gn. Regressziv festési modszerrel alkalmazzak
(Mamone és mtsai., 2005). Az eljaras elsd l1épésében magat a poliakrilamid gélt telitik a festékkel, majd
tobbszori mosasi Iépéssel halvanyitjaka sotét hatteret. A festék ugyanis erdsebben kotédik a fehérjékhez, mint a
gél matrixhoz (Patton, 2002). A G-250 esetében un. progressziv festési eljarast végeznek (Neuhoff és mtsai.,
1988). Az altalaban tomény savat (TCA, foszforsav), ammoénium-szulfatot ésmetanolt/etanolt tartalmazé kolloid
festékoldatbana kolloid, illetve a diszperz formaban jelen 1évéfestékrészecskék egyensilyban vannak. A festés
soran a diszperz részecskék athatolnaka matrixon €s a fehérjékhez kotddnek, a kolloid részecskék viszont nem
képesek a gélbe jutni, ennek eredményeként a hattér nem festddik. Az eziistfestést 1979 ota alkalmazzak, a
legérzékenyebb festési eljarasok egyike. Hatranya viszont, hogy nem,végpontos” festés, tehat nem alkalmas
mennyiségi analizisre. A poliakrilamidgélt elsdként eziisttel telitik, majd eltavolitjdk a gél matrixhoz kotott
fémionokat és redukaljak a fehérjéhez kotott eziistot. A proteomikai vizsgalatokban leginkabb a Shevchenko és
mtsai. (1996) altal kidolgozott MS kompatibilis eziistfestési eljaras terjedt el (Wang és mtsai., 2005). A
fluoreszcens festékek koziil a legelterjedtebb a SyproRuby (Lehesranta, 2006). Nagy érzékenységti(kb. 1
ng/fehérjefolt), mennyiségi analizisre alkalmas MS kompatibilis festék.

A tomegspektrometrianak szamos alkalmazasi lehet6sége ismert a fehérjekémiaban, Gigymint: peptidek és
fehérjék tomeg-meghatarozasa, izolalt fehérjék (HPLC, PAGE) primer szerkezetének felderitése, poszt-
transzlaciés modositasok (acilezés,formilezés, amidalas, foszforilezés, szulfatalas, glikozilezés) detektalasa,
azonositasaés lokalizalasa,fehérjebontasi termékek, metabolitok azonositasa, fehérje-ligandumkotédések
vizsgalata, enzimek aktiv helyeinek felderitése, diszulfid hidak helyeinek feltérképezése valamint a proteomika.
A proteomikai vizsgalatokban az elvalasztott fehérjék azonositdsara, szekvencidjuk meghatarozasara
napjainkban a nagyérzékenységlielektrospray (ESI) és matrixhoz kotott 1ézer ionizacid-repiilési id6(MALDI-
TOF) tomegspektrométereket alkalmazzak, a ,,peptide mass mapping” és a tandemtomegspektrometrids
(MS/MS) szekvenalasi modszerekkel (2. abra). A ,peptide mass mapping” 1ényege, hogy a meghatarozni kivant
fehérjét specifikus enzimmel (altalaban tripszinnel) vagy kémiai reagenssel fragmenseire bontjak, redukaljak,
alkilaljak majd kozvetleniil (nano-ESI, v. MALDI) vagy HPLC-vel tortént elvalasztas utan (LC-MS)
tomegspektrométerrel meghatarozzak az egyes peptidek tomegét. Ezek a peptidtomegek szolgalnak bemeneti
adatként a szamitogépes adatbazis keresGprogramban, amely teoretikusan hidrolizal minden, az adatbazisban
1évo fehérjét az alkalmazott fragmentalasi reakcionak megfelelden. A kisérletesen kapott tomegadatokat a
szamitogép Osszeveti az adatbazisban taladlhatdosszes fehérjébdl szarmazd peptidtomegekkel, a fehérje
azonositasa céljabol. Mar 3-4 peptidtomeg elég lehet a fehérje meghatarozasara, azonban tobb adat csak noveli a
talalat megbizhatosagat. Mar tobbé-kevésbé egyértelmii az azonositds, ha legalabb &6t peptidtomeg esetében
lefedést tapasztalunk az azonositani kivant fehérje, illetve az adatbazisban megtalalhaté polipeptid
peptidtomegei kozott és a szekvencia lefedettség minimum 15%. Ha eredményiil tobb talalatot kapunk, azaz
nem lehet egyértelmiien meghatarozni, hogy melyik fehérjérdl van sz6, a tandem tomegspektrometrias eljarasok
segithetnek pontositani az eredményt. Ilyen eljaras a részleges aminosav-sorrend meghatarozason alapuld
sequence tag” modszer, amely megndveli az adatbazisbantorténdkeresés specificitasat. A tomegspektrometrids
.peptide mass mapping” gyorsasaga és nagy érzékenysége miatt ma mar nagyon elterjedt modszerfehérjék 2D
gé1bol torténd azonositasara.

A 90-es években szamos kutatd beszamol a MALDI ionizacids technika és a ,,peptide mass mapping” eljaras
kombinaldsardl, amelynek haszndlata a korabbiaknal érzékenyebb ¢€s kivald alkalmazasi lehetdségekkel
rendelkez6fehérje azonositasi mdodszerhez vezetett (Geveart és Vandekerckhove, 2000). A vizsgalt fehérje
egyértelmii meghatarozasahoz akar femtomol mennyiségii fehérje is elegendé. MALDI ionizacid soran a fehérje
oldott vagy szuszpendalt formaban van egy kristalyos matrixban, ami szerves, UV -abszorbeal6 vegyiilet. Ilyen
pl.: a 2,5- dihidroxi-benzoesav, vagy az a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav. A matrixabszorbealja az UV sugarzast
ésionizalodik, ,,supercompressed”’gazza alakul, mikdzben disszocial és atadja a toltését a fehérjének. A matrix
oriasi sebességgel kitagul, magéval ragadja a minta molekulait, és toltéstad at nekik. A MALDI technikaval
ionizaltmolekulakat leggyakrabban repiilési id6 (TOF, time-of-flight) analizatorral hatarozzak meg. A fehérjéket
elektromos térben konstans fesziiltséggel gyorsitjak, a detektorba érkezésiiket igy a tomegiik hatarozza meg. Az
ESI technikaval dsszehasonlitva a MALDI-val végzett ionizacidt nem zavarjak a kis mennyiségben jelen 1évo
szennyezokomponensek, ezaltal nem igényel bonyolult mintael6készitést. A ,,peptide mass mapping” elemzés
alapja, hogy a vizsgalt fehérjébdl eloallitott peptidtomegeket egy ,,virtualis” ujjlenyomathoz hasonlitja, amely az
adatbazisban megtalalhatd fehérje teoretikus hasitasabol ered. Ennek kovetkeztében egy adott fehérje
azonositasat nagymértékben befolyasolja annak megléte az adatbazisban. Amennyiben a proteomikai vizsgalat
olyan fajra terjed ki, melynek genomja vagy proteomja még egyaltalin nem vagy csak részben ismert, a
meghatarozas bonyolult. Ebben az esetben homoldgia alapjan végezhetd el az azonositds. Joubert és mtsai.
(2001) feldolgozoiparban hasznalt sorélesztOk fehérjéit tomegspektrometrids vizsgalat utan az adatbazisban
megtalalhaté Saccharomyces cerevisiaefehérjéi alapjan homoldgia szerint eredményesen azonositottak.
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41. fejezet - Ellenorzo kérdeések:

1. Mi a mikroinjektalas?

2. Mi a génpuska, biolisztika?

3. Mi a molekularis klénozas?

4. Mik a pozitiv szelekcios vektorok?

5. Mik a kdnyvtarak?
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Xll. rész - Enzimatikus

biokatalizatorok eloallitasa,
tervezése, biokémiai mérnokség

Az 1980-as években kialakulo és napjainkig toretleniil fejlodé géntechnologiai modszerekkel a rekombinans
fehérjéket kodolo DNS-ben — igy a human fehérjéket kodold DNS-ben is — mara egyszeriien, olcson és gyorsan
hozhatok létre mutaciok, akér iranyitottan is. A DNS-en torténé valtoztatas lehet delécid, amikor tetszéleges
szamu nukleotid eltavolitasa torténik; inszercid, amikor tetszdleges szamu nukleotid beillesztése torténik; vagy
szubsztiticio, ami egy nukleotid masik nukleotidra valo kicserélését jelenti.

Az iranyitott mutagenezis modszerekkel rekombinans fehérjékben — akar human fehérjékben is — gyorsan és
hatékonyan tudunk véletlenszeri vagy akar célzott valtozasokat létrehozni. Az egyes aminosavak mas kémiai
tulajdonsagait megvaltoztathatjuk. A megvaltozott tulajdonsagbol kovetkeztetni tudunk az adott aminosavnak
vagy a fehérjerésznek a fehérje enzimaktivitdsaban, szerkezetében vagy funkcidjaban betdltott szerepére.Az in
vitro mutagenezis masik felhaszndlasi teriilete a racionalis fehérjemérndkség, vagy az irdnyitott fehérje
evolucid, melyek soran irdnyitott vagy nem-iranyitott mutaciés modszerek segitségével fehérje varians sereget
hozhatunk létre (1d. 16. fejezet). Ebbdl a varians seregbdl altalunk meghatarozott szelekcios koriilmények kozott
végeredményben megvaltoztatott, valamilyen szempontbdol szdmunkra el6nydsebb, vagy akar ujfajta
tulajdonsaggal rendelkez6é fehérjék, enzimek, fehérje inhibitorok szelektalhatok (pl.: protedz inhibitorok;
stabilabb ¢és gyorsabb enzimek). A rekombindns fehérjék in vitro muticiés modszerekkel torténd vizsgalata
nagymértékben hozzajarult a modern biologia mai sikerességéhez. A DNS in vitro mutagenezisére mara szamos
modszert kifejlesztettek. Ebben a fejezetben a teljeség igénye nélkiil ismertetésre keriilnek a leggyakrabban
hasznalt, a legismertebb ¢és a leghatékonyabb nem-irdnyitott és iranyitott mutagenezis modszerek. A
mutagenezis modszerek kihagyhatatlan 1€pése és szerves része a mutans DNS szekvencia ellenérzése, aminek a
legbiztosabb modszere a DNS szekvenalasa.




42. fejezet - Nem-iranyitott in vitro
mutagenezis modszerek

Az egyik leggyakrabban hasznalt nem-iranyitott mutagenezis modszer az ugynevezett hibat ejtd (error prone)
PCR. Alapja, hogy a vizsgaland6 fehérjét kodoldé DNS szakasz PCR altali sokszorositasa soran a DNS-
polimerdz szamara nem optimalis koriilményeket haszndlnak. Nem megfelel6 koriilmények kozott a DNS-
polimerdz mutéacios frekvenciaja megnd. A felszaporitott DNS-ben a mutaciok véletlenszertien keletkeznek,
szamuk a ciklusszammal nd. Error prone PCR soran altaldban a Thermus aquaticus baktériumbol izolalt,
alacsony hiiségli (,,low fidelity”) Taq DNS- polimerazt hasznalnak. A Taqg-polimerdznak hidnyzik a 3’[15’
exonukleaz aktivitasa, ezért ha a polimeraz a lanchosszabitas soran nem a DNS bazisparosodas szabalyainak
megfeleld bazist épit be, akkor nincs lehetdsége a hiba javitasara. A Taq-polimeraz optimalis
reakciokdriilmények kozotti mikodése soran atlagosan egy szubsztitiicios mutacio torténik 104 bazisparonként.
komplementer bazisparosodast, csokkentheté a bazisparosodas specificitasa, igy tovabba novelheté a rosszul
anellalodott primer oligonukleotidrol torténd lanchosszabitas valosziniisége. Osszességében a Taq-polimerdz
mutacios gyakorisaga elérheti ciklusszamonként a 0,066%-ot (30 ciklus soran).

Az error prone PCR soran delécidk és inszerciok is eléfordulhatnak, jellemzden azonban szubsztiticidk
torténnek. A legtobb polimerdz esetében nagyobb valdszintiséggel torténik A['G vagy TLIC tranzicid
(purin(purin, piridin(Ipiridin), mint transzverzié (purinIpiridin, purin/Ipiridin). A négy dezoxiribonukleozid-
trifoszfat aranyanak eltolasaval és modositott Taq-polimeraz enzim (Mutazyme) hasznalataval ez a mutacios
aranytalansadg (mutational bias) javithatd. Az error prone PCR haszalataval 1étrehozott DNS inszert ezutan
megfeleld restrikcidés enzimmel valdo emésztés utan a kivant plazmidba ligalhato. A modszer hatranya, hogy a
létrehozhato varians sereg méretét korlatozza a szubklonozasi 1€pés soran alkalmazott ligalas hatékonysaga.
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43. fejezet - Iranyitott in vitro
mutagenezis modszerek

A Stratagene cég altal kifejlesztett ,,QuickChange” mutagenezis az iranyitott mutagenezis méodszerek koziil,
mint neve is mutatja, talan a leghatékonyabb és leggyorsabb modszer. Delécio, inszercid és szubsztiticiod is
létrehozhatd vele. Elonye, hogy nem igényel specidlis vektorrendszert, mint a Kunkel mutagenezisnél
alkalmazott M13 fagmid, valamint Osszehasonlitva a PCR-alapi ,,megaprimer”, vagy az ,overlapping”
mutagenezis modszerekkel, nincs sziikség tovabbi klonozé 1épésekre (restrikcios emésztés, ligalas) sem.

A mddszer soran a mutadlandé DNS fragmentumot barmilyen kétszalu plazmid tartalmazhatja. A kivitelezésnek
elofeltétele, hogy a hasznalni kivant plazmid vektor guanin bazisai metilaltak legyenek. E feltétel teljesitése
barmely géntechnoldgiaban altalanosan hasznalt (dam+) E. coli torzs esetében teljesiil, mint példaul az XL1-
Blue vagy a DHb5-alpha torzsek esetében. A plazmidot vagy lugos oldattal (NaOH kezeléssel), vagy
hokezeléssel denaturaljak. A mutagenezishez olyan oligonukleotid primer part haszndlnak, melyek ugyanazon
DNS-szakasz két szaldhoz hibridizdlnak és tartalmazzak a kivant mutdciét. A primerek tehat egymas
komplementerei. A reakcié végiil vad tipusi és mutéciot tartalmazéd plazmidokat és ezek heteroduplexeit
eredményezi.

A kovetkezd 1épésben a reakcidterméket Dpnl restrikcios endonukledzzal kezelik, ami képes magas
sokoncentracidé mellett (150-200 mM NaCl) specifikusan a metilalt DNS lebontasara, igy a vad tipus( templat
plazmidok eliminalasara (célszekvenciaja: 5'-GM6ATC-3"). A kezelés utan a mutaciot tartalmazo plazmidok
intaktak maradnak.

A ,,QuickChange” mutagenezis elonye a Kunkel mddszerrel szemben, hogy nem igényel specialis sejtvonalakat
és vektorrendszereket. A PCR alapu modszerekkel szembeni elénye pedig, hogy nincs sziikség tovabbi
klonozasi 1épésekre, mint restrikcios emésztés és ligalas. Hatranya, hogy az egész plazmid atirasra keriil ezért
nagyon jo mindségii, nagy hiiségii DNS-polimerazt igényel. Nagyméretli plazmidok esetén (> 8 kbp) ezért
specialis reakciokoriilményeket és enzimeket kell hasznalni.

Mutant Strand Synthesis

Perform thermal cycling to:

1) Denature DNA template

2) Anneal mutagenic primers
containing desired mutation

3) Extend primers with
PfuUltra DNA polymerase

Dpn | Digestion of Template
Digest parental methylated and
hemimethylated DNA with Dpn |

Transformation
Transform mutated molecule
into competent cells for nick repair

123
XMLmind XSL-FO Converter



Iranyitott in vitro mutagenezis
modszerek

A megaprimer modszer soran harom primer oligonukleotid és a vad tipusi DNS templat felhasznalasaval két
PCR torténik. A harom oligonukleotidbol kettd, a hatarolé vagy ,flanking” oligonukleotidok jelolik ki a
felszaporitandd6 DNS szekvenciat és tartalmazzak a kés6bbi klonozashoz sziikséges restrikcids enzim
felismerdhelyeket. A harmadik oligonukleotid tartalmazza magat a mutaciot, ami lehet inszercid, delécio,
szubsztitlicié vagy ezek barmilyen keveréke. A mutacid a target génen beliil barhol 1étrehozhatd. Az elsé PCR
soran a mutaciot hordozo oligonukleotid €s az egyik hatarold primer segitségével, valamint a vad tipusu templat
DNS felhasznalasaval eldallitjuk a mutaciot tartalmazo ,,megaprimert”. Az elkésziilt megaprimer mérete elérheti
a tobb szaz, vagy akar ezer bazispar hosszusagot is. A megaprimert agaroz gélelektroforézissel elvalasztjuk az
esetleges aspecifikus termékektdl és a PCR soran fel nem hasznalt primerekt6l, majd a gélbdl izolaljuk,
tisztitjuk. A tisztitott megaprimert, mint egy ,,altaldnos” oligonukleotid primert hasznaljuk fel a masik hatarolé
primerrel a masodik PCR soran a mar mutaciot tartalmazé DNS szekvenciank sokszorositdsara. A masodik PCR
soran beallitott anellalasi hdmérsékletnél figyelemmel kell lenni a megaprimer extrém méretére és a masodlagos
szerkezet kialakitasara valé hajlamara. Erdemes a primer pérjat Gigy tervezni, hogy annak olvadasi hémérséklete
55-60°C kornyékén legyen. A masodik PCR soran elkésziild6 mutans DNS szekvencidnak a mennyiségét a
reakcidelegybe bemért megaprimer mennyisége fogja meghatdrozni, ezért ajanlott nagy mennyiségl
megaprimer eldallitdsa és a masodik PCR reakcioba a lehetd legnagyobb mennyiségben valé hozzaadasa. A 2.
PCR hozamat a templat nagy mennyiségben vald hasznalataval is novelni lehet. Az elkésziilt mutans DNS
termék agar6z gélelektroforézissel valaszthatd el az esetleg megmaradd megaprimertél és a templat DNS-t
tartalmazo plazmidtol. A tisztitott mutans DNS inszertet a hatarolo oligonukleotidok altal kialakitott restrikcios
enzim felismeréhelyeken emésztik €s a megfelelden eldkészitett, restrikcios enzimekkel emésztett plazmidba
ligaljak. A ligatumot kompetens sejtekbe transzformaljak, a mutans DNS inszertet tartalmazé plazmidot
szaporitjak, majd a szekvencidjat szekvenalassal ellenérzik (a mutaciot hordozé inszert plazmidba klénozasanak
folyamatarol tovabbi.

A PCR alapu iranyitott mutagenezis modszerek koziil az ,,overlapping” PCR mutagenezis hasznalatdval a
vizsgalandd fehérje DNS-én beliil barhol 1étrehozhaté mutacio. Ez a modszer a megaprimer PCR mutagenezis
alternativajaként hasznalhatd. Hosszabb iddigénye, az egymast kovetd harom PCR és a négy primer miatt —
szemben a ,,megaprimer” PCR soran hasznalt 3 primerrel — kevésbé terjedt el (1d. 11.7. abra). Az els6 két PCR
soran két atfed6 fragmentum jon 1étre, melyek tartalmazzak a mutaciot és a klénozashoz sziikséges restrikcios
enzim felismeréhelyeket. A kovetkez6 PCR soran ezen tisztitott termékek anellalasabol és lanchosszabbitasabol
kialakul6, mutaciot tartalmazé termék szolgal templatként a restrikcids enzim felismerdhelyét tartalmazo, a
primer oligonukleotidok szamara. A mutéciot tartalmazé inszert megfeleld plazmidba klénozasa a korabbiakban
leirtak alapjan torténik (1d. 6.4.1 fejezet).
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44. fejezet - Ellenorzo kérdeések:

1. Mi genomika?

2. Milyen hagyomanyos genomszekvenalasi stratégiakat ismer?
3. Mi a kontig?

4. Mi a szkaffold?

5. A genomszekvendtorok melyik hagyomanyos genomszekvenalasi modszer tovabbgondolasan, kterjesztésén
alapszanak?
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XIll. rész - Egészsejtes

biokatalizatorok, eloallitasa
tervezése, metabolikus mérnokség.

A legtobb ma hasznalatos célzott génmodosité eljaras a homoldg rekombinacion alapul. Ez azonban nem
hasonlit az in vitro klénozashoz. Sosem szabad elfelejteni, hogy itt egy spontan folyamatrél van sz6, amelynek
hatasfoka még idedlis esetben is meglehetdsen alacsony. A leghatékonyabb ma hasznalatos technikak is csak kb.
1% valoszintiséggel eredményeznek "jo" célegyedeket, benne a célmolekuldval. Ahhoz, hogy ezt ki tudjuk
hasznalni, nem elég a megfeleld6 DNS-darabot egyszeriien csak bejuttatni a célsejtbe. A valosagban a kiilonbozo
pozitiv és negativ szelekcios stratégiak ravasz kombinaciojara van sziikség. A gyakorlatban nagyon sokféle
technikaval lehet gén-targeting konstrukciokat eldallitani. Itt csak néhany fobb modszert fogunk bemutatni, a
teljesség igénye nélkiil.

A legelterjedtebb a Red rekombinacids rendszer. Ennek mikodéséhez a [1-fag harom kiilonbozé génjére van
sziikség (Exo, Bet és Gam). Az Exo gén egy exonukleazt kodol, ami a bejuttatott kétszala DNS-seket 5'713'
iranyban visszanyesi, ragadds végeket hozva létre. A Bet fehérje a szabad, egyszalia DNS-végekhez kotodik, és
megvédi oket a degradaciotol. Végiil, a Gam gén terméke blokkolja a baktérium sajat RecBCD javité enzimét,
amely egyébként szétszedné a bejuttatott linearis DNS-t. A rekombinacid 1étrejottéhez a sejteknek aktivan
novekednie kell, a beépiilés ugyanis a DNS-szintézis kdzben, kozvetleniil a replikacids villaban torténik. Mivel
a viralis gének aktivalodasa akadalyozza a baktérium normalis életciklusat, ezért homérséklet-szenzitiv
rendszert hasznalunk. Az E. coli tenyészetet 320C-0n tenyésztve a (defektiv) profag formajaban beépiilt [ -fag
gének teljesen ki lesznek kapcsolva, de egy rovid hdsokk révén (420C) aktivalhatoak. Ezutan a baktériumokat
azonnal transzformalni kell. A Red rendszert fel lehet hasznalni in vivo mutagenezisre is: ha egyszalii DNS-t
juttatunk a baktériumba (példaul elektroporacioval), akkor az be fog épiilni a sziiletd szal helyére. A médszer
akkor a leghatékonyabb, ha az oligonukleotidunkat tigy tervezziik meg, hogy a szintézis soran elmaradoé szallal
legyen homolég. A Red rekombinacids rendszer akarplazmiddal is bevihetd a célsejtbe (a pSIM plazmidcsalad
révén), ezért alkalmas arra, hogy bakterialis mesterséges kromoszoémakbol (BAC kloénokbol, illetve az azokat
hordozé baktériumokbol) genomialis darabokat klonozzunk at egy altalunk meghatarozott vektorba. Igy akar
egér vagy emberi kromoszoémak sok ezer nukleotidos darabjai is kdnnyen atvihetéek a kivant plazmidba. A Red
rendszer bevitele utan csupan egy feladatunk van: A megfeleld, a tervezett végekkel homolog kicsi szakaszokat
kell beépiteniink a vektorunkba. De a célplazmidot a bejuttatas el6tt linearizalni is kell, Ggy, hogy a klénozni
kivant rész végeivel homolog rovid darabkak a vektor két szabad végére keriiljenek. Ezért a legkényelmesebb
megoldas, ha a teljes vektor PCR termékét transzformaljuk, amit megfeleld (a célgénnel homolog) tilnyuld
végekkel lattunk el, a PCR primerek {igyes megvalasztasaval. A rekombinacid ezek utan spontan ki fogja szedni
a kivant darabot a BAC klonbol, és beépiti a vektorba, bezarva a plazmidot. Ugyanigy, a kiviilrdl bevitt, PCR-
rel 1étrehozott inszertek is egy 1épcsében (mindenféle restrikcidos emésztés nélkiil) "bepattinthatoak” a kivant
vektorba, ha a tervezett beépiilési hellyel megfelel6 homoldgia van minkét végen. Ezen elénydk miatt a Red
rendszer a targeting vektorok épitésénél ma az egyik leggyakrabban hasznalt technika.

A targeting vektorok épitésénél gyakori probléma, hogy vektor-alapvazat kell cserélni a klonozas soran. Ha itt is
el szeretnénk keriilni a restrikciés emésztéseket, erre a leggyorsabb és leghatékonyabb technika az tn.
"Gateway" klonozas. Ezt az Invitrogen cég altal kifejlesztett modszert, mint hasitasmentes klonozast rovidenmar
emlitettiik a 4.2.6. fejezetben. Itt is a [I-bakteriofag ¢letciklusat hasznaljuk ki: mikor lizogén fazisba 1ép,a fag
sét egy adott helyen (AttP) felnyitja és egyesiti a bakterialis genom egy specifikus helyével (AttB). Az AttP és
AttB helyek 0sszekapcsolodasaval hibrid szekvencidk keletkeznek: AttL ("bal vég") és AttR ("jobb vég"). A
reakci6 maga egyiranyu, de megfordithat6: méghozza a fag excizios enzime (Xis) altal.Ez az enzim a profag két
végén talalhato AttL és AttR szekvencidkat ismeri fel, szétvagja a DNS-t és keresztben Ujraegyesiti. Ezzel
kivagja a fag-genomot ¢és cirkularizalja azt, helyreéllitva az eredeti AttB és AttP helyeket (1d. 14.3. 4bra).

A reakcié mechanizmusa hasonlit a restrikcios klonozasra: a hasitaskor itt is "ragadds" végek keletkeznek,
amelyek a bazis-komplementaritas segitségével fognak ujra egyesiilni. Az AttB helyek altalaban révidek, a
beépiilés soran az AttP hely hosszl, nem szimmetrikus 5'- és 3'-végei megoszlanak az AttL és AttR kozott.
Fontos észrevenniink, hogy egyik felismerd hely sem teljesen azonos a masikkal, mivel nem palindrom
szekvenciakrol, és csak részben komplementer parokrdl van sz6. Viszont az enzimek érzékenyek a felismerd




helyek homologia viszonyaira: ha az Osszetartozd par egyikében példaul az AttP-ben) a homolog szakaszt
kicseréljiik, akkor a reakci6 csak akkor fog miikddni, ha ugyanezt a cserét az AttB-ben is végrehajtjuk. Az egész
technologia ezen az észrevételen alapszik: a megfeleld, kompatibilis parokat szamozassal szoktak jelolni. Ha
tehat a plazmidunk tartalmaz két darab, megfeleléen orientalt AttL helyet (AttL1 és AttL2), amelyek egy
"picikét" kiilonboznek egymastol (a komplementer szakaszuk mas), de pontosan megfelelnek egy masik vektor
AttR helyeinek (AttR1 és AttR2), akkor az Gsszetartozd helyek paronkénti egyesitésével a koztes darabok
atkeriilnek az egyik vektorbol a masikba. A reakcid in vitro kivitelezhetd: ehhez csak a megfelelé LR
enzimkeverékre van csak sziikség (a valdésdgban nemcsak a Xis enzim kell, hanem az E. coli sajat IHS []
Integration Host Factor [ fehérjéjére, s6t az Int integrazra is). A végtermék vektorokban az inszert két végén
AttP1, és AttP2, illetve AttBl és AttB2 helyek keletkeznek. Természetesen, ha a masik fajta, BP enzim
keveréket hasznalunk a végterméken (ami csak az IHF és az Int fehérjéket tartalmazza, Xis nélkiil), akkor a
reakcid iranya megfordul, és visszakapjuk az eredeti konstrukcidinkat. (Id. 14.3. dbra) Nem szabad elfelejteni,
hogy az AttL, AttR, AttB és AttP végek mind-mind érzékenyek az iranyitasra: ha az egyik véget véletleniil
forditva épitjiik be, akkor a két vektor fog egyesiilni egymadssal, ahelyett hogy az inszertet vinnénk at [] ezért
nagyon figyeljlink oda a tervezésnél! A Gateway klonozas kiilondsen akkor elonyds, ha az inszertiinket késébb
nagyszamu, kiilonféle vektorba szeretnénk atvinni. Ilyenkor az inszertet elébb egy alapvektorba (entry vector)
épitjiik be, amely tartalmazza a megfelelé AttL1 és AttL2 végeket. A bevitel torténhet magaval a BP reakcioval
is (ligalas-fiiggetlen klonozas, 1d. 4.2.5. fejezet): ilyenkor a PCR-termék tilnyuld végei tartalmazzak az AttB1 és
AttB2 helyeket, a plazmid pedig az AttP1 és AttP2 célszekvencidkat. Az inszertet utana nagyszamu kiilonbozo,
AttR1 és AttR2-tartalmu célvektorba lehet atvinni - példaul a fehérjetermelés optimalizalasa céljabol. Az AttP,
AttL, AttR helyeket tartalmazo "gyari" vektorokat ugy alkottak meg, hogy a két rekombinacids hely kozott egy
specialis negativ szelekciés marker legyen: a ccdB gén (F-plazmid eredetiit DNS-giraz inhibitor) [ ha a helyén
marad [] akadéalyozni fogja az atlagos E. coli sejtek ndvekedését, igy a csak a kicserél6dott inszertet tartalmazo
klonokat fogjuk visszakapni. A kiilonféle AttR és AttL parok Osszetettebb szublonozast is lehetévé tesznek:
triikkos felhasznalasukkal akar kis inszertek sorozatabdl is épithetiink egy nagy inszertet. A Gateway klonozas a
targeting vektorok esetében a negativ rezisztencia-gének beépitésénél kiilondsen hasznos: ezeket a végsd
célvektor tartalmazza, €s ide lehet az dsszes kiillonb6z6 célzo (targeting) konstrukcié magjat berakni, mindenféle
restrikcids emésztés nélkiil, LR klonozassal.
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45. fejezet - Ellenorzo kerdések:

1. Milyen méretii szekvencia olvasatokat lehet kapni a 454(Roche), a Solexa (Illumina) és a Solid
technologiakkal?

2. Mi a transzkriptomika?
3. Mi achip?
4. A 2D elektroforézis soran milyen elv szerint torténik az 1 dimenzio6 és a 2. Dimenzi6 szerinti elvalasztas?

5. Mi a PMF (peptid mass fingerprinting)?

128



XIV. rész - Enzimek eloallitasa
fermentacioval, kinyerése,
kiszerelése
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46. fejezet - Expresszios rendszerek

Gs Pr
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Fri promdter

TT: transzkripcids termindcids szigndl,
SZF: szabdlyezé Tehérje,,

TSZE: transzldcidt szabdlyozd elamek,
50: Shine-Dalgarne szekvencia,

[

iransckripeii . feamszlack

.'|'
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Y e

AR antibiotikum rezigztencia,
ORL: replikdcids orige
&5 gozdasejt

transzhripcids poszt-transzhripcics
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(mRMS degraddcid, protein
stabilitds, stb.)
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Expresszios rendszerek

Heevd=0]  T73N5 oohimeas
5

lacl: lsktoz inhibitor
|2cC: laktoz operator
Pro: promoter §10v. T7lac

RB: riboszomakats haly
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47. fejezet - Fermentacio

Ha egy mikrobasejtet — az egyszeriiség kedvéért tekintsiink egy baktériumsejtet — olyan kornyezetbe helyeziink,
amelyben minden szamara sziikséges tapanyag elegendGen nagy koncentracioban van jelen, valamint az egyéb
koriilmények (pH, hdmérséklet, ozmotikus viszonyok) is megfeleldek szamara, akkor a sejt elkezd novekedni €s
egy 1d6 utan osztddik is, azaz egy anyasejtbdl két azonos leanysejt keletkezik. Tekintsiik meg az 4.1. animaciot,
amely egy kaccsal torténd atoltassal kezdddik Petri-csészén kifejlédott baktériumteleprdl egy razélombikban
1év6 tapoldatra, amit 30 percenként (példankban egy gyorsan szaporodd Escherichia coli sejtet tételeziink fel)
kovet egy osztddas. Az elsd generacid tehat kettd, a masodik, 60 perc elteltével 22=4, a harmadik generacid
megsziiletése 90 perccel az atoltds utan 23=8, a negyedik 24=16, és igy tovabb az n-edik generacidig, amely
Osszesen 2n darab leanysejtet eredményez.

A biomérnoki gyakorlatban sokkal inkabb a sejttomeg novekedése érdekel benniinket, mint a sejtek szam
szerinti gyarapodasa, ezért a a Jaques Monod nevét visel6 novekedési modell alapegyenleteit, alkalmazzuk.

A novekedési gorbe négy szakaszra oszthatd. Az elsd szakaszt lappangasi fazisnak vagy lag szakasznak hivjuk.
Ebben a mikrobasejtek még nem névekednek, legalabbis szamottevd, mérheté ndvekedés sem szam szerint, sem
tomeg szerint nincsen. Ebben a periodusban a sejtek adaptalddnak az 0 kdrnyezethez. E szakasz értelmezése
nem teljesen egységes. (Mivel értelmezése és foként leirasa meghaladja lehetdségeinket, ezért tekintsiik lag
szakasznak azt, ahol novekedés nem észlelhetd.) E szakaszban p=0. A lag periddust a gyorsuld ndvekedés
szakasza koveti, amely alatt az adaptacio folytatodik, de itt mar észlelheté novekedés, méghozza egyre gyorsuld
itemben. Nem minden sejt jut el azonban egyidejlileg oda, hogy maximalis sebességgel szaporodjék,
fokozatosan kapcsoldédnak be a nodvekedésbe, igy e szakaszban p 0 és umax kozott van. A kovetkezo,
exponencialis fzisban (a gyakran hasznalt, logaritmikus fazis kifejezés helytelen!) a teljes sejttdmeg maximalis
intenzitassal novekszik, p=pmax A negyedik szakaszt hanyatld fazisnak nevezziik, itt ismét p 0 és pmax kdzott
van ¢s tart a nulldhoz.

Mikroorganizmusok tapanyagigénye, az alkalmazott tapoldattipusok és Osszetevoik A fermentacios iparokban
alkalmazott mikroorganizmusok termelSképessége alapvetéen két tényez6tdl fligg: meghatarozd szerepli a
mikrobat jellemz6 genom, de ugyancsak donté az a kdrnyezet, amelyben a mikroorganizmusokat tenyésztjiik.
Ugy is fogalmazhatunk, hogy a mikroba igen nagy szamu ,lehetésége” koziil (amely a genom altal
meghatarozott), az adott kornyezetnek megfeleld véges szamt ,tulajdonsag” fog manifesztalodni. Adott
mikrobatdrzs esetén tehat mar a kdrnyezet az elsddleges meghatiaroz6. A kornyezet fogalmaba értjiik a
taptalajok mindségi €s mennyiségi Osszetételét (beleértve az oldott oxigén szintjét is aerob fermentaciok esetén)
¢s az un. kornyezeti paramétereket: pH, hoémérséklet, redoxpotencial-viszonyok stb. Csak a mikroba
tevékenysége szempontjabol kedvezd kdrnyezet biztosithat kedvezo termelési szinteket. A , kedvezd” kdrnyezet
meghatarozasa igen sok tényezds, bonyolult optimalasi feladat, amelynek egyes elemeivel a kovetkezokben
foglalkozunk. Egy fermentaciés folyamat megtervezésének, optimalasanak, megvalositasanak egyik
legfontosabb 1épése a megfeleld ndvekedést és/vagy termékképzodést biztosito taptalaj 6sszeallitasa. A tapoldat-
taptalaj funkcidja a mikroba taplalkozasi és kornyezeti igényeinek egyidejii kielégitése, de ezen tilmenden
gazdasagi szempontokat is figyelembe kell venni a tapoldat tervezése, optimalizalasa soran.

Taplalkozasi igénylik szerinti valamennyi csoportban talalhatunk olyan mikrobakat, amelyek gazdasagi
szempontbol fontosak, de a fermenticids iparok jelenleg leginkabb a heterotréf csoportba tartozod
mikroorganizmusokat alkalmazzak, amelyek tehat mind energia-, mind szénforrasuk tekintetében szerves
anyagra szorulnak. Ez a megallapitas azonban nem kizard, hiszen ismeriink olyan ipari eljarast, amely példaul
eukariota, fényhasznositod fotolitotrof organizmust alkalmaz (alga), de vannak olyan biobanyaszati eljarasok is,
amelyek soran érceket kemolitotrof baktériumokkal lagoznak ki (bacterial leaching).
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48. fejezet - Ellenorzo kerdések:

1.

2.

Mi az alapja az error prone polimeraz lancreakcionak?

Hogyan lehet megemelni a Taq polimeraz hibazasi aranyat?

. Mi a kdzos elvi hattere a Kunkel féle és a Quick change mutagenezisnek?
. Milyen tulajdonsagai vannak a T7 RNS polimeraznak?

. Mik a transzkripcids expresszids vektorok?
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XV. rész - Enzimek ipari alkalmazasai

A biokémiai enzimes hidrolizist a hidrolazok katalizaljak. Ezek az EC 3. csoport enzimei, amelyek egyikével-
masikaval mar az eddigiekben is talalkoztunk. A hidroldzok nagyszamli enzimcsoportja (észterazok,
glikozidazok, proteazok, lipazok, acilazok stb.) mindegyikének ko6zos jellemzdje, hogy a szubsztratbol
vizfelvétellel képzddnek a termékek: X [1Y + H20 HX + YOH

A 180-val jelzett vizzel végzett hidrolizisreakcid fontos szerepet jatszik a hidrolizis mechanizmusénak
vizsgalataban. A fenti reakcioban a viz OH-ja a szubsztrat Y-komponenséhez kapcsolodott. ElIméletileg az OH
az X-komponenshez is kotddhet. A két lehetdséget reakcido-mechanizmus szempontjabol meg kell
kiilonboztetniink. A tovabbiakban ipari szempontbol jelentds hidrolizises atalakitasokat tekintlink at
részletesebben a teljesség igénye nélkiil, kiemelve a legfontosabbakat, illetve a valamilyen szempont szerint
jelentdseket.

A keményit6 enzimes hidrolizise.

A keményit6, a felépitésében részt vevd gliikdzmonomerek tekintetében homopolimer, a gliikozid-kotések
kiilonbozbésége révén azonban két eltérd szerkezetli polimert jelent. Az egyik az amildz, amely a-1,4-gliikkozid-
kotésekkel Osszekapesolt lancpolimer, amelyben az egy molekulat alkotd gliikdézegységek szdma — a
polimerizacios fok — 100-2000 ko6zott valtozik. A masik keményit6-komponens az amilopektin, amely mintegy
95% a-1,4-kotés mellett mintegy 5% elagazo, o-1,6-kotést is tartalmaz. Az egy elagazasra juto glilkozegységek
szama atlagosan tehat 20, polimerizacios foka pedig tobb 10 000 is lehet. A keményitok két frakcidjanak
elsddleges felépitését a abra szemlélteti. A kiilonbozé novényekben képz6dd keményitdszemesék — amelyeket
ipari moédszerekkel kinyernek — kiilonbozé ardnyban tartalmazzak az amildzt és az amilopektint. Az amiloz
helikalis szerkezetét és az amilopektin filirtds (klaszteres) elagazasokat tartalmazd szerkezetét tanulma-
nyozhatjuk a abran, mig a névényi keményitészemcse felépitését (felépiilését a novekedés soran) szemlélteti a
abra.

abra: Az amiloz hélixe és az amilopektin klasztere

A keményitd enzimes hidrolizise jatszodik le a novényi magvak csirdzasanal, a magasabbrendii ¢161ényekben az
emésztésnél, egyes mikroorganizmusok tapanyagfelvételénél stb. A kotéshasitds minden esetben a C1-O atomok
kozott torténik. A hidrolizisnél a felvett vizmolekula OH-csoportja tehat a C1 glikozidos szénatomhoz, mig H
része az O atomhoz kapcsolodik. Az OH-csoport kapcsolddasa sztereospecifikus, egyik esetben a C1 atomon a-,

cre

s

a keményit6 a-1,4-es kotéseinek hasitasa révén.

Az a-amilaz (EC 3.2.1.1.: alpha-amylase) extracellularis és altalaban induktiv enzim, amely a keményit6t
statisztikusan tamadja meg (tehdt endoenzim), és igy a reakcid eredménye kettd, harom és nagyobb
polimerizacids foki dextrinek. Az a-amildzokat sok gomba- és baktériumfaj képes termelni. Ezek egymastol
keményitéfolyosito és/vagy -elcukrositdo hatasban, tovabba pH- és hémérséklet- optimumban, valamint
stabilitasban kiilonboznek. A legtobb a-amilaz stabilizatorként kalciumot igényel miikddése soran. A
kereskedelmi forgalomba Keriild a-amilaz-készitmények gyartasanal Bacillus subtilis, Aspergillus oryazae
torzseket és Gjabban termostabil Thermomonospora torzseket hasznalnak.

A gliko-amilazok — vagy y-amilazok — (EC 3.2.1.3. — glucan 1,4-alpha-glucosidase) PB-konfiguracidja
gliikozegységeket hasitanak le, és igy a teljes keményitdmolekulat gliikkozza képesek hidrolizalni (exoenzimek).
A maltozt csak nagyon lassan bontjak, és nem tdmadjak, illetve csak igen lassan az elagazo lancok 1,6-kotéseit,
ezért a gliiko-amilazoknak kitett keményité hasitasi termékei a kovetkezok: gliikkdz, maltéz és hatardextrinek
keverékei. Az enzim eldallitasara kiilonboz6 Aspergillus és Rhisopus torzseket hasznalnak.

A keményitébontd enzimek negyedik csoportja, a pullulanazok, ill. izoamildzok az amilopektin elagazd
oldallancait, a-1,6-kotéseit is képesek hasitani.

A keményité hidrolizatumok eléallitasanak menete vazlatosan a kdvetkezé (lasd abra): A vizoldhatatlan
keményit6bdl szuszpenziot készitenek, amelyet 105 °C-ra melegitenek fel. Ekkor az a—milaz egy részét is
hozzédadjak, azaz mar a csirizesedés kozben elkezdi kifejteni hatasat az enzim. Ez miivelet igen révid ideig tart
(5 perc), ezutan a zagyot visszahtitik 95 °C-ra, és hozzaadjak az enzim masik részét is. Az elfolydsitast Ca2+




ionok jelenlétében végzik mintegy 2 ora hosszat. Ez a mivelet az elfolydsitds, a csirizesedés kdzben nagy
viszkozitastva valt keményitdzagy ugyanis az enzim hatdsara elveszti nagy viszkozitasat, elfolyosodik. Az
elfolyositott keményitdoldatot rendszerint sziirés utan pH=4,5-en és 60 °C-on cukrositjak el glilko-amilaz
enzimmel. Ezen elcukrositasi miivelet soran, mely technologiafiiggden 48—72 6ra hosszat is eltarthat, esetenként
pullulandz (izoamildz) enzimet is adnak az oldathoz. Az enzimek specifitasa és az atalakitas koriilményei
meghatarozzak a végtermék Osszetételét.

Az elcukrositas pontos koriilményeinek és az annak soran felhasznalt enzimeknek, enzim- keverékeknek a
fiiggvényében kiilonb6z6 bontasfoku gliikdzszorpdk, illetve a gliikdz mellett maltozt vagy féleg maltozt (ekkor
maltézszorprol beszEliink) tartalmazo, kiillonbozd édességii szorpdok allithatok eld az édesipar, cukraszati ipar
igényeinek megfelelden. Az emlitetteken kiviil a keményitd hidrolizisének még egy sor iparagban, példaul a sor-
és szesziparban, valamint a textiliparban az irtelenitésnél, illetve a papiriparban van jelentdsége.

A abran lathato szerkezet(i diszaharid tejcukor a tehéntejben mintegy 4,7%-ban talalhato, és ugyancsak 1ényeges
OsszetevOje a sajtgyartaskor keletkezé savonak. Emésztése soran a [-galaktozidaz vagy laktaz enzim (EXo-
(1—4)-beta-D-galactanase, lactase EC 3.2.1.23.) bontja le gliikkdzra és galaktozra, és igy hasznosul. Mig a
csecsemOk toleransak, azaz rendelkeznek laktdz- lebontd képességgel, addig a feln6tt lakossag korében nagy
népegészségiigyi problémat okoz az Un. laktozintolerancia. A kinaiak 90, a fekete amerikaiak 73%-a nem
rendelkezik laktazzal, azaz into-lerans, mikézben a fehér amerikaiak 99%-a és a svédek 84%-a tolerans a
laktozzal szemben. A bontatlan laktozt a vastagbél anaerob flordja gazfejlodés kdzben erjeszti, raadasul a laktoz
gatolja a vizfelszivodast is a vastagbélben, ezért az intolerancia esetén fogyasztott tej és tejcukortartalmi egyéb
termék ugynevezett exploziv diarreat, azaz hasmenéssel egylittjaré puffadast okoz. E népbetegség kezelésére
egyrészt laktaztartalma enzimkészitményeket alkalmaznak, masrészt laktozmentes tejet és tejkészitményeket
gyartanak a tej laktaz enzimmel torténd kezelésével. A laktaz enzimmel kezelt tej 1ényegesen édesebb, mint a
nativ, hiszen a lakt6z édessége a szahar6zénak csupan 20%-a, mig a hidroliziskor keletkez6 gliik6zé 70% és a
galaktozé 58%. Ez a tény a laktdz hidrolizis tovabbi felhasznalasat is indokolja: fagylaltkészitmények és
kiilonboz6 natir €s izesitett siiritett tejkészitmények eldallitasakor is alkalmazzak. Utdbbiaknal kedvezd, hogy
igy a készitmény cukortartalma nehezebben is kristalyosodik ki. Magat az enzimet tobbféle mikroorganizmus
¢leszt Kluyveromyces fragilis (K. marxianus var. marxianus) altal termelt enzim pH-ja 6,5-7,0 optimumu, mig
az Aspergillus oryzae pH 4,5-6,0, az A. niger pedig pH 3,0—4,0 koz6tti optimummal rendelkez6 enzimet allit
el6. Ezek a B-galaktozidaz készitmények rogzitett formaban kaphatok a kereskedelemben. E készitmények
nemcsak a pH-optimum értékeiben, hanem fémion-igényiikk (mint kofaktor), illetve fémek altal okozott
inhibicidjuk tekintetében is kiilonboznek egymastol, abban azonban egyformak, hogy mindegyikre gatldlag hat
a termékgalaktoz.
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49. fejezet - Ellenorzo kerdések:

1. Mik a transzlacioés vektorok?

2. Mik a hidrolazok?

3. Milyen enzimekkel bontjuk a keményitot.
4. Miért van sziikség a pullalanazra.

5. Milyen enzimmel lehet megoldani a tejcukorérzékenységet.
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