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A géntechnolégia és fehérjemérnokség cimi elektronikus jegyzet elsdsorban a mesterképzésben molekularis
szintli bioldgiat tanuld egyetemi hallgatok szamara késziilt, de barmely, a rekombinans DNS technologia irant
¢érdekl6do hallgatd, vagy mar végzett kutatd szamara is hasznos informaciokat tartalmaz.

Mivel a jegyzet {6 célk6zonsége mesterszintii képzésben tanul, feltételezziik, hogy az olvasé korabban mar sikeresen
elvégzett biokémia, genetika és mikrobiologia kurzusokat. Ezen tudas nélkiilozhetetlen a jegyzetben leirt modszerek
elméleti hatterének megértés¢hez.

A jegyzet szerkezetét és tartalmat az ELTE-n idestova tobb mint huisz éve tanitott géntechnoldgia targy oktatdsa
soran szerzett tapasztalatok alapjan allitottuk 6ssze. Ezuton fejezem ki kdszonetemet ma mar nyugdijas kollégdmnak,
Szilagyi Laszlénak, aki sok évig oktatta a géntechnoldgia targyat, aki az elsdk kozott alkalmazta a Biokémiai
Tanszéken a géntechnologiai modszereket a kutatomunkéjaban, s akivel kdzosen alakitottuk ki a targy tematikajat.
Mivel a jegyzetirasban kdzremiikodo szerzégarda minden tagja az ELTE Biokémia Tanszék fiatal munkatarsa,
ahol hagyomanyosan fehérjetudomannyal foglakozunk, ezért a konyv hangsulyozottan ,,biokémikusi” szemléletre
épiil. Ebbdl a ténybdl adodik, hogy a fehérjetudomanyban altalunk is hasznalt géntechnologiai modszereket nagyobb
részletességgel targyaljuk, viszont nem megyiink bele mélyen példaul a géntechnoldogiaban nélkiilozhetetlen
mikrobialis és eukariota sejttenyésztési modszerek részletezésébe. Szintén kevesebb teret szenteliink a molekularis
genetikai, funkcionalis genomikai, molekularis sejtbiologiai, molekularis mikrobioldgiai, virologiai, névénybiologiai
€s mas molekularis szintli biologiai kutatasokban alkalmazhato ,,specidlis” modszerek bemutatasanak.

A jegyzet cime is a biokémikus szemléletre utal, hiszen a fehérjemérnokség a fehérjetudomany része. Ennek, a
neve alapjan alkalmazott tudomanyagnak a célja valamilyen szempontbol jobb, hasznosabb fehérjék eldallitasa.
De nem csak alkalmazott tudomanyrdl van sz6, hiszen a fehérjék szerkezet-funkcié 0sszefiiggéseinek vizsgalata
ma mar legnagyobb részt rekombinans fehérjékkel torténik, és sokszor a fehérjelancokat kodolé DNS
szekvencidjanak megvaltoztatasan keresztiil (in vitro helyspecifikus mutagenezissel) igyeksziink megérteni a
fehérje bioldgiai szerepét — s mddszertani megkozelitésben ekkor is fehérjemérnokséget miiveliink. A jegyzetnek
nem célja egy szisztematikus ,,fehérjemérnokség” targy leirasa, ezért nem foglalkozunk részletesen azokkal a
konkrét ,tervezett fehérjékkel”, amelyeket a géntechnologia ezen aga maig eldallitott. A hangstly a
fehérjemérnokséghez sziikséges géntechnologiai eljarasok leirasan lesz. Igen alaposan targyaljuk a rekombinans
fehérjék eldallitasanak lehetdségeit (expresszios rendszerek) és a szerkezet megvaltoztatdsanak lehetdségeit
(mutagenezis modszerek). Kiilon fejezetet szenteliink az iranyitott evolicio - izgalmas lehetdségeket megteremtd
- modszereinek bemutatasara. Bizonyos értelemben a fehérjemérnokség termékei azok az egyre nagyobb szamban
felhasznalasra keriild fehérjegyogyszerek is, amelyek eldallitasaval, ha nem is részletekbe menden, de szintén
foglalkozunk.

A géntechnologia a biotechnoldgiai iparag része. Nem targya a jegyzetnek a géntechnolodgia ipari alkalmazasainak
mélyebb targyalasa, mivel hangstlyozottan a biologus kutatoképzésben résztvevé hallgatokat céloztuk meg. Ennek
ellenére ugy véljiik, hogy a vegyész, biomérnok, bionikai, orvosi és biotechnologia szakemberképzés teriiletén is
haszonnal forgathatd jegyzetet kap kézhez az olvaso.

Elektronikus jegyzetrdl 1évén szo, igyekeztiink az ebbdl a ténybdl adodo lehetdségeket kihasznalni. A jegyzet
nagyszamu kereszthivatkozas, internetes hivatkozast tartalmaz. Az utobbiak segitségével az olvasd a jegyzet
ismeretanyagat messze meghalado, a tanulas hatékonysagat ndveld tovabbi temérdek informaciohoz juthat hozza.
A modszerek gyakorlatban torténé hasznalhatosagat segiti a jegyzetbe integralt néhany videofilm, de ezt a célt
szolgalja egyes modszerek praktikus szempontokat is megemlitd leirasa. Jegyzetiink elméleti anyag tehat nem
tartalmaz részletes gyakorlati ,,recepteket”, bar tobb helyiitt hiperhivatkozasok formajaban ilyen weboldalakat is
elérhet az olvaso.

Szerkezetét tekintve a jegyzet egy, a géntechnologia torténetét a sziikebb értelemben vett molekularis biologia
(a nukleinsavak kutatasa) torténetével egyiitt felvazolo fejezettel kezdédik. A géntechnologia alapjat jelentd
molekularis klonozas bemutatisa utan sorra vessziikk a teriilet miveléséhez sziikséges eszkozoket és
alapmoédszereket. Bemutatjuk a DNS ,,manipulacio” enzimeit, a DNS molekulak szeparalasahoz sziikséges
elektroforézis technikakat, a nélkiilézhetetlen hibridizacios és szekvenalo modszereket, a klonozashoz hasznalhato
vektorok tipusait. Sorra vessziik a rekombinans DNS tervezésénck egyes 1épéseit, a klonozasi stratégiakat, a
DNS konstrukciok sejtbe juttatasi modszereit (génbevitel), az in vitro DNS felszaporitast lehetévé tevo polimeraz
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lancreakcei6 alapjait és felhasznalasi teriileteit. Targyaljuk a kiilonbozé génkonyvtarakat, bemutatjuk a genom
projektek modszertani hatterét és néhany konkrét genom programot is (kiemelten a Human Genom Programot).
Igen alapos és részletes fejezet foglalkozik a géntechnoldgia miiveléséhez szintén nélkiilozhetetlen bioinformatika
relevans teriileteivel és alkalmazasaival. A fehérjemérnokség targykorébe elsdsorban az in vitro mutagenezist
és az Osszes lehetséges expresszios rendszert (in vitro, prokariota, eukariota gazdasejtek, transzgenikus
él6lények) ismertetd fejezetek tartoznak. Kiilon fejezetet szenteliink az igen fontos Un. gén targeting (célzott
génbeviteli) médszereknek, amelyek segitségével organizmus szinten modosithatunk célzottan egy-egy gént
(knock-out, knock-in technika), illetve a nem tal régen felfedezett RNS csendesités jelenségét (knock-down)
kihasznalva tehetiink tonkre egy-egy mRNS molekulat. Szintén kiilon fejezet foglalkozik a transzgenikus élélények
eléallitasanak hatterével, s néhany GMO példaval a mikroorganizmusok, a ndvények és az allatok korébdl - de
nem probalunk atfogo leirast adni errdl a teriiletr6l. Roviden bemutatjuk a ma még inkabb jovobeni alkalmazast
jelentd génterapias eljarasok alapjait. Végiil sort keritink a mar emlitett irdnyitott evoliicios modszerek
bemutatasara €s ismertetiink néhany specifikus, a fehérjetudomanyban alkalmazott géntechnologiai tin. interakcios
moédszert is. Az egyes fejezetek végén a témahoz kapcsolodd néhany szakirodalmi forrast, tovabbi olvasnivalot
sorolunk fel.

Bizunk benne, hogy az e-jegyzetiink eléri a megfeleld célkdzonséget, s mind egyetemi hallgatok, mind a
géntechnologia irant érdekl6 szakemberek hasznosnak talaljak majd az elektronikus oldalak lapozgatasat. Az egyik
{6 célunk, hogy a hallgatoink a Géntechnolégia kurzus vizsgakovetelményét az e-jegyzet hasznalataval konnyebben
¢és eredményesebben teljesitsék. A masik f6 célunk, hogy az olvasé ne csak elméleti hattéranyagként hasznalja az
e-jegyzetet, hanem a kisérleti munkajanak megtervezéséhez és kivitelezéséhez is hasznosithatd informaciokat
talaljon benne, legyen szo6 laboratériumi gyakorlatokrol, tudomanyos didkkori és szakdolgozati munkardl vagy
géntechnologiai mddszerek hasznalatat megkivand alap- és alkalmazott kutatasi projektekrol.

Budapest, 2013. majus

Nyitray LaszIo, szerkeszto

viii

http://www.renderx.com/



render

1. fejezet - A géntechnolodgia
torténetének meérfoldkovei

A géntechnoldgia sziiletését megeldzte a DNS szerepének és szerkezetének megismerése, az 6roklédés molekularis
mechanizmusainak feltarasa. Ezért az alabbi torténeti attekintést a DNS felfedezésénél kezdjiik, s a nukleinsav
biokémia mérfoldkdveinek (és a kulcs kisérletek) felvazolasan at jutunk el azoknak a modszereknek a leirasaig,
amelyek lehetévé tették az elsd rekombinans DNS létrehozasat. Attekintjiik a technologia fejlédését jelzé f6
moddszertani Gjitasokat, azt a fejlédést, ami az egyes gének vizsgalatatol elvezetett a genom projektekig és a nagy
ateresztoképességli modszerek megjelenéséig.

1.1. Az orokitoanyag felfedezésétol a genetikai
kéd megfejtéséig
1.1.1. A DNS felfedezése és a kolibaktérium leirasa

A géntechnologia kialakulasahoz, a rekombinans DNS technikdk megjelenéséhez vezetd Gton az elsd fontos 1épést
Friedrich Miescher (1844-1895) tette meg 1869-ben a DNS felfedezésével. Miescher a leukocitdk kémiai
Osszetételét vizsgalta. A sejtmagokbol egy savban oldhatatlan, viszont ligban 0ld6dd, magas foszfor tartalommal
jellemezhetd anyagot sikeriilt elkiilonitenie, ami a fehérjékkel ellentétben hokezelés hatasara nem csapodott ki az
oldatbol. Késdbb ugyanezt az anyagot sikeriilt izolalnia ugy is, hogy pepszines kezeléssel lebontotta a mintdban
talalhato fehérjéket. A fehérjéktdl eltérd osszetétel és viselkedés, valamint a protedz kezeléssel szembeni rezisztencia
arra mutattak, hogy Miescher egy 1j, kordbban ismeretlen anyagot talalt. Ezt a sejtmagokra jellemzd anyagot
nukleinnek” nevezte el.

1.1. abra: Friedrich Miescher

Theodor Escherich (1857-1911), német gyermekorvos és mikrobiologus a bélrendszer baktériumflorajat vizsgalva
szamos addig ismeretlen baktériumot azonositott, kozottiik egy Gram-negativ, fakultativ anaerob baktériumot,
melynek a ,,Bacterium coli commune” nevet adta. Eredményeit 1886-ban publikalta. A haldla utan Escherichia
coli nevet kapott baktérium napjainkra a géntechnoldgiai kutatasok és a géntechnologiai ipar egyik legfontosabb
eszkozévé valt, melyben konnyl tenyészthetdsége, gyors osztédasa (idealis koriilmények kozott 20 percenként
osztodik), egyszerii genetikai manipulalhatosaga jatszottak szerepet.
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1.2. abra: Theodor Escherich arcképe és az Escherichia coli elektronmikroszkopos képe (mérete 2 x 0,5 mm)

1.1.2. A DNS orokitdanyag szerepének tisztazasa

Frederick Griffith (1879-1941) brit bakteriologus, a tiidogyulladast (pneumonia) okozo Streptococcus pneumoniae
baktériumot vizsgalva 1928-ban felfedezte a transzformacié jelenségét. A baktérium két torzsét hasznalta fel
kisérletei soran, melyeket a telepek morfoldgiaja alapjan tudott elkiiloniteni: a ,,sima” térzs (S: smooth) és a ,,durva”
torzs (R:, rough). Az S-torzs képes tiidogyulladast okozni, mig az R-tdrzs nem. Egerekbe injektalva a baktériumokat
az S-torzs esetén a kialakulo tiidégyulladas az egér pusztulasat okozza, mig az R-torzs esetén az egér tulél. Amikor
Griffith hokezeléssel elpusztitotta az S-torzsbe tartozo baktériumokat, majd egerekbe injektalta az igy nyert anyagot,
az egerek nem betegedtek meg. Ha azonban az elpusztitott S-t6rzshoz €16 R-térzsbe tartozé baktériumokat kevert,
az egér megbetegedett és elpusztult, annak ellenére, hogy 6nmagaban az R-trzs és az elolt S-torzs is artalmatlannak
bizonyult a korabbi kisérletekben. Az elpusztult egerek szervezetében mindkét torzs jelenlétét ki tudta mutatni.
Az elpusztitott baktériumokbol kikeriilé anyagok tehat ,,atalakitottak™ valamilyen médon az artalmatlan R-tdrzsbe
tartozo baktériumokat, vagyis a fertézés képessége atadodott. Griffith a jelenséget ,transzformacionak™ nevezte
el.

(Ma mar tudjuk, hogy az S-torzsbe tartozo6 baktériumok rendelkeznek egy poliszacharid burokkal, mely védelmet
biztosit a gazdaszervezet immunrendszere ellen. Az R-torzs esetén ez hidnyzik. A fertézés képessége, vagyis a
poliszacharid burok létrehozéséhoz sziikséges genetikai informdacid, a hdkezelés soran épségben megmaradt, majd
az R-torzs baktériumai altal a kiilvilagbol felvett DNS molekuldk kozvetitésével jutott at a kordbban fertézni nem
képes sejtekbe.)

R-tores |rein olend Rl Hkrpekissel £lalt Hidlarpald 5l eldh
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Mz egér Sletben Az gde ipustul Az egéy életben
arad frarad

Az egér elpudstul
1.3. abra: Frederick Griffith és Griffith transzforméacios kisérlete (GNU Free Documentation License, szerzo.
Madeleine Price Ball)

A transzformacioért felelds, vagyis a genetikai informaciot hordozo anyag kémiai természetének azonositasa
Oswald Avery (1877-1955), Colin MacLeod (1909-1972) és Maclyn McCarty (1911-2005) munkajanak kdszonhetd.
Az 1944-ben publikalt kisérletben Griffith kutatasaihoz hasonl6an 6k is a Pneumococcus baktérium R- és S-torzseit

http:// www.renderx.com/



A géntechnologia torténetének mérfoldkovei

hasznaltak. Az S-torzsbol sikeriilt izolalniuk a transzformacioért felelds anyagot. Kiilonb6z6 kémiai modszerekkel
vizsgalva a preparatumot kimutattak, hogy az nagy valosziniséggel DNS-bdl 4ll, és nem tartalmaz fehérjéket.
(Akkoriban a fehérjéket tartottdk a genetikai informacié hordozojanak.) Ezt kdvetéen kiilonbozo enzim
preparatumokkal kezelték az anyagot (pl. proteaz, RN-az, DN-4z). Transzformaciot csak akkor nem tapasztaltak,
ha a preparatumnak DN-az aktivitasa volt. Egyéb enzimek viszont nem gatoltak transzformaciot.

1.4. abra: Oswald Avery

Avery és munkatarsai eredményeit akkoriban a tudomanyos kozvélemény egy része kritikusan fogadta, mivel
logikusabbnak tlint a 20 féle aminosavbol allo fehérjékrdl feltételezni, hogy orokitéanyagként funkcionalnak. A
perdontd kisérletet 1952-ben Alfred Hershey (1908-1997) és Martha Chase (1927-2003) hajtottak végre, akik
T2 bakteriofaggal kisérleteztek. A fagrészecskékrdl ismert volt, hogy fehérje burokkal rendelkeznek, melynek
belsejében DNS talalhato. Kihasznalva, hogy a fehérjealkotd aminosavak a DNS-sel ellentétben tartalmaznak ként,
viszont nem tartalmaznak foszfort, Hershey és Chase szelektiven jeldlhette radioaktiv kén (358) és foszfor (32P)
izotopok felhasznalasaval a fehérjeburkot és a DNS-t. Ehhez olyan baktériumokon szaporitottak a fagokat, melyek
vagy 35S, vagy 32p tartalma taptalajon novekedtek. Az ilyen modon jelolt fagrészecskékkel azutan olyan
baktériumokat fertdztek, melyek jelletlen taptalajon novekedtek. A 333 izotop nagyrészt a baktériumsejteken
kiviil maradt, mig a 32pa sejtek belsejébe keriilt, vagyis fertézéskor a fag DNS bejutott a sejtekbe, mig a fehérjeburok
elemei nem. Raadasul a fertdzés utan Gjonnan képzodo fagrészecskek a 32p_t ,»megorokoltek™ a sziiléi generaciotol,
mig a 33S-t nem.

Eredményeik elismeréseképpen Hershey (Max Delbriick-kel és Salvador Luria-val megosztva, akik szintén
bakteriofagokkal végzett kisérleteikben a replikacio és a mutacid problémakorét vizsgaltak) 1969-ben fiziologiai
¢és orvostudomanyi Nobel-dijat kapott.

1.5. abra: Alfred Hershey és Martha Chase
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1.1.3. A DNS kettoshélix felfedezése, a genetikai kod
megfejtése

A géntechnoldgia szempontjabdl kulcsfontossagli esemény volt a DNS szerkezetének felfedezése, amely James
D. Watson (1928-) és Francis H. C. Crick (1916 2004) nevéhez fliz6dik. Watson és Crick a DNS kettoshélix
modelljét Maurice Wilkins (1916-2004) és Rosalind Franklin (1920-1958) rontgendiffrakcios adatai alapjan allitotta
fel 1953-ban. A modell helyesen feltételezte, hogy a DNS két, egymassal ellentétes iranyba futd szalat tartalmaz.
Az Erwin Chargaff (1905-2002) altal megfigyelt szabalyok alapjan (az adenin és a timin, tovabba a citozin €s a
guanin aranya megegyezik a DNS-ben) helyesen feltételezték azt is, hogy a szalak kozotti kapcsolatot a bazisok
kozott specifikus modon kialakulod hidrogén-kotések jelentik. Watson és Crick modellje ravilagitott a DNS
megkettézoédésének mechanizmusara is: mivel barmelyik szal bazissorrendje egyértelmiien meghatarozza a masik
szal bazissorrendjét, a két szal elvalasztasaval nem vész el informacio. Az elvalasztott szalak mintaként (templatként)
szolgalhatnak ij, komplementer szalak szintézisé¢hez. gy két @j kettdshélixhez jutunk, melyeknek csak az egyik
szala Gjonnan szintetizalt. Ezt a mechanizmust szemikonzervativ replikacionak nevezziik.

Watson, Crick és Wilkins 1962-ben fizioldgiai €s orvostudomanyi Nobel-dijat kapott a DNS szerkezetének
felfedezéséért. Rosalind Franklin, akinek a hozzajarulasa az eredményekhez szintén kulcsfontossagu volt, sajnos
nem részesiilhetett ebben az elismerésben, ugyanis négy évvel korabban, 1958-ban elhunyt.

1.6. abra: A. James Watson (balra fent), Francis Crick (balra lent); Watson, Crick és a DNS kettéshélix modellje
(jobbra fent); A Rosalind Franklin altal készitett DNS szal-diffrakcios felvétel, mely az egyik kulcsfontossagi
bizonyiték volt a modell helyességét illetéen (jobbra lent).

A DNS szerkezetének megismerésével azonban még mindig nyitva maradt egy nagyon fontos kérdés: milyen
moddon hasznosul a DNS molekuldban tarolt genetikai informdacid a sejtekben, vagyis hogyan képes a DNS a
fehérjelancok szintézisét kddolni? Marshall Nirenberg (1927-2010) volt az elsd, aki sikereket ért el a genetikai
kod megfejtése terén. Kisérleteihez E. coli sejtek citoplazmajat hasznalta fel, melyben jelen volt a fehérjeszintézishez
szilikséges minden komponens. A mintdhoz szintetikus RNS-t (poli-U) és a 20 fehérjealkot6 aminosav koziil egyet-
egyet radioaktivan jelolve adott. Megfigyelte, hogy poli-U templat esetén csak a fenilalanin épiil be a fehérjelancba.
Tovabbi szintetikus RNS molekulakkal is elvégezte a kisérletet; ekkor mas-mas aminosavak épiiltek be. Har
Gobind Khorana (1922-2011) rovid oligonukleotidok szintézisét kombinalta enzimatikus modszerekkel, igy
képes volt eldallitani olyan RNS polimereket, melyekben kettd, harom, illetve négy nukleotid egység ismétlodott.
Ezeket — Nirenberg kisérleteihez hasonldan — sejtmentes expresszios rendszerben tesztelte. Két nukleotid szabalyos
ismétlddése esetén a polipeptidlancba két féle aminosav épiilt be, szabalyosan valtakozva. Harom nukleotid esetén
egyetlen aminosavbol allo szabalyos polimer jelent meg. Négy bazis szabalyos ismétlédése négy aminosav

http:// www.renderx.com/



render

A géntechnologia torténetének mérfoldkovei

szabalyosan ismétlédd polimerét eredményezte. Mindez igazolta, hogy a genetikai kodban egy aminosavat harom
bazis definial, tovabba, hogy a bazisharmasok nem fednek at.

Nirenberg, Khorana és Holley (az utobbi a tRNS-t fedezte fel) 1968-ban a genetikai kod megfejtéséért megkapta
a Nobel-dijat.

1.2. ADNS ,,manipulalasara” alkalmas enzimek
felfedezése

Az orokitéanyag kémiai természetének, szerkezetének megismerése, valamint a genetikai kod megfejtése mellett
a géntechnoldgia kialakulasahoz sziikséges volt a DNS , manipulalasara” alkalmas enzimek felfedezése is. Az
egyik legfontosabb enzim a DNS szintéziséért felelds DNS-polimeraz, amit Arthur Kornberg (1918-2007)
fedezett fel 1957-ben. Kornberg munkassagat 1959-ben Nobel-dijjal jutalmaztak (Severo Ochoa-val megosztva,
aki eldszor bizonyitotta, hogy kémecsdben RNS-t is lehet szintetizalni)

1.7. abra: Arthur Kornberg

Werner Arber (1929-) a bakterialis restrikciés-modifikacios rendszer vizsgalataval 1962-ben olyan enzimeket
fedezett fel, melyek nélkiil a rekombinans DNS technologia nem johetett volna 1étre. Arber a bakteriofagok gazdasejt
specifitasanak okait vizsgalta. Megfigyelte, hogy az E. coli K12 torzsben felszaporitott bakteriofagok alacsony
hatasfokkal fertoznek egy masik torzset, az E. coli B-t, és forditva: a B torzsben-ben szaporitott fagok rossz
hatékonysaggal fertdznek meg a K12-es torzset. Ha viszont megtorténik a keresztfertdzés az Gijonnan termelt fagok
mar jol szaporodnak az 0j gazdasejtben €s alacsony hatasfokkal fert6zik az eredeti gazdasejtet, amiben korabban
jol szaporodtak. Arber felfedezte, hogy a jelenség hatterében a DNS metilacidja (modifikacio), és endonukleazok
altali, metilaciotol fiiggd hasitasa all.

A restrikcids-modifikacios rendszernek tehat két eleme van: egy restrikcios endonukleaz és egy annak megfeleld,
DNS-metildz enzim. A restrikcios endonukledz specifikusan felismer egy 4-8 bazisnyi DNS szekvenciat és hasitja
a DNS mindkét szalat. A modosité metilaz ugyanebben a szekvencidban metilal egy adenint (az aminocsoporton),
vagy egy citozint (az 5. szénen vagy az aminocsoporton). A restrikcios endonukleaz nem tudja elhasitani az igy
modositott szekvenciat. A két enzim egyiittesen van jelen a sejtben, és jelenlétiik torzs-specifikus. A baktérium
DNS-¢ a metildznak készonhetéen allanddéan metilalt, tehat védve van a restrikcids endonukledz mikodésével
szemben. A kiilvilagbol, pl. egy fagbol szarmazo DNS — feltéve hogy nem ugyanabbol a baktérium torzsbol érkezik
—nincs metilalva ugyanezeknél a specifikus szekvenciaknal, ezért a restrikcioés endonukleazok nagy valoszintiséggel
elhasitjak és igy lebomlik.

Az elso restrikciés endonukleazt Hamilton Smith (1931-) és Daniel Nathans (1928-1999) izolalta az 1960-as
évek végén. Nathans 1972-ben elséként hasznalta a restrikcids enzimeket genetikai térképezésre. (Az SV40 virus
restrikcios térképezését végezte.) Napjainkra mar tobb ezer restrikciés enzimet ismeriink, melyek tobb szdz
kiilonboz6 szekvencia specifikus elhasitasat teszik lehetdvé. Arber, Smith és Nathans a restrikcios endonukleazokkal
végzett kutatdsokért 1978-ban megkapta a Nobel-dijat.
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Martin Gellert (1929-) fedezte fel a DNS-ligaz nevii enzimet 1967-ben, amely képes a DNS molekulak végeit
foszfodiészter kotésekkel kovalensen Gsszekapcsolni, ezzel megteremtve a lehetdségét a kiilonb6z6 forrasokbol
szarmazd DNS molekulak egyesitésének, igy a rekombinans DNS molekulék eléallitasanak.

1.8. abra: Werner Arber, Hamilton Smith és Daniel Nathans (HS arcképe: Creative Commons License, szerzo:
Jane Gitschie; DN arcképének forrdsa: National Library of Medicine)

1.3. Arekombinans DNS technika megjelenése

Az elsd, valodi rekombinans DNS molekulak 1étrehozésa az 1972-ben tortént meg. Paul Berg (1926-) elséként
dolgozott ki egy enzimekre épiilé modszert, két, kiilonbdzo eredetti DNS molekula (SV40 virus és A-fag) egyesitésére.
A cirkularis DNS molekulékat restrikcios endonukleazzal hasitotta. A linearis DNS-t terminalis dezoxiribonukleotid-
transzferaz enzimmel kezelte, mely enzim a kétszalt DNS egyik szalat képes meghosszabbitani a szubsztratként
adott ANTP-kel. Csak egyféle monomert adva az enzim egyszalu, homopolimer ,,farkat” készit a DNS-en (pl.
dATP esetén poli-A). A kétféle forrasbol szarmazé DNS molekulan igy egymassal komplementer (poli-A ¢€s poli-
T) talnytlo végeket tudott 1étrehozni, melyek Watson-Crick féle bazisparosodassal felismerték egymast. A DNS
lancok egyesitéséhez ezutan DNS-polimerazt és DNS-ligdzt hasznalt. Munkassagat 1980-ban Nobel-dijjal
jutalmaztak.

srer

plazmidokat (extrakromoszomalis, cirkularis, kétszali DNS molekulak, melyek 6nalléan replikalddnak) tudott
bejuttatni a sejtekbe. A baktériumok a plazmidon talalhat6 antibiotikum rezisztencia gén hatasara ellenallova valtak
az antibiotikummal szemben; annak jelenlétében is tudtak névekedni. Cohen a kovetkezd évben Herbert Boyer-rel
(1936-) egyiittmiikodve 1étrehozott egy rekombinans plazmidot két masik plazmid restrikcios endonukleaz kezelés
hatasara létrejott darabjaibol. A fragmentumokat DNS-ligdz segitségével illesztették Ossze. Az 1j plazmiddal
sikeriilt E. coli sejteket transzformalni, melyek mind a két kiinduldsi molekulatél szarmazo gént (antibiotikum
rezisztencia) hordoztak. Ezzel amellett, hogy rekombindns DNS-t hoztak 1étre, demonstraltdk azt is, hogy a
plazmidok vektorként (hordozé DNS) hasznalhatok, vagyis mas forrasbol szarmazo DNS darabok beléjiik
illeszthet6k, majd stabilan fenntarthatok E. coli sejtekben, ahol a plazmid jelenlétére a rajta talalhatd antibiotikum
rezisztencia gének segitségével lehet szelektalni. Herbert Boyer és Robert Swanson 1976-ban megalapitottak a
Genentech nevii céget, mely a géntechnologiai ipar kezdetét jelentette. A Genentech a rekombindns DNS technika
gyakorlati alkalmazasat valositotta meg. A legelso sikeres fejlesztés a human inzulin hormon E. coli baktériumban
torténd termeltetése volt 1978-ban (,,Humulin” néven keriilt forgalomba 1982-ben.)
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1.9. ébra: Paul Berg, Herbert Boyer és Stanley Cohen

A rekombinans DNS technika megjelenése azonban a tudomanyos kdzvélemény jelentds részében aggodalmakat
is keltett. Felismerték a kiilonbozd eredeti DNS molekuldk dsszekapcsolasaval 1étrehozhato 0j virusok illetve
baktériumok veszélyeit. Az ilyen mesterségesen 0sszeallitott genommal rendelkezd é161ények igen komoly human
egészségiigyi kockazatot jelenthetnek. Emellett a laboratoriumbol kikeriilve elére meg nem josolhatd hatasuk lehet
mas ¢élolényekre is. Paul Berg az els6 rekombinans DNS molekula 1étrehozéjaként 1974-ben javasolta, hogy a
veszélyekre valo tekintettel egészen addig ne folytassanak kisérleteket rekombinans DNS-sel, amig a megfeleld
szabalyozas €s a biztonsagi eldirasok meg nem sziiletnek. A kérdés megvitatdsara 1975 februarjaban megszervezte
a hiress¢ valt Asilomar-konferenciat. A kisérletek felfliggesztése (moratorium) végiil 16 honapig, a megfeleld
biztonsagi eléirasok és iranyelvek kidolgozasaig tartott.

1.4. Hibridizacion alapulé technikak
megjelenése

Julius Marmur (1926-1996) és Paul Doty (1920-2011) a DNS hé hatasara bekdvetkez6é denaturaciojat vizsgaltak
az 1960-as évek elején, mely munkaval igen komoly befolyast gyakoroltak a rekombinans DNS technologia
fejlodésére. Hokezelés hatasara a DNS két szala elvalik egymadstol, és a minta fényelnyelése megnd (260 nm-es
hulldmhossz kdrnyékén a bazisok elnyelik az UV sugarzast). A jelenség hiperkrom effektus néven ismert. A
hémeérséklet csokkentésével a DNS minta renaturalodik, vagyis egymassal komplementer szekvenciak esetén a
hidrogénkdtések ujra kialakulnak a megfeleld bazisparok kozott. A DNS denaturacio, renaturacio (kiilonb6zo
hasznalatos modszer kihasznalja, igy példaul az Edwin Southern (1938-) altal 1975-ben kidolgozott — és rola
elnevezett — Southern-blot (lenyomat) modszer. A Southern-blot egy adott szekvenciaval rendelkezé DNS molekula
specifikus kimutatasara szolgalé eljaras. (A hasonl6 elven mikddo kimutatési eljarast RN'S minta esetén Northern-
blotnak nevezziik.)

Michael Smith (1932-2000) a helyspecifikus mutagenezis modszerének kidolgozasaért (1978), mig Kary Mullis
(1944-) a polimeraz lancreakci6é (PCR: Polymerase Chain Reaction) modszerének megalkotasaért (1983) kapott
Nobel-dijat 1993-ban. Mindkét modszer kihasznalja a DNS lancok hibridizacios képességét. Smith a ®X174
bakteriofag cirkularis, egyszala DNS-ének rovid szakaszaival komplementer szintetikus oligonukleotidokat
szintetizalt, melyeket ugy tervezett meg, hogy mind az 5’-, mind a 3’-végeik hibridizaltak a fag DNS egy-egy
szakaszaval, am a ko0zépsd szakasz mutaciot tartalmazott. DNS-polimeraz segitségével ezutan a hibridizalt
oligonukleotid 3’-végétdl egészen annak 5’-végeéig szintetizalta a komplementer DNS lancot, majd DNS-ligazzal
egyesitette az 01j szal végeit. Az igy keletkezett cirkularis DNS-nek tehat csak az 0j szala hordozta a mutaciot. A
DNS-t baktériumokba juttatva a keletkezd fagok egy része az eredeti, mig mas része a mutans szekvenciat hordozta.
Ezzel a modszerrel tehat célzottan, barmely két ismert szekvenciarészlet kozott mutacio hozhato 1étre. A polimeraz
lancreakci6 esetén egy kétszalu DNS molekula (,,templat”) tetszéleges szakaszardl készithetiink specifikus modon
nagyszamu masolatot. A szakaszt két, a templat DNS egy-egy szdlahoz hibridizalé szintetikus oligonukleotid
jeloli ki. A modszer felfedezését az 1.5.1. fejezetben részletezziik.

A DNS hibridizacio jelenségét hasznalja ki a nagy ateresztoképességii kisérletek elvégzésére alkalmas ,,DNS-chip”
(DNS microarray) technologia is, amelyeknek egyik elsé valtozatat Stephen Fodor1991-ben fejlesztette ki. A
DNS-chip lényege, hogy egy szilard hordozé felszinén in situ kovalens kotéssel kapcesoltan oligonukleotid probakat
szintetizalnak fotolitografiai eljarassal mikroszkopikus méretii foltokban, elére meghatarozott elrendezésben. Adott
teriileten csak egyféle oligonukleotid talalhat6, melynek ismert a szekvenciaja. Tobb tizezer ilyen folt is lehet
egyetlen chip felszinén. Az igy létrehozott szintetikus probakat felhasznalhatjuk példaul arra, hogy sok gén
expresszios szintjét egyidejlileg, paArhuzamos moédon meghatarozzuk.

1.5. A szekvenalastol a genom korszakig és
tovabb

A DNS bazissorrendjének meghatarozasara elsdként Frederick Sanger (1918-) dolgozott ki altalanosan hasznalhato
eljarast 1975-ben. A DNS-t felépit6 nukleotidokat szelektiv modon adta kiilonbozo reakcidelegyekhez, melyekben
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a szekvenalandd6 DNS-sel komplementer szal szintézisét DNS-polimerdz enzim végezte. A szintézis leallt ott,
ahova az enzimnek a hianyzo nukleotidot be kellett volna épitenie (ez volt az un. ,,plusz-minusz” modszer). Walter
Gilbert (1932-) és Allan Maxam (1942-) 1977-ben kidolgozott egy alternativ eljarast, amelyben a DNS szalakat
kiilonboz6 reagensekkel a négyféle nukleotid utan specifikusan elhasitotta (kémiai szekvenalas). A 1étrejovo
termékek elvélasztasa poliakrilamid gélen, a fragmentumok kimutatasa pedig radioaktivitas alapjan tortént.

Ugyanebben az évben Sanger is kidolgozott egy 1j eljarast, melyben ismét a DNS-polimeraz enzimet hasznalta
fel a DNS szekvenalasara. A DNS szintézis in vitro zajlik, ha van a reakcidelegyben DNS-polimeraz, templat DNS,
a templathoz hibridizalt oligonukleotid (,,primer”; a 3’-OH vég sziikséges a DNS szintézishez!), és ANTP (a négy
féle dezoxinukleotid: dATP, dCTP, dGTP, dTTP). A DNS-polimeraz enzim képes dNTP analogokat is szubsztratként
elfogadni. fgy példaul a 2°,3’-didezoxinukleozid-trifoszfat (ddN'TP) analogok is beépiilnek, de mivel ezeknek nincs
3’-OH csoportja, a tovabbi szintézis leall. A modszer ezért a lancterminacids szekvenalas elnevezést kapta (hivjuk
még enzimatikus-, didezoxi- vagy Sanger-médszernek is). Sanger négy kiilonallo reakcidelegyet allitott Gssze,
ugyanazzal a templat DNS-sel. Mindegyik reakcidelegy tartalmazta a négyféle dezoxi-nukleotidot, viszont a
didezoxi-nukleotidok koziil csak egyet-egyet. Az Gjonnan szintetizalddott szalakat gélelketroforézissel szeparalta
¢és az un. szekvenald 1étrat autoradiogramon tudta leolvasni. Sanger az altala kidolgozott mddszerrel elséként
hatarozta meg egy természetben el6fordul6 DNS molekulanak, a ®X174 bakteriofag teljes genomjanak (5375
bp) szekvencigjat. Ezzel elkezd6dott a genomszekvenalasok korszaka. Sanger ¢és Gilbert 1980-ban a DNS
szekvenalas mddszereinek kidolgozasaért kémiai Nobel-dijat kapott. Sanger esetén ez mar a masodik Nobel-dij
volt; az els6t a fehérjeszekvenalasért kapta 1958-ban.

1.10. abra: Frederick Sanger

Kezdetben csak kisebb genomok szekvenalasa tortént meg: 1983-ban a A-fagé (48 kbp), majd 1995-ben a
Haemophylus influenzae (1,9 Mbp) baktériumé, ami az els6 teljes prokariota genom megismerését jelentette. Az
E. coli genom szekvenciajat 1997-re ismertilk meg (4,6 Mbp, ~4.300 gén). Az eukariotak korébdl az élesztd
(Saccharomyces cerevisiae) volt az els6, melynek a teljes genom szekvenciaja 1996-ra késziilt el (12 Mbp, 5885
gén). A Caenorhabditis elegans genomjanak szekvenalasa 1998-ban fejez6dott be (97 Mbp, 19100 gén). A human
genom (3)(109 bp, ~23 ezer gén) szekvenaldsa (Human Genom Program) 2004-ben fejez6dott be (minddssze 14
év munkaval), bar az elsé ,,vazlatos” szekvenciat mar 2000-ben publikaltak. Sanger modszerének tovabbfejlesztésével
(automata fluoreszcens szekvenalas), majd a kozelmultban Gn. wj-generacios szekvenalasi moédszerek
megjelenésével, mint pl. a piroszekvenalas (2004) tovabb gyorsult a genom szekvenalasok iiteme (1d. 5.3. fejezet).
A robbanasszerti fejlédés eredményeképpen tobb mint 4000 teljes genom szekvenalasa késziilt el 2013-ra, melyek
kozott majdnem 200 eukariota genomot is talalunk.

1.5.1. A polimeraz lancreakcié felfedezése

Az in vitro DNS sokszorositas lehetdségét a polimeraz lancreakcio felfedezése teremtette meg 1983-ban. A
felfedezés elméleti hattere mar régen ismert volt, hiszen Arthur Kornberg 1957-ben felfedezte a DNS biologiai
szintézisének mechanizmusat. Munkéja soran E. coli baktériumbol izolalt DNS-polimeraz I enzimmel dolgozott,
amely segitségével Gj DNS szalat tudott szintetizalni. A tanulmany megmutatta, hogy a folyamathoz kell egy
templatként szolgalé DNS lanc, tovabba, hogy a DNS-polimeraz I enzim miikddéséhez sziikség van Mg2+ ionokra,
valamint mind a négy fajta DNS épitokore, aktivalt monomerekre (ANTP-k). Mar ma tudjuk, hogy a DNS-polimeraz
enzim dnmagaban nem tudja elkezdeni az 4] lanc szintézisét, ehhez egy oligonukleotid primerre van sziikség (amely
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a sejtekben egy rovid RNS darab lesz, amit a primaz nevii RNS-polimeraz allit eld), s ezt a primert képes a DNS-
polimeraz 5°’—3’ iranyban meghosszabbitani.

Ezen hattér informéaciok ismeretében a PCR eljarast Kary Mullis dolgozta ki. Mullis érdeme abban rejlik, hogy
ciklikussa tette az in vitro DNS polimerizaciot és egyszerre két oligomer primert hasznalt, amelyekrdl egymas felé
torténik az Gj DNS szalak szintézise. Meg kell emliteni azt is, hogy az 6tlet mar Kjell Kleppe fejében is megfordult,
azonban azt csak elméletben fogalmazta meg, igy minden szabadalom Mullis, illetve az 6t alkalmazo Cetus
Corportion biotechnologiai cégnél kotott ki. Kezdetben Mullisnak minddssze egy 25 bazispar hossza szakaszt
sikeriilt szintetizalnia. E16sz0r az E.coli-bol szarmazd DNS-polimeraz Klenow-fragmentumaval dolgozott, kés6bb
azonban mar a hétiré Thermus aquaticus baktérium DNS-polimerazat (Tag-polimeraz) hasznaltak. Ennek
kovetkezményeként mar nem kellett a magas homérséklet miatt minden ciklus utan 0j adag polimeraz enzimet
adni a reakcidhoz, és igy 1988-ban mar 2 ezer bazispar hossz DNS szalakat tudtak szintetizalni.

A mobdszer a 90-es évek végére mar széles korben elterjedt és szamos tudomanyteriileten tett lehetévé attord
sikereket (pl.: archeoldgia, igazsagiigyi orvostan; 1d. 6.4. fejezet).

1.5.2. Géntechnolédgiai eljarasok magasabbrendii
szervezetekben

Az els6 transzgenikus €l61ényt Rudolf Jaenisch (1942-) és Beatrice Mintz (1921-) hozta 1étre 1974-ben. Jaenisch
korai egér embridkba (blasztocisztadkba) injektalt SV40 virus DNS-t. (Az SV40 egy majomvirus, egérben nem
képes szaporodni.) Az embridkat néstény egerek méhébe {iltette, ahol azok egészséges utodokka fejlodtek.

Ralph Brinster és Richard Palmiter 1982-ben uttor6 munkat végeztek a transzgenikus é161ények eldallitasanak
teriiletén. Megtermékenyitett egér petesejtekbe injektaltak plazmid DNS-t, mely idegen gént hordozott egy
indukalhat6 promoéter (az egér metallotionein gén promotere, amely nehézfémek jelenlétében aktivalodik)
szabalyozasa alatt. Az ilyen mddon kezelt petesejteket ndstény egerek méhébe iiltették. Az igy 1étrehozott egerek
szoveteiben az idegen DNS azonos mennyiségben volt jelen (az egér nem volt mozaikos). A bevitt DNS konstrukcio
integralodott a genomba, s6t az idegen génrdl fehérjeszintézis tortént. A modszer tehat lehetOséget teremtett arra,
hogy barmilyen gént bejuttassanak az allatok genomjaba gy, hogy az minden szévetben és sejtben jelen legyen.
Az igy modositott organizmusban a gént szabalyozo régiok megfelelé megvalasztasaval lehetséges indukalt, vagy
konstitutiv fehérje expresszidt 1étrehozni, akar szovet- vagy sejtspecifikus modon.

A transzgén technoldgiaval parhuzamosan, szintén az 1980 években jelent meg az tigynevezett , knock-out”, azaz
génkiiités technologia. A mddszer kifejlesztésében kulcsszerepet jatszo6 Mario Capecchi (1937-), Oliver Smithies
(1925-) és Martin Evans (1941-) 2007-ben fiziologiai és orvostudomanyi Nobel-dijat kapott. Evans elsdként izolalt
embrionalis Ossejteket korai egér embridokbol és azokat blasztocisztakba injektalva sikeresen hozott 1étre kiméra
allatokat (olyan allatok, melyek bizonyos sejtjei, szovetei az Ossejtekbdl fejlédnek, igy genetikai értelemben
mozaikosak). Capecchi és Smithies egymastol fiiggetleniil bizonyitottak, hogy az emlds sejtekben lejatszodo
homolog rekombinacio felhasznalhato arra, hogy adott géneket célzottan médositsanak a genomban. Késébb
az Evans altal kifejlesztett modszert hasznalva, embrionalis 6ssejtek genomjat sikeriilt célzottan modositaniuk.
Capecchi késobb kidolgozott egy szelekcion alapuld modszert, melynek segitségével tesztelhetdvé valt a homolog
rekombinécid sikeressége barmely megcélzott DNS szakasz esetén. A mddositas nem feltétleniil jelenti a megcélzott
gén inaktivalasat (knock-out); lehetséges a megcélzott helyre egy teljes, funkcioképes 0j gén beépitése is (knock-
in). A technologia forradalmasitotta a bioldgia szdmos teriiletét, hiszen lehetdség nyilt barmely gén funkciojat
kozvetleniil, a teljes él61ényben vizsgalni (1d. 14. fejezet). Talan a legjobb példa erre, hogy ma mar szamos genetikai
eredetll emberi betegség kutatasahoz elengedhetetlen modellrendszer a megfelelé KO (knock-out) egér.

Egy masik fontos modszer, mellyel gének miikddésének célzott modositasara van lehetdség, az ugynevezett RNS
interferencia. A mas néven gélcsendesitésnek nevezett modszer felfedezéséért 2006-ban Andrew Fire (1959-) és
Craig Mello (1960-) kapott Nobel-dijat. A két kutatd modellorganizmusként a Caenorhabditis elegans nevii
fonalférget hasznalta. A kutatok kimutattak, hogy az allat testébe injektalt kétszali RNS az adott gén funkciovesztéses
RNS tehat ,interferalt” a gén mitkodésével. Fire és Mello mas géneket ,,megcélozva” is megismételte a kisérletet,
igy kimutattak, hogy a jelenség altalanos, tovabba specifikus a megcélzott génre. Mivel az RNS interferencidhoz
igen kis mennyiségii kétszala RNS is elég volt, feltételezték, hogy valamilyen katalitikus komponens is szerepet
jatszik a jelenség mogotti molekularis mechanizmusban. Ma mar bizonyitott, hogy az RNS interferencia a legtobb
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eukariotaban mikodo jelenség, mely mogott a sejtekben szintetizaloddo mRNS molekuldkat lebontd enzimatikus
mechanizmus all. Ez az enzimrendszer szamos fontos funkcioval rendelkezik, igy példaul védelmet nyujt a
virusokkal, vagy a transzpozonokkal (mobil genetikai elemek) szemben, de elengedhetetlen szamos gén miikddésének
szabalyozasahoz is. Napjainkra az RNS interferencia a génmiikodés tanulmanyozasanak fontos eszkdzévé valt,
s6t varhatd, hogy a jovoben a human gyogyaszatban is szerepet kap (1d. 15. fejezet).

1.6. Tovabbi olvasnival6 a fejezethez
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2. fejezet - A géntechnoloégia alapja:
molekularis klonozas

A rekombinans DNS technolégia (,,génsebészet”, genetic engineering) eszkoztara lehetové teszi az é161ények
egyes tulajdonsagait meghatarozd gének azonositasat, jellemzését és szabadon torténd megvaltoztatasat.
Megismerhetjiik akar egy adott éldlény teljes genetikai allomanyanak (genom) informacidtartalmat is, hiszen
napjainkra a DNS szekvenalasa rutinszert feladatta valt. Feltarhatjuk a gének mikodését szabalyozo régiokat.
Célzottan, iranyitott mutaciokat hozhatunk 1étre, s6t, akar teljes géneket is eltavolithatunk az adott é161énybdl,
illetve modositott, mutans géneket vihetiink be kisérleti é161ényekbe (reverz, azaz forditott iranyu genetika). Ilyen
moddon megérthetjiik az egyes gének, illetve az altaluk kodolt fehérjék miikddését. A genetikai kdd univerzalis
mivoltat kihasznalva lehetséges géneket ,,atiiltetni” mas organizmusokba, ahol megtdrténhet a bevitt szekvencia
transzkripcidja és transzlacidja. Az ilyen organizmusokat felhasznalhatjuk arra, hogy a kédolt fehérjét nagy
mennyiségben és tisztasagban allitsuk eld (heterolog fehérje expresszio). Ez a lehetdség az alapkutatasok mellett
(a termelddd fehérje miikddésének és szerkezetének vizsgalata) a biotechnologiai ipar illetve a gyodgyszeripar
szempontjabdl is kulcsfontossagu. Az expresszalt fehérjét kodold szekvenciat modositva szamunkra hasznos
valtozatokat hozhatunk létre az adott fehérjébdl. Akar az eredetitdl eltéré funkciot, vagy aktivitast is
,.hozzarendelhetliink” ilyen médon egy fehérjéhez (fehérjemérnokség vagy protein engineering). Arra is
lehetdséglink nyilhat, hogy sajat sejtjeinkbe juttassunk be 0j genetikai informacidt bizonyos betegségek gyogyitasa
érdekében (génterapia).

Ahhoz, hogy a géntechnologiat ténylegesen alkalmazni lehessen, rekombinans DNS molekulakat kell eléallitanunk.
A rekombinians DNS egy hordozé DNS molekuldbdl (vektor) ¢s a vizsgalni kivant DNS-bél (inszert) allo
»hibrid” (kiméra) molekula, amelyet a kisérletekhez sziikséges mennyiségben molekularis klonozassal allitunk
eld.

rekombinans DNS = vektor DNS + inszert DNS

A molekularis klonozas nem mas, mint egy specifikus inszertet tartalmazé rekombinans DNS felszaporitasa
megfelel6 gazdasejtben (E. coli). Ezeknek a sejteknek a klonjaibol (bakterialis kolonidk) izolalhatjuk a molekularis
klon rekombinans DNS-t. Létezik in vitro DNS szaporitasi modszer is, a polimeraz lancreakcioé (PCR), azonban
ezzel a modszerrel szigorian véve nem molekularis klonokat allitunk el6 (1d. 6. fejezet).

2.1. In vitro rekombinacio

A torténeti 6sszefoglalobol mar kideriilt, hogy a molekularis klonozashoz egyrészt fel kellett fedezni azokat az
enzimeket, amelyekkel a DNS molekulat in vitro ,,szabni-varrni” lehet, masrészt talalni kellett olyan DNS
molekulakat, amelyeket vektorra lehet alakitani (a vektorokkal szemben tamasztott kritériumokrol és a tipusaikrol
részletesen a 7.1. fejezetben lesz sz0). Végiil az in vitro eldallitott rekombinans DNS-t egy gazdasejtbe kell
juttatnunk (1d. 4.3. fejezet) és valamilyen uton-modon ki kell szelektalni azokat a sejteket, amelyekbe az altalunk
megtervezett rekombinans DNS keriilt be.

A DNS ,,manipulaci6”, a molekularis klénozas in vitro szakaszanak legfobb eszkozei a restrikcios endonukledzok
¢s a DNS-ligdz enzim (a géntechnologiaban hasznalatos DNS-modositdé enzimekkel részletesen a 3. fejezet
foglalkozik).

A restrikcios endonukleazok (roviden restrikciés enzimek) foszfodiészter kotést hidrolizalé enzimek. A
baktériumokat az idegen DNS-ekkel szemben ,,védelmezé” molekularis rendszer (1d. 1.2. fejezet), a restrikcio-
modifikacié DNS bontd elemei, amelyek nagy szamban és sokféleségben allnak a géntechnologus rendelkezésére.
Az enzimek tobbsége kdzéppontosan szimmetrikus, un. ,,palindrom” szekvenciakat ismer fel. Amennyiben a
DNS két szalanak elhasitasa egymassal szemkozti foszfodiészter-kotéseknél torténik, igynevezett tompa végek
(blunt end) keletkeznek (pl. Dral, 1d. 2.2. abra). Ha azonban egymashoz képest elcstsztatva, néhany bazissal
tavolabb a felismerdhely szimmetriatengelyétol, gy ragadés végek (sticky end) jonnek létre (pl. EcoRI, 1d. 2.1.
abra). A DNS-ligaz enzim foszfodiészter kotés 1étrehozasaval képes két DNS molekulat, vagy egy molekula két
végét kovalensen osszekapcsolni. Ha két kiilonb6z6 eredetli DNS molekulat EcoRI enzimmel hasitunk, majd
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osszekeveriink, akkor a DNS-ligazin vitro rekombinaciéval 1étrehozhat hibrid, azaz rekombinans DNS molekulakat,
mint azt a 2.1. abra szemlélteti. A restrikcids endonukledzokkal részletesen a 3.2.1. fejezet foglalkozik.

BrLcGRA AT T CoL 3 B AR T T O AT
3'...CTTAAMG...5' 3"...CTT A AG...5"

Hasitas EcoRl enzimmel

A ragadds végek
felismerik egymast

AARTTC...3' AATTC...3

G...5' G...5'
S 5'...G

318 T T AA 3'...CTTAA

A foszfodiészter kotések
helyreallitisa DNS-ligazzal

5'..6AATTC...3 i

GAATTC...3"
e T ARG 525 i Jus o e

AAG...5

2.1. ébra: In vitro rekombinacio. Két kiillonbozo eredetii DNS hasitasa EcoRI restrikcios endonukleazzal. A
létrejové DNS fragmentumok egymast felismerd ragados végekkel rendelkeznek. Osszekapcsolasuk DNS-ligaz
segitségével torténik. Amennyiben a két kiilonb6z6 eredetii DNS-vég kapcsolodik 6ssze, in vitro rekombinacid

torténik. Megjegyzendd, hogy egy DNS molekula két végén talalhatd ragados végeket is 6sszekapcsolhatja a DNS-
ligaz. Ebben az esetben nem jon 1étre rekombinacid, hanem pl. ha egy linearizalt vektor DNS-rél van sz0, az
cirkularizalddik. Az Gn. vektor ,,6nzarodas” kikiiszobolhetd, ha a hasitott DNS 5°-végérél a foszfat-csoportokat
foszfataz enzimmel eltavolitjuk (1d. 3.4.2. fejezet)

2.2. Rekombinans DNS létrehozasa

A molekularis klonozas in vitro szakaszaban alakitjuk ki a rekombinans DNS-t. A hordoz6é DNS leggyakrabban
egy cirkularis plazmid vektor (a plazmidok extrakromoszomalis elemek, a baktériumsejtekben nalldan replikalédo
un. replikonok, 1d. 7.2. fejezet), mig a vizsgalanddé DNS lehet egy eukariota kromoszéoma. Példaként egy olyan
klonozasi stratégiat mutatunk be, ahol az inszertet a kromoszomabol két kiilonbozo restrikcios enzimmel hasitjuk
ki. Ha a vektor DNS-t ugyanazon két restrikcios endonukleazzal hasitjuk és a tisztitott hasitasi termékeket
osszekeverjiik, a DNS-ligdz a kémcsében lezajlo reakcio soran gyakorlatilag csak ezt a kétféle eredetii DNS-t
képes egymashoz kapcsolni, ezaltal rekombinans DNS jon létre, mint azt a 2.2. abra mutatja. Ez a direkcionalis
vagy iranyitott klonozas, amit részletesen a 4.2. fejezetben ismertetiink.
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EcoR Kromoszoma Dral
L RERR - B W W L e e v PR A A3
3'...CETTA AG. .. SRy W R W L I R
Hasitas EcoRl és Dral
Ragadds végek restrikcids endonukledzzal Tompa végek
A-R-T T Co.. o i e o
5'...G G, ...A AR AAA. ..3
3'...CTTAALA Y TR T s Bl
EcoRl [;ral
N Vektor és inszert
egyesitése DNS-
ligazzal

EcoRl &s Dral enzimmel

emésztett plazmid vektor) » Rekombindns DNS

2.2. abra: Rekombindns DNS létrehozasa iranyitott klonozassal. A plazmid vektort és a kromoszomalis DNS-
tis ugyanazzal a kétféle restrikcids enzimmel hasitjuk. Az egyik végén "ragados" (EcoRI), a masik végén "tompa"
végl (Dral) DNS molekuldkat a DNS-ligaz kovalens dsszekapcsolja, ezzel 1étrejon a rekombinans DNS.

2.3. Molekularis klonok kialakitasa

A DNS klonozas in vivo szakasza a rekombinans DNS gazdasejtbe juttatasa és felszaporitasa. A DNS sejtekbe
juttatasara tobbek kozott a bakterialis transzformacio jelenségét lehet kihasznalni (tovabbi génbeviteli eljarasok
leirasa a 4.3. fejezetben olvashat6). Egy baktérium sejt dltalaban csak egyetlen rekombinans DNS-t vesz fel. Mivel
a transzformaciod hatasfoka alacsony, sziikséglink van valamilyen szelekciés eljarasa. A vektor tartalmaz egy
antibiotikum elleni védelmet biztositd gént (antibiotikum rezisztencia gén), amely megfelelden valasztott
koriilmények kozott szelektiv tulélést tesz lehetévé a rekombinans DNS-t hordoz6 sejtek szamara. A transzformalas
utan a sejteket olyan, antibiotikumot tartalmazo, szelektalo taptalajra helyezziik, ahol csak a rekombinans plazmidot
(és igy az adott antibiotikumra rezisztenciat biztosité gént) tartalmazé sejtek képesek szaporodni. Minden sejtb6l
egy kolénia keletkezik (amely genetikailag azonos sejtekbdl, klonokbol all). Sok ezer ilyen, a kromoszoma
kiilonb6z6 darabjat tartalmazo kolonia egyiittesen egy genomialis konyvtarat reprezental (1d. 8.2. fejezet). Egy-
egy koldonian beliil azonos rekombinans DNS-t tartalmazo sejtek vannak, melyeket tovabb lehet szaporitani, és a
kloénozott DNS-t izolalni lehet. A folyamat sémajat a 2.3. abra mutatja be.
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t  Plazmid (kldnozd vektor) Kromoszama
Hasitas restrikcios
endonukleazokkal

Vektor és inszert
(killonb&zE méretd fragmentumok)

egyesitése DNS ligdzzal
In vitro ;

szakasz
Rekombinans
L DMS

Transzformacio

E. coli
baktérium
(pazdasejt)

Sejtosztadds és

plazmid replikaciéd
in vivo
2.3. abra: A molekularis klonozas elvi vazlata. A rekombinans DNS-t transzformaciéval juttatjuk az E. coli
gazdasejtbe, ahol az a baktériumsejt kromoszoémajatél (amit nem abrazoltunk) fiiggetlentil replikalodik és tobb
kopidban lesz jelen az utddsejtekben, ezzel is hozzajarulva a DNS klon felszaporitasahoz (amplifikacio). A kiilonbdzo
inszerteket tartalmazo baktériumok egyedi klonok. A kromoszoma egészét darabokban tartalmazo E.coli klonok

Osszessége a genomialis konyvtar (1d. 8.2. fejezet). A rekombinans DNS a sejtekbdl tiszta forméaban egyszertien
kinyerhet6 (1d. 4.1.1. fejezet).

2.4. Tovabbi olvasnival6 a fejezethez

Watson, JD et al. (2007) Recombinant DNA: Genes and Genomes. A Short Course. W. H. Freeman. ISBN-10:
0716728664

Brown TA (2010): Gene Cloning and DNA Analysis: An Introduction. Wiley-Blackwell, 6th Edition
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3. fejezet - DNS moddosité enzimek és
felhasznalasuk

A manapsag rutinszeriien alkalmazott biotechnologiai és molekularis bioldgiai eljarasok jelentds része a DNS
modositasat célozza. Ezeknek a moddszereknek a kialakitasa az 1970-es években kezd6dott, amikor a kutatdok
elkezdték a DNS manipulalasara szolgal6 enzimeket tisztitott formaban el6allitani és vizsgalni. Késobb ezeket az
enzimeket, amelyek a természetben a rekombinacié, replikacio és hibajavitas folyamataiban vesznek részt,
sikeresen hasznaltdk a DNS molekulardl torténd masolatok készitésére, a DNS szétvagasara vagy éppen
Osszeragasztasara. A modszerek fejlesztése lehetdvé tette, hogy megsziilessen a rekombinans DNS technologia,
vagyis kiillonb6z6 DNS szakaszok ,,ujrakombinalasara“, 6sszeépitésére nyilt lehetdség plazmidok és mas eredetii
DNS fragmentumok (pl. kromoszémak darabjainak) felhasznalasaval. Mindez megteremtette a DNS klonozéasanak
lehetdségét is (1d. 2. és 4.2. fejezet). Ehhez elegendd egy gént vagy mas DNS fragmentumot plazmidba vagy egyéb
hordozéba (vektor) épiteni, majd megfelelé gazdaszervezetbe juttatni, és ott a rekombinans DNS replikalodni
képes.

A DNS moédositasara szolgalé enzimeknek négy nagy csoportjat kiilonboztethetjiik meg.
* DNS polimerazok:

Funkciojuk egy, a templat DNS-sel vagy RNS-sel komplementer 0j polinukleotid szal szintézise.
* Nukleazok:

Képesek a nukleotidokat 6sszekoto foszfodiészter kotéseket elhasitani (hidrolizalni), és igy a DNS-t (le)bontani.
» Ligazok:

Foszfodiészter kotés 1étrehozasaval képesek két DNS molekulat, vagy egy molekula két végét dsszekapcsolni.
* Lancvég médosité enzimek:

A DNS lanc végeinek modositasaval egyes klonozasi technikakban van szerepiik.

3.1. DNS-polimerazok

Szamtalan molekularis biologiai modszerhez elengedhetetlen a DNS-polimerazok alkalmazasa, gondoljunk akar
csak a PCR-re (Polymerase Chain Reaction; 1d. 6 . fejezet) vagy a DNS szekvenalasra (Id. 5. fejezet).
Altalanossagban DNS-polimeraznak nevezziik azokat az enzimeket, amelyek képesek DNS szintézisére
dezoxiribonukleozid-trifoszfat (dINTP) épitokévek (aktivalt monomerek) felhasznalasaval. Ezen beliil
megkiilonboztethetjiilk a templat-fiiggé DNS-polimerazokat, amelyek egy ,,minta“, templat DNS vagy RNS
alapjan, annak masolatat készitik el, valamint léteznek templat-fiiggetlen DNS-polimerazok is (ilyen enzim pl.
a terminalis dezoxinukleotid-transzferaz).

A DNS-polimerazok multifunkcios enzimek, amelyek a szintézis mellett képesek a DNS lancvégeinek hidrolizisére
is. Mig a szintézis szigoruan egy iranyban, az 5’-végtél a 3’-vég iranyaban zajlik, a lebontds a lanc mindkét
vége fel6l megvaldsulhat, az adott polimeraz aktivitasatol fiiggéen. Az egyszer(ibb targyalhatosag érdekében
érdemes megismerkedni a DNS molekula kapcsan a direkcionalitas fogalméaval.

A molekularis biologiaban direkeionalitiasnak, vagy egyszerlien iranynak nevezziik az egyszalu nukleinsavak
hosszanti kémiai orientacidjat (a DNS, RNS, a fehérjelancok direkcionalis polimerek). A DNS szal végeinek
elnevezése a nukleotidok cukorgylirijének konvenciondlis szdmozasabol ered (Id. 3.1. abra), ily mddon
egyértelmilen meghatarozhato a szal 5°- (ejtsd: 6t-vesszd) és 3’- (hdrom-vesszd) vége. Amennyiben egy hossza
DNS szakasz régioit szeretnénk megkiilonboztetni, beszélhetiink ,upstream* (felfelé iranyuld) szakaszokrol,
amelyek az 5’-véghez esnek kozelebb, illetve ,,downstream (lefelé iranyuld) szakaszokrol a 3’-véghez kozelebb.
A templat-fiiggé DNS-polimerazok azon tulajdonsaga, hogy uj foszfodiészter kotés kialakitasara csak a 3’-hidroxil
csoporttal képesek, meghatarozza a szintézis 5°—3’ iranyat.
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3.1. abra: A DNS molekula iranyultsaga, 5°- és 3’-vége. A) A guanin nukleotid a dezoxiriboz gytiirti szamozasaval,
aminek alapjan meghatarozhat6 a DNS lanc 5°- és 3’-vége. B) A DNS molekula kémiai szerkezete, kiilon jelolve
a DNS felépitésében résztvevo dezoxiribonukleotidokat (részlet).

A lanc bontasa kapcsan kétféle aktivitast kiilonboztethetiink meg, amelyekkel kiilon-kiilon vagy egyiitt szintén
mindegyik DNS-polimeraz rendelkezik.

* 3’—>5’-exonukledz aktivitds: Az irdny megjelolés arra utal, hogy az enzim a DNS szilon visszafelé haladva
képes a mar szintetizalt nukleotidot eltavolitani. A polimeraz ezen tulajdonsagat , proofireading® vagy hibajavitd
aktivitasnak is nevezziik, mert ez biztositja, hogy egy esetlegesen rosszul, nem a bazisparosodas szabalyainak
megfeleld nukleotid beépiilés javitdsa megtdrténjen.

* 5’—3’-exonukleaz aktivitas: Kevesebb polimeraz rendelkezik ezzel az aktivitassal, aminek soran az enzim képes
a lancon elére haladva az esetleg mar ott talalhato, a templattal komplementer DNS szalat elbontani (ezt a
,.hasadas-elmozdulas* kettds aktivitast nevezi a szakirodalom ,,nick transzlacié“-nak, 1d. 3.3. abra). A természetben
a DNS replikacioja soran van sziikség erre a funkciora.

A templat fiiggé DNS-polimerazok mitkodésének fontos jellemzéje, hogy de novo szintézisre nem képesek. Uj
DNS szal szintéziséhez sziikséges egy rovid kétszalu szakasz, és igy az 0j szal szintézise egy mar meglevd 3°-
végrdl indulhat. A természetben az 1j szal szintézise mindig egy rovid RNS szakasszal, a primerrel indul. A
biotechnoldgiai gyakorlatban primerként altaldban egy rovid szintetikus oligo-dezoxiribonukleotid (réviden
oligonukleotid) molekulat hasznalnak, ami a templat DNS-hez kapcsolddva biztositja a sziikséges kétszalt szakaszt
(Id. 3.2. abra). Ennek nagyon fontos gyakorlati jelentdsége, hogy igy a DNS polimerizacio kezdépontja beallithato,
vagyis barmilyen, hosszabb DNS szal szintetizalhato a megfeleld helyre tervezett primer segitségével. (Mindez
természetesen nem lenne lehetséges, ha a DNS polimerizacié véletlenszer(i helyrdl indulna.)
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3.2. dbra: A primerek jelentosége. A) A templat-fliggé DNS-polimerazok mitkodéséhez kétszalia DNS-re van
sziikség, ami a templattal komplementer révid oligonukleotid, primer hozzaadasaval biztosithatd. B) A primer a
bazissorrendjének megfelelé komplementer szakaszhoz hibridizalodik, ezzel meghatarozva a DNS szintézis
kezddépontjat.

3.1.1. A DNS-polimeraz | és a Klenow-fragmentum

A legkorabban felfedezett DNS-polimeraz, amelyet eredetileg Escherichia coli baktériumbol izolalt Arthur Kornberg,
de minden prokariotaban megtalalhat6. Fontos szerepe van a bakterialis genom replikaciojaban, eltavolitja az RNS
primert a kdveto szalrol és az Okazaki-fragmentumok 6sszekdtését végzi (1d. A biokémia és molekularis biologia
alapjai elméleti e-jegyzet ).

Négyféle enzimatikus aktivitassal rendelkezik:
* 5’—3’ DNS-fiiggé DNS-polimeraz aktivitas
* 3’—5’ exonukleaz aktivitas (proofreading aktivitas)

* 5’—3’ exonukledz aktivitas (RNS primer eltdvolitasa és kivagasos hibajavitas)

5’—3’ RNS-fliggé DNS-polimeraz aktivitas (valosziniileg nincs biologiai jelentésége)

A molekularis biologiai gyakorlatban a nativ enzim hasadas-elmozdulas, angolul ,,nick-translation“ képességét
hasznaljak ki (Id. 3.3. abra). A természetben az RNS primerek eltavolitasara és DNS-re cserélésre szolgal a
folyamat. A laboratériumban a kétszala DNS-en mesterségesen, DN-4z kezeléssel ,,nick“-eket, bevagasokat ejtenek,
majd a DNS-polimeraz I 5°—3’ exonukledz és 5°—3’ polimeraz aktivitdsat kihasznalva, a hasadéstél indulva a
DNS egy szakaszat kicserélik. Ennek soran lehetdség van példaul radioaktivan vagy fluoreszcensen jelolt nukleotid
analogok DNS lancba épitésére.

Mig a fenti példaban az enzim 5°—3’ exonukledz aktivitasat lehet kihasznalni, azoknal az alkalmazasoknal, ahol
kizaroélag a polimeraz aktivitasra lenne sziikség (mint példaul a szekvenalas), nem szerencsés, hogy az enzim képes
az ujonnan szintetizalt DNS lancot lebontani. Az enzim tovabbi vizsgalatakor kideriilt, hogy proteolitikus hasitasa
két fragmentumot (76 kDa és 36 kDa) eredményez, amelyek koziil az egyik, a felfedez6jérél Klenow-
fragmentumnak nevezett darab rendelkezik mind a polimeraz, mind a proofreading aktivitassal, de hianyzik bel6le
az 5’—3’ exonukleaz aktivitas. A Klenow-fragmentumot manapsag rekombinans modon, E. coli sejtekben termelik.
A Klenow-fragmentum felhasznalhaté a Sanger-féle didezoxi szekvenalasban (1d. 5. fejezet), valamint restrikcios
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endonukleazok ragados végének feltoltésére, illetve 3’-tulnyald végek lebontasara (tompa vagy ,,blunt-end * vég
kialakitasara).

5 J Hasadas (nick) 3
3 5
: @ _

5 . . . 3 DMNS-polimeraz |

3 y 5 kicserédli a
nukleotidokat

DNS-polimeraz |

5 Hasadas (nick) 3 Elkészil az 0]
DMS lanc, a

0000000880000000 -

ey 5 eltolddott. A lanc
Osszezarasat
ligaz enzim
végzi.

3.3. abra: Nick transzlacié (hasadas-elmozdulas). A DNS-polimerdz I enzim az 5°—3’ iranyu polimeraz aktivitas
mellett 5°—3’ irdnyu exonukledz aktivitassal is rendelkezik, és ezek kombinacidja teszi lehetdvé a hasadas-
elmozdulast. A laboratériumi gyakorlatban jelolt nukleotidok beépitésére hasznalhaté a jelenség. Els6ként a

dezoxiribonukleaz I (DN-az I) enzimmel kis bevagasokat (nick) ejtenek a DNS szalain. Ezutan a DNS-polimeraz

I a bevagastol indulva a sorban kovetkezé nukleotidokat kivagja, és a reakcidelegyhez adott jelolt nukleotidokat
épiti be. A reakcio eredményeként kapott DNS szalon a nick elmozdul eldre felé addig a pontig, ahol a DNS-

polimeraz I levalik a DNS lancrél. A lanc folytonossaga ligalassal allithatd helyre.

3.1.2. T4 DNS-polimeraz

Kétféle enzimatikus aktivitassal rendelkezik:
* 5’—3’ DNS-fiigg6 DNS-polimeraz aktivitas
* 3’5’ exonukleaz aktivitas (proofreading aktivitas)

A T4 jell E. coli bakteriofag genomjabdl szarmazik. T6bb, mint 200-szor erdsebb 3°—5’ exonukleaz aktivitassal
rendelkezik, mint a DNS-polimeraz I vagy a Klenow-fragmentum. Tompa vég kialakitasara alkalmas, valamint a
ligaz-fiiggetlen klonozasban is hasznaljak a vektor megfelelé ragadds végeinek kialakitasara (ekkor dTTP
hozzaadasaval biztositjak, hogy a kivant nukleotidig ,,vagja vissza“ az enzim a DNS megfelel6 szalat) (1d. 4.2.5.
fejezet).

3.1.3. T7 DNS-polimeraz

A T7 DNS-polimeraz in vivo a T7 bakteriofag DNS-ének gyors replikaciojaért felelds. Az enzim két fehérje, a T7

crer

Kétféle enzimatikus aktivitassal rendelkezik:
* 5°—3” DNS-fiiggé DNS-polimeraz aktivitas
* 3’—>5’ exonukledz aktivitas (proofreading aktivitas)

A 3’5’ exonukleaz aktivitasa jelentds, koriilbeliil 1000-szerese a Klenow-fragmentuménak, ami egyben jelzi,
hogy nagyon nagy hiiségii (high fidelity) enzim, vagyis a DNS szintézis nagy pontossaggal zajlik. Kiemelked6en
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magas az enzim processzivitasa is, ami annyit jelent, hogy hosszu ideig a DNS szalon marad, és igy képes akar
tobb ezer nukleotid szintézisére. Szekvenalasra ez az enzim, bar magas processzivitasa fontos elony, eredeti
form4jaban nem alkalmas, mert a szekvenalas soran elkeriilend6 barmifajta exonukleaz aktivitas, nehogy az enzim
kivagja a lancterminacios nukleotidot. Ezért erre a célra az enzim egy modositott, Sequenase néven forgalmazott
formajat hasznaljak, amelybdl teljesen hidnyzik az exonuklaz aktivitas. A T7 DNS-polimerazt ezen kiviil alkalmazzak
helyspecifikus mutagenezis modszereknél is (1d. 11. fejezet).

3.1.4. Hostabil DNS-polimerazok

Bar mar viszonylag koran, a 1960-as és 1970-es években izolaltak hdstabil DNS-polimerazokat, igazi jelentdségiik
a polimeraz lancreakci6 (PCR) elterjedésével (Id. 6.2.2. fejezet) mutatkozott meg, amihez magas hémérsékleten
is aktiv enzimre van sziikség.

3.1.4.1. Taqg-polimeraz

Eredetileg a Yellowstone Nemzeti Parkban taldlhatdo héforrasokban €16 Thermus aquaticus nevi termofil
baktériumbol izolalta Thomas D. Brock 1965-ben (a baktérium nevébdl szarmazik a polimeraz neve, ugyanazt a
logikat kovetve, mint a restrikcios endonukleazok elnevezése; 1d. 3.2.1. ). Kivaléan hasznalhato PCR-hez, mert
az enzim féléletideje még 95°C-on is 40 perc. Mivel nem rendelkezik 3’—35’ exonukleaz aktivitassal, nem tartozik
a nagy hiiségii polimerazok kozé. A hibagyakorisaga ~10%, de a pontos érték erdsen fiigg az adott kisérleti
elrendezéstol. 1 kb méretii célszekvenciat ~30 sec alatt masol le. Mas, 3’—5’ exonukleaz aktivitas nélkiili enzimekhez
hasonloan templat-fiiggetlen dezoxinukleotid-transzferaz aktivitassal rendelkezik, aminek kovetkeztében
(preferaltan) adenin nukleotidokat épit be a DNS 3’-végére. Ezt a tulajdonsagat hasznaljak ki a TA klénozasnal
(1d. 4.2.4. fejezet). A gyakorlatban manapsag leginkabb rutin PCR-hez, féként kolonia PCR-hez hasznaljak, amikor
a cél a baktérium koloniak koziil azokat kivalasztani, amelyek egy adott klont tartalmaznak. Ilyen esetben nem
probléma egy-egy mutacié a PCR termékben.

3.1.4.2. Pfu-polimeraz

A hipertermofil Pyrococcus furiosus 6sbaktériumbdl szarmazo DNS-polimeraz. A Tag-polimeraznal jelentdsen
nagyobb héstabilitassal rendelkezik. Ezen kiviil legfontosabb tulajdonsaga, hogy rendelkezik proofreading
aktivitassal, ezért minden olyan alkalmazasra hasznalhato, ahol fontos a pontos masolés (atlagosan kb. 350-400
ezer bazisparonként €pit be hibas nukleotidot). Valamivel lassabb, mint a Tag-polimeraz, 1-2 perc alatt amplifikal
1 kbp méretli DNS-t 72°C-on. Nagyon sok laboratériumban a Pfu-t hasznaljak elsédleges DNS-polimerazként,
mind PCR-hez, mind példaul helyspecifikus mutagenezishez.

3.1.4.3. Phusion-polimeraz

A Phusion-polimeraz egy proofreading aktivitasuPyrococcus-szeri polimeraz és egy DNS-kot6 domén ,,fuzios*
(innen a név) terméke. Egyesiti magdban a Taqg- és a Pfu-polimerazok eldnyeit. Rendkiviil nagy masolasi hiiségii
(fidelity) enzim, tobb, mint 2 milli6 bazisparonként épit be hibas nukleotidot. Ezen kiviil kifejezetten gyors is, ami
jelentdsen csokkenti a PCR reakci6 idejét, valamint a sikeres PCR-hez gyakorlatilag nem sziikséges optimalizacio
sem. Alkalmas mind rutin, mind komplikalt, példaul hosszi vagy nehéz templatokkal valé munkara is. Egyetlen
hatranya, hogy az emlitett polimerazok koziil ez a legdragabb.

Néhany tovabbi, a PCR-hez hasznalt polimeraz enzimet az 6.2.2. fejezetben ismertetiink.

3.1.5. Reverz transzkriptaz

RNS-fiigg6 DNS-polimerazok, amelyek a retorvirusok replikacios ciklusaban jatszanak szerepet. A retrovirusok
genomja RNS-bdl all, amirél DNS masolat késziil a gazdaszervezet fert6zése utan. A laboratériumi gyakorlatban
reverz transzkriptazok hasznalhatok mRNS molekuldkrol DNS masolat készitésére. Az igy szintetizalt, a templat
mRNS-el komplementer szalat nevezik ¢cDNS-nek. A ¢cDNS templatként szolgalhat tovabbi PCR reakcidhoz.
Az mRNS-bdl kiinduld, és végiil amplifikalt DNS terméket eredményezd reakciot RT-PCR-nek, reverz transzkripcios
PCR-nek hivjak (1d. 6.4.4. fejezet). (Az RT-PCR nem 0Osszekeverendd a valosidejl, real-time PCR-rel, aminek

e

fontos felhasznalasi teriilete a cDNS konyvtarak készitése is (1d. 8.3. fejezet).
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3.2. Nukleazok

Szamos nukledzt hasznalnak rutinszeriien a mindennapos molekularis bioldgiai laboratoriumi gyakorlatban. A
legtobb nukleazt két csoportra lehet osztani:

* Exonukleazok: olyan enzimek, amelyek a DNS vagy RNS két végérdl képesek nukleotidok eltavolitasara.

* Endonukleazok: a nukleinsavak kozbiilso részein talalhato foszfodiészter kotéseket tudjak elhasitani.

3.2.1. Restrikcios endonukleazok

A restrikcios endonukledazok baktériumokban, archeakban, és egyes virusokban megtalalhaté enzimek, és a
restrikciés-modifikacios rendszer komponensei (1d. 1.2. fejezet).

A restrikcios endonukleazok (vagy roviden restrikcios enzimek) specifikus helyeket ismernek fel a DNS molekulan,
majd a DNS mindkét szalat atvagva képesek azt elhasitani (foszfodiészter kotéseket hidrolizalnak). Elnevezésiiknek
kiilon némenklatiiraja van. A HindIIl enzim nevének magyarazata, hogy a Haemophilus influenzae baktérium d
szerotipusabol harmadikként izolaltak. Hasonloképpen képezhetd az EcoRI enzim neve is: az Escherichia coliRY 13
torzsébol elsdként izolaltak.

Egy random bazissorrendii DNS-t tekintve a statisztikai hasitasi gyakorisag attol fligg, hogy milyen hosszll az
enzim felismerési szekvenciaja. Ha az emésztéenzim felismerd helye 4 bazispart tartalmaz, akkor, mivel minden
egyes bazispar helyén négyféle variacio (A, T, G, C) lehetséges, 4*=256 bazisparonként szamithatunk hasitéhelyre.
Ha a felismerd hely 6 nukleotid hosszusagu, a hasitas valoszintisége 1/4096-ra modosul (46 =4096). A valosagban
a DNS szekvencidja nem véletlenszeri, ezért a hasitohelyek eloszlasa sem teljesen koveti a fentieket. Vannak
restrikcios endonukleazok, amelyek felismer6helye megegyezik, de hasitohelyiik kiilonbozo, ezeket
neoskizomereknek nevezik. Azokat az enzimeket, amelyeknél mind a felismerd, mind a hasitohely egyforma,
izoskizomereknek hivjak.

A restrikcios enzimek leggyakoribb felhasznalasi teriilete a molekularis klonozas (1d. 2. és 4.2. fejezetek), valamint
a DNS fizikai térképezése (Id. 9.1.1. fejezet) és az ahhoz kapcsolodo teriiletek (pl. diagnosztika, bliniigyi
orvosszakért6i vizsgalatok). A restrikcios endonukledzokat hagyomanyosan négy csoportba osztjak a felismert
szekvencia, a hasitohely, az alegység kompozicio ¢s a kofaktor sziikséglet szerint.

3.2.1.1. l-es tipusu restrikciéos endonukleazok

Multifunkcioés fehérjék restrikcios és metil-transzferaz aktivitassal rendelkeznek. Komplex, harom alegységbdl
felépiil6 szerkezetiik van, Mg2+ szlikséges a milkodésiikhdz, valamint kofaktoruk még az ATP és az S-adenozil-
L-metionin (AdoMet) is. Hasitohelyiik a felismerési helyt6l tavol (t6bb ezer bazisparnyira) helyezkedik el. Korabban
ugy gondoltak, hogy az I-es tipusti enzimek ritkak, azonban a teljes genomok vizsgalatabol kideriilt, hogy valdjaban
nagy szamban talalhatok meg. Bar a szervezet biokémiai folyamataiban fontos szerepiik van, gyakorlati
hasznosithatosaguk kicsi, mert nem szigorian meghatarozott a hasitas pozicioja a felismerd helyhez képest.

3.2.1.2. ll-es tipusu restrikciés endonukleazok

Valtozatos szerkezetli enzimek, csak restrikcids funkcioval rendelkeznek (a metiltranszferaz komponenst kiilon
gén kodolja). A mikddésiikhoz Mg2+—0t igényelnek. Hasitohelyiik a felismeré helyben vagy annak kézvetlen
kozelében talalhatd. Ebbe a csaladba tartozik a restrikcios endonukleazok tilnyomo tobbsége, eddig koriilbeliil
szekvencia. A palindrom kifejezés azt jelenti, hogy a DNS bazissorrendje eldre és hatrafelé olvasva (a két,
komplementer lancra vonatkoztatva) ugyanaz. Példaul a Kpnl nevii enzim felismerd helye az 5’-GGTACC-3’
szekvencia. Ennek a komplementer parja 3’—5’ iranyban CCATGG, ami visszafelé olvasva éppen GGTACC.

A restrikciés enzimek hasitohelye eredményezhet ragadés véget vagy tompa véget. E1obbinél a hasitas
ereményeként az egyik szalon rovid tilnyuld vég jon létre, példaul az emlitett Kpnl az 6t6dik nukleotid utan hasit
(GGTAC/C), és igy ragados véget eredményez, 3’-tulnyild véggel (1d. 3.4. abra). Ezzel szemben a Smal enzim,
amelynek felismerd helye a CCCGGG szekvencia, a harmadik nukleotid utan hasitva (CCC/GGG) tompa véget
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hoz létre. A restrikcios enzimek egyik legismertebbje, az EcoRI a GAATTC szekvenciat ismeri fel és az elsd
nukleotid utan hasitja (G/AATTC), ezaltal 5’-talnyuld vég jon létre (ez a gyakoribb tulnyulé vég tipus).

A
T
5 '-CGATCGGTACCATTTGCGG-3"
3'-GCTAGCCATGGTAAACGCC-5"
&
Kpnl emésztés
5 '-CGATCGGTAC CATTTGCGG-3"'
3'-GCTAGC CATGGTAAACGCC-5"
B

L
5'=CGATCCCCGGGATTTGCGG-3"
3'-GCTAGGGGCCCTAMACGCC-5"

&

@. Smal emésztés

5'=CGATCCCC GGGATTTGCGG=3"'
3*-GCTAGGGG CCCTARACGCC-5'

3.4. abra: Ragadés és tompa végek. A restrikcids enzimek hasitasanak terméke lehet ragados végii (sticky end)
vagy tompa végii (blunt end) DNS. A) A Kpnl enzim ragadés végeket hoz 1étre, mert a palindrom hasitohelyet
aszimmetrikusan vagja szét. A kapott ragados végek konnyen ligalhatok. B) A Smal enzim a hasitohely kdzepén
vag, ezért nem keletkezik talnyulo vég.

A II-es tipusu enzimek meghatarozott helyen hasitjak a DNS-t, igy az emésztés reprodukalhaté és a keletkezett
termékek szekvencidja pontosan meghatarozott lesz. Ma mar tobb ezer ilyen enzimet ismeriink (>3000 enzim,
>250 felismeréhellyel 750 baktérium torzsbdl) és sok szaz kaphato kereskedelmi forgalomban. A Il-es tipust
endonukleazok legtobbje homodimer szerkezetii (1d. 3.5. abra), amely szerkezeti tulajdonsag egyrészt 6sszecseng
a felismerdhely szimmetrikus szerkezetével, masrészt a két azonos DNS-ko6thely (bivalencia) erésebb DNS
kotodést tesz lehetdve.
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3.5. abra: Az EcoRlI restrikcios enzim térszerkezete. A Il-es tipusu restrikcios endonukleazok egyik tipikus
képviseldje az EcoRI enzim. Homodimer szerkezet(i, egyenként 31 kDa méretli alegységekbdl all. Mindkét alegység
tartalmaz egy hurok régiot, amelyek korbedlelik a DNS-t (narancssarga). Az abran lathato, hogy a DNS
aszimmetrikus elhasadasa révén ragados végek jonnek létre. Az enzim kristalyositasa mangan-ionok jelenlétében
tortént (lila gdmbdk), amelyek a nativ enzimben megtalalhaté magnézium-ionok helyét foglaljak el.

sy

jellegzetes tulajdonsagaikban kiilonboznek a tipikus II-es tipust endonukleazoktol. A I1.M tipust enzimek példaul
képesek metilalt DNS felismerésére és elhasitdsara is. Ilyen a Dpnl nevii restrikciés endonukleaz, amelyet
helyspecifikus mutagenezisnél hasznalnak a templat DNS elbontéasara (Id. 11.2.2. fejezet). A II.M tipusu enzimek
meghatarozott helyen hasitjdk a DNS-t, a Dpnl hasitolye példaul GA/TC. A IV-es tipusu restrikcios
endonukleazoknak is metilalt DNS a szubsztratja, azonban a I1.M tipustol eltéréen nem specifikus helyen hasitanak.

3.2.1.3. lll-as tipusu restrikciéos endonukleazok

Nagyméretii, két alegységbdl felépiild fehérjék (hidrolizald alegység és metilald alegység). Szintén Mg2+-ﬁigg6
enzimek, kofaktoruk az ATP, az S-adenozil-L-metionin segiti a metil transzfer reakciot, de nem feltétlen sziikséges
a mukodésiikhoz. Hasitohelyiik a felismerési hely kozelében (atlalaban 25-27 bazisparnyira) talalhaté, nem
palindrom. Akércsak az I-es tipusti enzimek, itt is két szekvencia részbdl 4ll a felismerd hely, €s az enzim képes

crer

3.2.1.4. IV-es tipusu restrikcidés endonukleazok:

Modositott, altalaban metilalt DNS-t ismernek fel és hasitanak, specifitasuk alacsony. Nem a restrikcios-modifikacios
rendszer részei.

3.2.2. Egyéb nukleazok
3.2.2.1. S1-nukleaz

Az Aspergillus oryzae gombabdl szarmazé S1-nukleaz olyan endonukleaz, amelyik egyszali DNS-t vagy RNS-t
képes lebontani. Az enzim 6tszor aktivabb DNS-en, mint RNS-en. Kétszal polinukleotid is lehet az S1-nukleaz
szubsztratja, ha tartalmaz egyszali szakaszokat, ilyen lehet egy hurok régio vagy egy gap. Kofaktora a Zn>*, pH
optimuma a savas tartomanyban, 4.0-4.3 kozott van. Felhasznalhato tompa vég kialakitasara, illetve egyszala DNS
és RNS szelektiv lebontasara.
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3.2.2.2. Dezoxiribonukleaz (DN-az) |

A dezoxiribonukledz I (DN-4z I), ellentétben a fentebb targyalt S1-nukledzzal, egy- és kétszali DNS lebontasara
egyarant képes. A 31 kDa méretii enzim négy izoenzim keveréke, és maximalis aktivitast kalcium-, magnézium-
vagy mangan-ion jelenlétében mutat. Specifitasa és hatdsmechanizmusa a jelen levd kofaktortol fiigg. Mig példaul
Mg2+ jelenlétében a két szalat random helyeken hasitja, Mn>* jelenlétében nagyjabol egy helyen torténik a hasitas,
tompa vagy egy-két nukleotidnyi talnyuld véget kialakitva. A molekularis biologiai gyakorlatban sokrétlien
felhasznalhato, példaul didezoxi- (Sanger-féle) szekvenalaskor véletlenszerti DNS fragmentumok kialakitasara,
vagy jelolt DNS létrehozasara hasadas-elmozdulas (nick translation) technikaval (1d. 3.3. dbra). Nagyon gyakran
alkalmazzak fehérje vagy RNS preparatumok DNS-t6] valé megtisztitasara is.

3.3. DNS-ligazok

A restrikcios endonuklazzal kezelt DNS fragmentumok tjra sszekdthetok kovalensen DNS-ligaz hozzaadasaval.
A ligaz tipusatol fiiggden a reakcio kofaktora ATP (eukariotak, virusok és bakteriofagok) vagy NAD" (baktériumok).

Az emldsokben a DNS-ligazok négy tipusa fordul eld, szerepiik van tobbek kozott az Okazaki-fragmentumok
Osszekapcsolasaban (DNS-ligaz 1), illetve kiilonb6z6 hibajavité mechanizmusokban, mint példaul a nukleotid-
kivagassal jar6 DNS hibajavitas (DNS-ligaz I1I), vagy a kétszalia DNS torése és javitasa (DNS-ligaz IV).

A laboratériumi gyakorlatban leggyakrabban a T4 bakteriofaggal fert6zott E. coli-bol izolalt T4-ligazt hasznaljak.
Hatasmechanizmusanak 1ényege, hogy képes a DNS egy szalan talalhatdo “lyukakat” foszfodiészter kotés
létrehozasaval betomni (1d. 3.6. abra). Kicsit bonyolultabb eset, ha egy restrikcids hasitas eredményeként kapott
két DNS véget szeretnénk Ujra dsszekapcsolni, vagy egy plazmidba szeretnénk 11j inszertet ligalni. Ekkor az
enzimnek két foszfodiészter kotés szintézisét kell elvégeznie. Aktivitasahoz ATP-re van sziiksége (ellentétben az
E. coli DNS-ligazzal, amely érdekes modon energiaforrasként NAD-ot hasznal). Ezen kiviil az is feltétele a sikeres
reakcionak, hogy a ligalandé két DNS vég egymashoz megfelel6en kozel keriiljon, mert az enzim csak a szintézist
végzi, a DNS két végét nem tartja egymas kozelében. Ragadds végek esetén egyszer(ibb a helyzet, mert a
véletlenszerlien egymashoz kozel keriild6 végek gyengén (a bazisparok hidrogénkotésein keresztiil)
Osszekapcesolodhatnak, és ha ez a kdlcsonhatas elegend6 ideig fennall, a ligaz hozza tud kapcsolddni a DNS-hez,
és 1étrehozza a hianyz6 foszfodiészter kotéseket (kondenzacios reakcioval). Tompa végek esetén nincs lehetdség
az emlitett atmeneti kolcsonhatas kialakulasara, ezért a ligalasi reakcié hatékonysaga ebben az esetben alacsony
(az enzimkoncentracid novelésével javithato). Megjegyzendd, hogy ellentétben a T4 DNS-ligazzal, az E. coli DNS-
ligdz a tompa végek Osszekapcsolasara nem képes.

A laboratériumban a ligalasi reakcid egyik legfontosabb faktora a hdmérséklet. Az enzim hémérsékleti optimuma
25°C, ezen a hdmérsékleten azonban csékken a DNS végek atmeneti kdlcsonhatasédnak esélye. Ezért a ligalast
tipikusan alacsonyabb hdmérsékleten, 16°C-on végzik, de a tilnyuld DNS végektdl fiiggden akar arra is sziikség
lehet, hogy 4-8°C-on térténjen a reakcio. Ilyenkor a szokasos néhany perc helyett tobb 6ra sziikséges a hatékony
ligalashoz.

23

http://www.renderx.com/



DNS moddosito enzimek és felhasznalasuk

Lighz .
o o - Lys— NH— AMP
'.-—i- P 0
+Mp|l' o
_ S — il S ol
o 1 "'_. 3, 5"
I
I Ligdz T
| y
L Lys— NH, \2)
AMP
s 0
LN 3 D o
3 | [ OH O—F o —ﬁ 3
¥ 5
\ 4.,- AMP

3.6. abra: A DNS-ligaz mechanizmusa. A DNS ligazok altal katalizalt reakcidoknak harom alapvetd 1épése van.
1) Els6ként kovalens enzim-AMP intermedier jon létre pirofoszfat keletkezése mellett (feltéve, hogy ATP a
kofaktor), az enzim egy lizin aminosavan keresztiil. 2) Kovetkezo 1épésként az adenil-csoport (AMP) a DNS szabad
5’-foszfat csoportjanak adodik at, és 3) aktivalja azt. Végiil a 4.) Iépésben a 3’-hidroxil csoport nukleofil tamadoként
reagal az aktivalt 5°-foszfat csoporttal, igy 6sszekotve a foszfatgerincet AMP felszabadulasa mellett.

3.4. Végmodosité enzimek

3.4.1. Terminalis transzferaz

A biotechnoldgiai gyakorlatban borju csecsemOmirigyébdl izolalt terminalis transzferaz enzim homopolimer
ragados végek Kkialakitasara hasznalhato (“farkazas™). Az enzim gyakorlatilag egy templat-fiiggetlenDNS-
polimeraz. Ahogy fent emlitettiik, a tompa végii ligalas hatasfoka igen alacsony, amin segiteni lehet ragadds vég
mesterséges kialakitasaval. A tompa véget eredményez0 hasitas utan a terminalis transzferaz aktivitasat kihasznalva
példaul poli(G) “farkat” lehet a DNS-re szintetizalni dGTP hozzaadéasaval, ami egy hasonlé reakcidoban elokészitett,
de dCTP hozzaadasaval kialakitott, immar ragados végii DNS darabhoz ligalhato (1d. 3.7. abra).

5 3
$333332388828888 Tompa véga (bunt
3 5' ended) DNS molekula
Terminalis
transzferdz +
y dGTP
5 3
GGUGGUGG\WGGGGUGGG * Poli(G) farok
3 S

3.7. dbra: A terminalis transzferaz enzim aktivitdsa. A terminalis transzferaz aktivitasa hasznalhat6 tompa végii
DNS molekuldk médositasara, mivel templat nélkiil is képes polinukleotid lanc szintézisére. Az dbran bemutatott
példan dGTP hozzaadasaval az enzim poli(G) lancot szintetizal a DNS 3°-végére, amely kdnnyen ligalhato a
komplementer szalon poli(C) farkat tartalmazé molekulaval.
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3.4.2. Alkalikus foszfataz

A végmodosito enzimekhez sorolhato a hidroldzok kozé tartozé alkalikus foszfatéz is. Altalanossagban az alkalikus
foszfataz funkcioja foszfatcsoport eltavolitasa kiilonb6zé makromolekulakrol (nukleinsavak, fehérjek, alkaloidok).
Az alkalikus foszfataz altal katalizalt folyamatot defoszforilalasnak nevezik (Id. 3.8. abra).

A molekularis biologiai gyakorlatban leggyakrabban borjubélbdl izolalt alkalikus foszfatazt hasznalnak (CIAP:
Calf Intestinal Alcaline Phosphatase) a DNS 5°-végén levo foszfat-csoport eltavolitasara. A plazmid vektorba vald
klénozas soran az egyik lehetséges hibaforras, hogy a felnyitott plazmid iiresen ligalodik 6ssze (“Onzarddas™). A
foszfatcsoport eltavolitasa ezt akadalyozza meg, ndvelve ezzel az inszertet tartalmazo konstrukciok szamat és
csokkentve az uigynevezett “iires vektor” hatteret.

o~ P—0 OH
9 ) v L0 -
o 5 e 1 Bazis A ~._~ Bazis 9]
4\ _ g 1
e + 0-p—0r
i Alkalikus foszfataz /3 2 |
o] 0 Q
DNS DNS

3.8. abra: Az alkalikus foszfataz altal katalizalt reakcié. Klonozaskor az iires plazmid 6nzarodasanak kivédésére
alkalmazhato az alkalikus foszfatazzal valo kezelés, amely monofoszfat észterek (mint pl. az 5’-foszforilalt DNS)
defoszforilalasat katalizalja.

3.4.3. T4 polinukleotid-kinaz

A T4 polinukleotid-kindz (PNK) az ATP g-foszfat csoportjanak a DNS szabad 5’-hidroxil végére torténé
atvitelét katalizalja. (A DNS-r6l hianyozhat az 5’ foszfat-csoport el6zetes defoszforilacié miatt, vagy ha példaul
az oligonukleotid primereket kémiai szintézissel allitottak el6.) A PNK ezen kiviil ADP jelenlétében képes a foszfat
csoport cseréjére is (Id. 3.9. abra). A reakci6 felhasznalhato oligonukleotidok, DNS vagy RNS 5’-végének jeldlésére
(g-*P) ATP hasznalataval.

25

http://www.renderx.com/



render

DNS moddosito enzimek és felhasznalasuk

A
5' OH 3 OH
l PNK + ATP*
5 P% 3 0H + ADP
B 5' p .} 3' OH
l PNK + ADP
5' OH 3OH -+ ATP

l PNK + ATP*

5‘ P’_ 3' DH + ﬁDP

3.9. dbra: A T4 polinukleotid-kinaz enzim miikédése. A) A T4 polinukleotid kinaz (PNK) az un. “forward”
reakcid soran a polinukleotid szal 5°-végére viszi at az ATP g-foszfat csoportjat. Radioaktiv ATP-t alkalmazva a
reakcidval foszfat-jel6lt (P*) nukleotidot lehet elallitani. B) A kicserélddési reakcid akkor megy végbe, ha
feleslegben ADP-t adunk a reakcidhoz. Ekkor az enzim els6 1épésben a nukleinsav 5°-foszfatjat viszi at az ADP-
re, majd a jelolt ATP g-foszfatjat a nukleinsavra.
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4. fejezet - Alapmodszerek és
rekombinans DNS konstrukciok
tervezése

A géntechnoldgiai modszerek fejlodése lehetdvé tette, hogy barmilyen organizmusbdl izolalhassunk barmilyen
tetszOleges gént, az izolalt gént klonozassal felszaporitsuk, és szekvenalassal ,,kiolvassuk™ a genetikai informaciot.
Ebben a fejezetben a géntechnologia alapmddszereit ismertetjiikk, kezdve a DNS tisztitastol és a szeparacios
technikaktol (gélelektroforézis, 1d. 4.1.2. ), a hibridizaciés technikakon (Id. 4.1.3. ) at a DNS konstrukciok
tervezéséig (Id. 4.2. ) és a DNS gazdasejtbe juttatasanak modszereiig (génbeviteli eljarasok, 1d. 4.3. ).

4.1. Alapmodszerek

4.1.1. A DNS tisztitasa és analizise

A rekombinans DNS-ek eldallitasa a vektor és a majdani inszert DNS tisztitasaval kezdddik. Ezt kdvetéen meg
kell gy6z6dniink a DNS pontos méretérdl, mennyiségérdl és tisztasagarol. A DNS izoldlasa az RNS-hez képest
egyszertibb, mert az RNS esetében nehéz megszabadulni a szinte mindenhol jelen 1év6 RN-4z enzimektdl. Ez az
alfejezet a DNS eldallitasahoz és izolalasdhoz sziikséges oldatokat, reagenseket, a tisztitashoz hasznalt médszereket
(pl. ,,miniprep”) és a DNS koncentraciomérés lehetdségeit mutatja be.

4.1.1.1. Oldatok, reagensek

A vektor DNS-t baktérium tenyészetekben allitjuk eld, s ugyanezeket a tenyésztési koriilményeket hasznaljuk a
rekombinans DNS felszaporitasahoz is a molekularis klonozas soran. A baktériumok tenyésztéséhez, novekedéséhez
taptalajra van sziikségilink. Leggyakrabban steril LB (Luria-Bertrani; 6sszetétele: tripton, élesztd kivonat, NaCl)
vagy 2YT (tobb ¢éleszt6 kivonatot s triptont tartalmaz) médiummal dolgozunk. A mikrobioldgiaban hasznalatos
taptalajok halmazallapotuk szerint lehetnek folyékonyak és szilardak. Szilard taptalajt gy kaphatunk, ha a sterilezést
megelézéen valamilyen szilarditd anyagot keveriink a tapleveshez, leggyakrabban agart. Ilyenkor magas
hémérsékleten az agar feloldodik, majd a kihiilés el6tt Petri-csészékbe Ontjiik, és hagyjuk megdermedni (agar
lemez). A 4.1. abran folyadék és szilard halmazallapota taptalajokat mutatunk be. Nagy mennyiségii baktériumsejt
felnovesztéséhez folyékony taptalajra van sziikség, de abbdl az egyedi klonokat nem tudjuk szétvalasztani. Azért
kell a szilard taptalaj, hogy a sejtszuszpenzidt higan eloszlatva, az egyedi klonok egymastol szétvalaszthato egyedi
telepeket képezzenek.
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Plazmidot
tartalmazd
klonok

4.1. abra: Folyadék és szilard halmazallapotu taptalajok. A jobb oldali lemezen az egyedi baktériumtelepek
(klénok) is latszanak.

Nagy mennyiségii plazmid DNS eléallitasahoz el6szor a felszaporitani kivant plazmidot (1d. 7.2. fejezet) kompetens
E.coli baktériumokba kell transzformalni (1d. 4.3.1. ). Ahhoz, hogy kizardlag a plazmidot felvett baktériumsejtek
novekedjenek, a taptalajhoz valamilyen antibiotikumot is kell adni, hiszen a plazmidot felvett sejtek rendelkeznek
legalabb egy antibiotikum rezisztenciat kodold génnel (1d. 7.1.2. fejezet), és igy tovabb tudnak osztédni, mig az
,.uresen” maradt sejtek elpusztulnak (szelekcid).

4.1.1.2. Plazmid DNS preparalas

A felszaporitand6 plazmidot tartalmazo baktériumsejtekkel folyékony taptalajt inokulalunk, és egy éjszakan at,
37°C-on novesztjiik, majd a sejteket centrifugalassal 6sszegyljtjiikk. A baktériumsejtekbol t6rténé DNS izolalas
klasszikus modszere az Un. alkalikus lizis, amely soran SDS-t tartalmaz6 NaOH oldattal tessziik tonkre a
sejtmembrant és denaturdljuk a makromolekuldkat. (Birnboim and Doly dolgoztak ki ezt a mddszert 1979-ban).
A sejtek feltarasat elérhetjiik enzimekkel (lizozim, proteindz K) vagy mechanikai hatassal is (pl. szonikalas
ultrahanggal, nagy nyomas az un. French-press modszernél, tobbszords fagyasztas-felolvasztas). Az oldatba keriilt
DNS molekulékat el kell valasztani a tobbi sejttormeléktdl és fehérjéktdl. Az driasi méretli kromoszomalis DNS-
t (3,6 Mbp) konnyen ki lehet csapni (neutralis pH-n), az RNS-eket és a kiilonb6z6 fehérjéket enzimekkel lehet
degradalni. A fenol-kloroform-izoamilalkoholos extrakci6 esetén a fenol és a kloroform, mint szerves olddszerek
denaturaljak a fehérjéket, a plazmid méretti (2-10 kbp) nukleinsavak viszont a vizes fazisba keriilnek. Az
izoamilalkohol csokkenti a bifazisos oldat habosodasat. Végiil a DNS-t6] etanollal vagy izopropanollal vonjuk el
a vizet és ezzel csapjuk ki, majd centrifugéalassal kiiilepitjiik az extrakromoszomalis plazmid DNS-t egy milanyag
Eppendorf-cs6 falara. Az alkohol eltavolitasa utan vizben vagy Tris-EDTA (TE) pufferben visszaoldjuk a tiszta
DNS-t.

A nyers lizatum tisztitasanak egy masik hagyomanyos mddja a CsCl-os siiriiséggradiens centrifugalas, amit
manapsag mar ritkabban hasznalnak, mivel fél napos nagy fordulatszamu (350.000 g) iilepités sziikséges hozza.
Viszont nagy tisztasagu DNS-t lehet vele kinyerni, és épségben maradnak a nagyobb méretti (>10 kbp) DNS
molekulak is, amelyek mechanikailag érzékenyek a pipettazasndl is fellépd nyirderdkre. A 4.2. abra a CsCl
stirliséggradiens centrifugalds sémajat mutatja be.
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4.2. 4bra: A siiriiséggradiens centrifugalas sémaja. Er6s centrifugalis er6 hatdsara a nehéz Cs™ ionok a
centrifugacso aljaba kényszeriilnek, ezzel egy vékony stirtiséggradienst képezve. A DNS molekuldk ebben a
gradiensben addig a pontig fognak vandorolni, amig el nem ¢€rik a gradienssel ekvivalens stirliséget (izopiknikus
pont; 1,6-1,8 mg/ml CsCl koncentracional). Centrifugalas hatasara a CsCl oldatban 1évé makromolekulak kiilonbozo
helyzetti sdvokat alkotnak a gradiensben. Az alig kiilonb6z6 méretli és alakti molekulak is képesek szeparalodni
(példaul kiilonboz6 GC gazdagsagt vagy térbeli szerkezetli DNS molekuldk). A DNS-t etidium-bromiddal kezeljiik,
amely interkalalodik a DNS bazisparjai kdzé. A DNS savok elhelyezkedését UV fényben lehet detektalni a
fluoreszcens festéknek kdszonhetden. Az izolalt DNS-rdl végiil n-butanollal az etidium-bromid, dializalassal a
CsCl valaszthato el.

Az eddig ismertetett modszerek hatranya, hogy nagy elévigyazatossagot igényel a mérgezo reagensek (pl. fenol,
etidium-bromid) és a veszélyes hulladék miatt, draga eszkdzok (pl. ultracentrifuga) szitkségesek hozza és rendkiviil
id6éigényesek. A kis mennyiségli bakterialis DNS (,,miniprep”) alkalikus lizisen alapuld kivonasara manapsag
szamos, kereskedelemi forgalomban kaphato kit all rendelkezésre, melyekkel nagy tisztasagban és mennyiségben
lehet kinyerni a plazmid DNS-t. Ezek a kitek alapvetden a részletesen ismertetett alkalikus lizis modszerén alapulnak,
de a fenolos extrakcios 1épés helyett egy szilikat tartalmu oszlopon (vagy membranon) torténd tisztitast
tartalmaznak. A minipreppel altalaban 10-100 ng DNS-t lehet kinyerni. Vannak olyan kitek is, amelyekkel joval
nagyobb mennyiségii DNS-t is lehet tisztitani. A ,,midiprep” mddszernél kb. 25-50 ml sejtkulturabdl indulunk ki,
¢és 100-350 pg DNS-t kaphatunk. Ennél tobb DNS , maxi-" ,,mega-" és ,,gigaprep”-pel (100 ml-51 sejtkultira, 500
pg-10 mg DNS) allithato eld. ,,Miniprep” protokoll-leirasokat tobbek kozott itt talalnak az interneten.

4.1.1.3. A DNS koncentracié meghatarozasa

sy

nm-nél van az aromas gytriik miatt. Az elnyelés alapjan megadhaté a DNS koncentracidja. Ha az abszorbancia
Aygo =1, ez az érték megfelel 50 pg/ml duplaszalit DNS-nek (37 pg/ml egyszali DNS-nek vagy 40 png/ml RNS-
nek). A fehérjék elnyelési maximuma 280 nm-nél van, tehat kiillonbozik a DNS-ét6l, ezért konnyedén megallapithatod
aminta fehérje szennyezettsége is, melyet az A,q / A,g hdnyados hatdroz meg pontosan. Ha ez az érték kevesebb,
mint 1,8, akkor a minta fehérjével szennyezett. Ha viszont 2 felett van, akkor RNS-t is tartalmazhat. A mérést
elvégezhetjilk hagyomanyos UV fotométerben, de ehhez sok anyagra van sziikségiink. Ma mar legtobbszor tin.

srrr

specialis spektrofotométerben.
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4.3. abra: DNS koncentracié mérése nanodrop technikéaval

4.1.2. Gélelektroforézis

Mindenfajta gélelektroforézis azon az elven alapul, hogy a toltéssel rendelkez6 molekuldk az elektromos térben
az ellentétes toltésti elektroda felé vandorolnak. A vandorlas sebességét a toltésen kiviil a molekula alakja és mérete
hatarozza meg. Ez a harom tulajdonsag teszi lehetdvé, hogy kiilonb6zé mindségii és porusméretii gélekben az
eltérd tulajdonsagu biomolekuldkat elvalasszuk egymastol.

4.1.2.1. Agaréz gélelektroforézis

Az agaro6z a vorosmoszatok agar-agarjanak egyik poliszacharid dsszetevéje, mely a D-galaktoz és 3,6-anhidro-
L-galaktopirandz linearis polimere. Rendkiviil jol alkalmazhatd nukleinsavak szeparalasara. A biokémidban az
agardz gélelektroforézis DNS molekulék, elsdsorban méret és alak szerinti elvalasztasara szolgal. Agar6z gélben
néhany 10 bp-tol tobb 10 kbp-ig terjedé méretii (hossziisagi) DNS molekulakat lehet szétvalasztani. A DNS
molekula negativ toltése cukorfoszfat gerince miatt egyenesen aranyos a hosszusagaval. Ezért egy vizszintesen
elhelyezett agardz gélben (horizontalis gélelektroforézis) a pozitiv polus felé vandorlé DNS molekuldk mobilitasa
aranyos lesz a hosszukkal. Az agar6z 0,5-2%-os oldata forralassal késziil. Dermedéskor az agardz térhalos szerkezetii
lesz. A forralast kovetden a gélhez interkalalo fluoreszcens festéket is adunk, amely a DNS-t UV fényben lathatova
teszi. Régebben a mar korabban is emlitett etidium-bromidot (Id. 4.4. abra) alkalmaztak erre a célra, azonban ez
erbsen mutagén hatasu, ezért manapsag mas, biztonsagosabb festékeket hasznalunk helyette (pl. SYBR Safe, Gel
Green).

4.4. abra: Az etidium-bromid fluoreszcens DNS-festék szerkezeti képlete

A gél ontésekor, az 6ntd formara merdlegesen, feliilrdl egy tn. "fésiit" is elhelyeziink, ami a mintafelvitelhez
sziikséges zsebeket fogja kialakitani. A fésti méretét a minta mennyiségétdl fiiggben valasztjuk ki. A dermedt
g¢lbdl dvatosan kivessziik a fésiit, &s a zsebekbe pipettazzuk a mintankat, majd egy elektrodakkal ellatott kadba
helyezziik a gélt. Az elektroforézishez sziikséges egyenaramot a tapegység biztositja. Minden egyes mintdhoz
"DNS-kezeld" oldatot is keveriink, mely glicerint és altalaban kétféle festéket is tartalmaz. A glicerin arra szolgal,
hogy nagyobb siirlisége révén a mintakat a zseb aljan tartsa, ne diffundaljanak ki a pufferbe. A festékek segitségével
pedig megallapithato, hogy hol tart az elektroforézis. A bromfenolkék lathatova teszi felvitelkor a mintat, és kivald
mobilitasi képességei kovetkeztében (1%-os gélben egy 300 bp-os DNS fragmentummal fut egyfitt) s6tétkék szine
a futasi frontot jelzi. A xilén-cianol nagyon lassan halad a gélben (kb. 4 kbp DNS-sel fut egyiitt).
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Az elektroforézishez hasznalt puffer (TBE: Trisz-borat-EDTA vagy TAE: Trisz-acetat-EDTA) ionerdssége fontos
tényez6 a DNS elektroforetikus mobilitdsa szempontjabol. Tul alacsony ionerdn a DNS csak lassan képes haladni,
mig ha tul magas az ionerd, akkor a vezetoképesség is ndvekszik, tal sok hd képzddik, amitdl a gél meg is olvad.
Alacsony fesziiltségen a linearis DNS vandorlasi sebessége aranyos a fesziiltséggel. A megfuttatott gélt végiil UV
fénnyel vilagitjuk meg, s a gélhez adott fluoreszcens festéknek koszonhetben vilagitani fognak a DNS-ek savjai a
gélben. A lathatova valt DNS savokat ki is vaghatjuk a gélbdl tovabbi tisztitasra, felhasznalasra.

Az agardz gélelektroforézis kivitelezését a 4.5. abran és a 4.1. videon szemléltetjiik.

—

4.5. abra: Agaroz gélelektroforézis

4.1. video: Az agardz gélelektroforézis kivitelezése

4.1.2.2. Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A nukleinsavakat nemcsak agar6z, hanem poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE) is el tudjuk valasztani
egymastol. A PAGE-t a horizontélis agardz elektorforézistdl eltérden vertikalis (fiiggbleges) elrendezésti késziilékben
végezziik (1d. 4.6. abra). A poliakrilamid gél egyik legjelentdsebb eltérése az agardz géltdl, hogy sokkal kisebb
aporusmérete. Felbontasa 5-2000 nukleotidig terjed, ¢s képes elvalasztani az akar 1 nukleotid hosszban kiil6nb6z6
oligo- vagy polinukleotid szalakat is egymastol. A Sanger-féle klasszikus DNS szekvenalas soran PAGE-vel
valasztjak el a kiilonbdz6 hosszusagu linearis, Gjonnan szintetizalt egyszala DNS-eket egymastol. Megjegyzendo,
hogy az automata DNS szekvenatorokban kapillaris elektroforézist hasznalnak (1d. 5.2.2. fejezet), amihez mas
szintetikus polimereket alkalmaznak. Az akrilamid vizes kdzegben, megfeleld iniciatorok (pl. peroxidiszulfat) és
katalizatorok (tetrametil-etilén-diamin, TEMED) jelenlétében gyokds polimerizaciora képes, és nagy molsulyu
linearis polimer, poliakrilamid keletkezik. A térhalds szerkezet a keresztkdto dgens (N,N-metilén-bisz-akrilamid)
jelenlétében alakul ki, aminek segitségével a hosszl poliakrilamid lancok kozott hidak képzédnek. Megjegyzendo,
hogy a fehérjék elvalasztasara is PAGE-t hasznalunk, mivel még a nagyobb méreti fehérjék (>100 kDa) is joval
kisebbek, mint egy kisméretli plazmid (1 kbp ~ 600 kDa).
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4.6. abra: Poliakrilamid gélelektroforézis késziilék ,.kamrainak™ feldltése mintakkal.

Mivel a kiilonb6z6 hosszusagii DNS molekulak relativ tdltése azonos (a foszfat-csoportok negativ toltése miatt),
ezért a linearis molekuldk mindig méret szerint valnak szét. Ha valamilyen denatural6 agenst is keveriink a gélhez,
példaul ureat, akkor a linearis DNS szalak alakja is egyforma lesz, igy ténylegesen csak a méret alapjan
szeparalodnak. Fehérjék esetében is hasonlo az elvalasztas elve, de fehérjék szeparalasira a PAGE szdmos mas
valtozatat is hasznaljuk (2D PAGE, SDS-PAGE, izoelektromos fokuszalas).

4.1.2.3. A DNS-ek méretének meghatarozasa

A DNS méretét ismerniink kell, ha azt analizalni vagy preparalni szeretnénk. A linearis DNS molekula méretének
logaritmusa ¢és az elektroforetikus mobilitasa kozott forditott aranyossag van (a mobilitas és a méret logaritmusa
kozott linearis az osszefiiggés). Igy egy ismeretlen molekula mérete meghatarozhaté a futasi tavolsag ismeretében,
ha mellé olyan DNS molekulakat is felvisziink a gélre, amelyeknek a mérete pontosan ismert. Ez a DNS ,,létra”
vagy molekulasuly marker, ami kiilonbdzé méretii linearis DNS molekulak keveréke. Az agaroz gélt alapvetden
nagyobb méretli nukleinsavak elvalasztasara hasznaljak, mivel porusmérete joval nagyobb a poliakrilamid gélhez
képest. A gél agar6z vagy akrilamid koncentraciojatol fliggden, kiilonb6z6 méreti polinukleotidokat lehet
elvalasztani. Minél higabb, annal nagyobb, minél toményebb, annal kisebb DNS szalakat lehet szeparalni. Minden
vizsgaland6 mintahoz tartozik egy optimalis porusméret, amelyben a molekulak bizonyos ellenallassal vandorolnak,
de nem akadnak fel, hanem képesek haladni benne.

A hosszabb molekuldk a gélben ,,nehezebben” haladnak, igy ezek lemaradnak a rovidebb, kisebb molekuldkhoz
képest. A polinukleotidok gélben valé6 mobilitisatnagyban befolydsolja az alakjuk is. A cirkuldris/relaxalt
plazmid formak széttekeredettségiik miatt lassabban haladnak, mint az erésen kondenzalt, szuperhelikalis DNS-
ek. A linearizalt plazmidok pedig az el6bb emlitett két forma k6zott mozognak (a molekulak alak-szerinti mobilitasat
a gélben alapvetden a hidrodinamikai térfogatuk donti el. DNS mintak agardz gélelektroforetikus képét a 4.7. abra
mutatja be.
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4.7. abra: Agaroéz gél DNS létraval és kiilonb6zé DNS mintakkal. A mintakat valamilyen restrikcios
endonukleazzal (1- vagy 2-féle) kezeltiik. A 3. minta kivételével a DNS minték kettévagodtak, ezért két kiilonb6z6
méretd savban futnak. A 3-as plazmid DNS minta cirkularis maradt. A kondenzaltabb szuperhelikalis formak
gyorsabban, mig a relaxalt, kitekeredett molekulak lassabban vandorolnak a gélben. A DNS létraval a molekula
méreten kiviil a DNS mennyiségét is meg lehet becsiilni.

4.1.2.4. DNS-ek izolalasa agaré6z gélbél

A megfelel6 DNS-t (pl. vektor vagy inszert DNS), melyet pl. restrikcios emésztés vagy PCR reakci6 eredményeként
kaptunk, az agar6z gélbdl izolalnunk kell ahhoz, hogy megfelel6en elvalasszuk a DNS mellett maradt enzimekt6l
(endonukleazok, DNS-polimeraz) vagy a hasitatlan vektortol.

Az agar6z gélelektroforézist kovetden a gélt ebben az esetben UV fény helyett kék fényben vilagitjuk meg, mert
az UV roncsolna az izolalni kivant DNS-t. A gélhez adott DNS festék (etidium-bromid helyett pl. SYBR Safe)
ugyanis kék fényben is fluoreszkal, ami lehetévé teszi a megbizhatd, karosodasmentes DNS izolalast. A gélbdl a
megfeleld csikot egy szikével vagjuk ki (1d. 4.8. abra), amibdl a DNS-t tobbféle mdodon is kinyerhetjiik.

Az izolalas torténhet elektroelicioval, amikor a kivagott géldarabot egy olyan dializalo membranba helyezziik,
ami impermeabilis egy bizonyos DNS molekula méretre, és permeabilis a folyadékokra. TE pufferbe aztatjuk a
géldarabot tartalmaz6 dializis zacskot, €s elektromos teret hozunk létre a dializis csé koriil. Ugyantigy, ahogy a
gélelektroforézisnél is, a DNS elkezd vandorolni a pozitiv elektroda felé. Ebben az esetben kivandorol a gélbdl,
de nem juthat 4t a membranon. A dializis zacskobol ezutan csak ki kell pipettazni a mar tiszta DNS-t tartalmazo
folyadékot.

4.8. abra: DNS agar6z gélbdl izolalasa steril szikével
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A DNS-t tovabb lehet még tisztitani fenolos extrakcidval és etanolos kicsapassal. Egy masik hagyomanyos modszer
a géldarab -80°C-on torténd fagyasztisa. Ezen a homérsékleten az agar6z szerkezete mar roncsolodik, igy egy
szlir6n keresztiil, centrifugalassal kinyerhet6 a DNS. Egy tovabbi kivonasi eljaras az alacsony homérsékleten
megolvado (low melting) agardz hasznalata, mivel az oldatfazisba keriilt DNS-t a miniprep mddszernél ismertetett
szilika membranhoz torténé adszorbeioval konnyen tisztithatjuk. A DNS (és RNS) gélbdl torténd extrakcidjara
sokféle kit kaphato a kereskedelemben.

4.1.2.5. Restrikcios térképezés

A kiillonboz6 restrikcids endonukleazok eltéré felismerd szekvenciakkal rendelkeznek, igy ugyanazon DNS
molekulat kiilonb6z6 enzimekkel emésztve kiilonbozdé restrikcios fragmentumok keletkeznek. A restrikcios
enzimeket nmagukban vagy kombinalva alkalmazzuk, és a kapott DNS fragmentumokat gélelektroforézissel
valasztjuk el. A fragmentumok mérete alapjan 6ssze tudjuk allitani az eredeti DNS molekula un. restrikcios
térképét (1d. 4.9. abra).
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4.9. abra: Rekombinans DNS konstrukcio térképezése restrikcios endonukleazokkal

Ez egy ,.kirakos jaték”, ami azon alapszik, hogy a hasitohelyek egymashoz viszonyitott helyzete donti el, hogy
melyik emésztésnél milyen méretii fragmentumok keletkeznek. Akar egy teljes genomot is fel lehet igy térképezni
(1d. 9.1.1. fejezet). Az ilyen mintazat minden embernél mas és mas — ezt DNS ujjlenyomatnak nevezik és tobb
célra is fel tudjak hasznalni (1d. 4.1.3.2. fejezet).

4.1.3. Hibridizacios technikak és nukleinsav prébak

A molekularis bioldgiaban a hibridizacios technikakkal valamilyen ismeretlen biologiai mintabol akarunk kimutatni
egy adott DNS, RNS vagy fehérje szakaszt. Meg akarunk bizonyosodni annak jelenlétérdl, mennyiségérol,
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mindségérdl. A hibridizacios technikaknak kdszonhetden nincs sziikség feltétleniil szekvenalasra, ha a genomban
egy mutaciot vagy strukturalis valtozast akarunk azonositani. A hibridizacios technikak molekularis hatterét az a
tény adja, hogy a DNS két komplementer szila reverzibilis médon denaturalhato, s a renaturacié nem csak a
két eredeti szal kozott megy végbe, hanem egy oligonukleotid proba jelenlétében az is anellal (hozzatapad) a vele
komplementer szalhoz.

Ezekhez az eljarasokhoz tehat mindig sziikséges valamilyen ismert szekvenciaju DNS vagy RNSproébara. Probanak
nevezziik a radioaktivan vagy mas modon (leginkabb fluoreszcenciaval) jelolt (az esetek tobbségében oligonukleotid
méretli) oligo- vagy polinukleotidot, ami komplementer a vizsgalni kivant nukleinsav egyik lancanak
szekvencidjaval. Az egyszalu proba csak egyszali cél nukleinsav lanchoz képes kapcsolddni. A hibridizécio
,,Szigorusaga” (stringency) attdl fiigg, hogy milyen so koncentraciot és hdmérsékletet alkalmazunk. Magas anellacios
hémérsékleten és alacsony ionerd Un. szigort (stringent) koriilményeket jelent, ilyen esetben csak a probaval
tokéletesen egyezd nukleotid szalak fognak hibridizalni. Azonban magas ionerdn €s alacsonyabb hémérsékleten
a csak részben hasonl6 szekvencidkhoz is hozzatapadhat a proba.

A fejezet els6 részében a probakészités és jelolés lehetdségeit vazoljuk fel, a tovabbi alfejezetekben a Southern-
és Northern-lenyomat (blot) médszerrdl, az in situ hibridizaciérol és a DNS chipekrdl lesz sz6. Néhany tovabbi
hibridizacios modszert (pl. kolonia- vagy plakk-hibridizacid) az azt alkalmazo modszert leird fejezetben targyalunk
(1d. 8. fejezet). (A hibridizaciorol még 1d. 18.1. animacié.)

4.1.3.1. Nukleinsav préobak eléallitasa és jelolése

Korabban szinte kizarolag izotépjelolést hasznaltak. A jeldlt molekula a probakészités modszerétdl fiiggden (1d.
alébb) lehet g-ATP, a-ATP, a-CTP. Az izotdpot tekintve hasznalhatunk *2P-t (felezési id8 =14 nap), **P-t (t,,=25
nap), >S-t (t:,,=87 nap). A hibridizalas eredményét radioaktiv préba esetén autoradiografiaval tessziik lathatova.
Kés6bb megjelentek egyéb jeldlési modok is, amelyek kdzott a radioaktivitassal azonos érzékenységli fluoreszcens
probak terjedtek el leginkabb. A fluoreszcens probakrol részletesebben a szekvenalas (1d. 5. fejezet) és a PCR
fejezetben (Id. 6.3.2. fejezet) lesz sz6. A nem-radiokativ és nem-fluoreszcens probak kozott megemlitjiik a
digoxigenint, egy er6sen immunogén (ami azt jelenti, hogy igen nagy affinitassal hozzakdtddo antitestek allnak
rendelkezésiinkre), novényi eredetii szteroid, ami nukleotidokra konjugalhatd, s beépithetd nukleinsav probakba
(az el6hivas az antitest jelolésével vagy a hozza konjugalt enzim altal termékként eldallitott festékkel vagy
kemiluminszcencidval torténhet).

Az oligonukleotid prébakat szilardfazisa szintézissel (szintetizatorokban), mig a hosszabb DNS vagy RNS
prébakat enzimatikus tton allitunk eld. Az egyik lehetéség a DNS molekula végjeldlése. Az 5°-végjeloléséhez
két enzimre van sziikség. Alkalikus foszfatdzzal eltavolitjuk a foszfat-csoportot, majd polinukleotid-kinaz
segitségével ATP-bol izotdp jelolt foszfat-csoport (g-foszfat jelolt!) épithetd be a DNS 5°-végére. A 3’ végjeloléshez
a DNS-polimerazok 3°—5’ exonukledz aktivitasat hasznaljuk ki. A , visszaragott” szalhoz a polimeraz aktivitas
révén dNTP-b6l izotdp vagy fluoreszcens jel épiil be a 3°-vég kozelébe. Ebben az esetben altalaban jelolt dCTP-t
hasznélnak (ennél a modszernél az a-foszfatot kell jel6lni!). Készithetniink enzimatikusan random DNS prébakat
ugy is, hogy DNS-polimeraz segitségével dCTP-bél épiil be a jel az Gjonnan szintetizalt 1ancba. Ugyanezen az
elven RNS-polimerazzal DNS-templatrol jelolt RNS-prébak is eldallithatok in vitro transzkripcioval.

Megjegyzendd, hogy 1éteznek szintetikus un. peptid-nukleinsav (PNA) probak is, amelyekben a cukorfoszfat
gerinc ¢s a foszfodiészter kotések helyett poli N-(2-aminoetil)-glicin vaz taldlhatod és a bazisok ehhez metilén-
karbonil csoporton keresztiil kapcsolodnak (a bazisok tdvolsaga megegyezik a foszfatgerinchez kapcsolddo bazisok
tavolsdgaval, tehat a PNA is tud bazisparosodni egy komplementer ldnccal). Egy PNA részletét a 4.10. abran
mutatjuk be
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4.10. abra: Egy peptid-nukleinsav részlete

4.1.3.2. Southern-blot (lenyomat) technika és az RFLP médszer

A Southern-blot (magyarul lenyomat) technika specialis DNS szakaszok kimutatasara szolgal egy komplex DNS
mintaban. Példaul egy adott gén jelenlétét tudjuk vizsgalni kiilonb6z6 fajok teljes genomjaban. Ezzel a technikaval
a gén méret vagy szerkezetbeli megvaltozasa is kimutathatd. A ,,lenyomatra” azért van sziikségiink, mivel a gélbol
a DNS diffuzioval az oldatba keriilne a hibridizalas soran, masrészt a gél torékeny és nehezen kezelhetd.

A Southern-blot kivitelezésekor eldszor a nagyobb méretii DNS molekulat, akar egy teljes genomot, restrikcios
endonukleazokkal kisebb darabokra hasitunk, majd agar6z gélben futtatjuk a mintat. A hibridizacioé miatt egyszala
DNS molekulékra van sziikségiink, ezért NaOH segitségével denaturaljuk a ketts szalat, majd K-acetattal
semlegesitjiik. A gélt elektrolit oldatba helyezziik (ami lehet egy szivacs, vagy a blottold folyadékkal atitatott
szlirbpapir), és a tetejére simitjuk a nitrocelluléz- vagy nylonmembrant. A membran folé tovabbi nedvszivo
anyagot (pl. szlir6papir) rétegeziink. A kapillarishatas miatt a DNS-molekulak a gélbél a membranba vandorolnak.
A membran csak az egyszalit DNS-eket koti meg ugyanabban a pozicidban, ahogyan azok eredetileg a gélben
elhelyezkedtek (1d. 4.11. abra). A nitrocellul6z membran esetében szaraz hokezeléssel (60-100°C-os vakuumban),
a nylonmembran esetében pedig UV-kezeléssel kovalensen hozzakoétjilk a DNS-t a membranhoz. Ezt koveti a
hibridizacids probaval torténd inkubalds. Majd a membranrél lemossuk a nem kotdédott nukleinsav probakat és
rontgenfilmen autoradiografiaval, fluorométerrel vagy fotométerrel detektaljuk a jelet (a proba jelolésétol fiiggden).

Radioaktiv proba esetén el6hivaskor a membranra egyszeriien egy rontgenfilmet helyeziink, és ahol a proba
hozzako6todott a mintahoz, elfeketedik a film. Ezek a s6tét savok tokéletesen egybeesnek a hibridizalt, azaz
azonositani kivant DNS savjaval. Ma mar elterjedtek az olyan eljarasok is (az un. foszfo-image screen), ahol a
radioaktiv jelet kozvetleniil digitalis jell¢ lehet alakitani. A radioaktivitas hasznalata a sugarzas veszélyessége miatt
ma mar kevésbé hasznalatos. A detektalas torténhet még kolorimetriaval, amikor a proban valamilyen festékanyag
talalhato, amely enzim (pl. alkalikus foszfataz, peroxidaz) jelenlétében oldhatatlan szines csapadékka alakul, és
megfesti a membrant. Ez szabad szemmel is jol lathat6. Egy masik nem izotopos detektalasi mod a fluoreszcens
kimutatas, amikor biotinalt probat alkalmazunk, és a membrant fluoreszcens reagenssel jel6lt avidinnel vagy
sztreptavidinnel kezeljiik, majd fluorimetriaval detektaljuk. Manapsag joval elterjedtebb ¢és kozkedveltebb a
kemilumineszcencian alapulé el6hivas (ECL: Enhanced Chemiluminescence: megnovelt kemilumineszcencia).
Ennél a modszernél a probara kovalensen valamilyen enzimet, altaldban torma-peroxidazt konjugalnak. Ezutan a
membrant olyan anyaggal kezeljiikk, ami a torma-peroxidaz szubsztratjat, leggyakrabban luminolt tartalmaz. Az
oxidacioé soran, hidrogén-peroxid jelenlétében, a luminol gerjesztett allapotba kertil, és egy fotont bocsat ki, amit
megfeleld detektorral vagy rontgenfilmen azonosithatunk. Fenol vazzal rendelkez6 molekuldk jelenlétében a
fénykibocsatas akar 1000-szeresére is ndvelhetd. Ettdl lesz ,,megndvelt” kemilumineszcencia az eljaras.
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4.11. abra: Southern-blot (lenyomat) technika. A gélben 1évé DNS-t nitrocellul6éz vagy nylon membranra
transzferaljuk, igy az elvalasztott DNS mintazatanak replikajat kapjuk. A transzfer altalaban egy szivacson keresztiil
torténik, amit egy puffer tartalyba helyeziink. A gélt és a membrant a szivacsra tessziik, f6l¢ pedig vastag rétegben
szlir6papirt helyeziink, hogy felszivja a puffert a szivacson, gélen és membranon keresztiil. Ezaltal a DNS a gélbdl

a membranba vandorol, és erdsen immobilizalodik.

Southern-blot technika segitségével analizaljuk az RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism: restrikcios
fragmentum hossz polimorfizmus) mddszer alkalmazésa soran kapott DNS fragmentumokat is. Az RFLP modszer
vilagithat ra. Az eljaras soran teljes genombol indulunk ki, melyet restrikcios endonukledzokkal kezeliink. Az
kiilénbdzoé endonukledzok (1d. 3.2.1.2. fejezet) eltéré DNS szakaszokat ismernek fel. Az endonukledzos kezelés
utan kapott DNS fragmentumok szdma az enzim altal felismert szekvenciak szamatol, mérete pedig ezek tavolsagatol
fligg. A restrikcids fragmentumokat ezt kdvetéen gélelektroforézissel szeparaljuk, és Southern-blot hibridizaciéval
detektaljuk. RFLP abban az esetben jelenik meg, ha a vizsgalt DNS szalon talalhat6 inszercid, deléci6 vagy SNP
egy meglévo restrikcios helyet tonkretesz vagy egy ujat hoz 1étre. Ilyenkor gélelektroforézissel eltéré hosszisagi
DNS fragmentumokat kapunk. Az RFLP analizis volt az els6 DNS ,,ujjlenyomatot” feltérképezo, széles koriien
elterjedt technika (DA profiling, DNS tipizalas), amelyet bevezettek az igazsagiigyi orvostani és a birosagi
gyakorlatba is. Az RFLP technika nagyon fontos eszkdz volt a genomok fizikai feltérképezésében, kiilonbozo
mutaciok kimutatasaban. Ezzel a modszerrel kiilonb6zo betegségek, vagy az azokra val6 hajlam is kimutathat6.

A 4.12. abran egy bintény elkdvetdjének Southern-blot modszerrel eldallitott RFLP mintazat alapjan torténd
azonositasat mutatjuk be. Ezt az alkalmazast Alec Jeffrey vezette be a gyakorlatba az 1980-as évek kozepén (a
szexualis-indittatasu gyilkossag elkdvetdjét a birdsag a DNS ujjlenyomat alapjan 1992-ben életfogytiglani
bortonbiintetésre itélte — ez volt a birdsagi gyakorlatban az elsd eset, ahol géntechnoldgiai bizonyiték alapjan
sziiletett meg az itélet).
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4.12. dbra: RFLP, mint DNS ujjlenyomat elallitasa. Az eljaras soran az egyénekbdl vett DNS mintat restrikcios
endonukleazokkal emésztik, gélelektroforézissel elvalasztjak, majd Southern-blot hibridizalassal allitjak el6 a DNS
ujjlenyomatot, amellyel akar egy blintény elkdvetdjét is azonositani lehet (Id. a bemutatott abrat).

4.1.3.3. Northern-blot

A Southern-blottal rokon technika a Northern-blot, csak ebben az esetben DNS helyett RNS molekuldkat
analizalunk. Ez az eljaras joval nagyobb eldvigyazatossagot igényel, mivel az RNS rendkiviil bomlékony. Ezért
minden oldatot és eszkdzt RN-az mentesiteni kell. Segitségével megallapithatd egy adott sejt pillanatnyi
génexpresszios allapota és annak valtozasa példaul differencialodas soran vagy patoldgias esetekben. Az izolalt
mRNS mintat agar6z gélen valasztjuk el, de a gél formaldehidet vagy glioxalt is tartalmaz, amelyek denaturaljak
az RNS-t, megsziintetik az esetleges masodlagos szerkezeti elemeit. Kisebb méretli RNS molekulak esetén (pl.
siRNS, miRNS) ureat tartalmazo poliakrilamid gélt alkalmaznak a tokéletesebb elvalasztas érdekében. Az igy
elvalasztott RNS-t tartalmazé gélt nylon membranra blottoljak a Southern-blothoz hasonlé moédon. A blottolas
utan az RNS membranhoz rogzitését UV keresztkotéssel végzik. A hibridizacio koriilményeit a kimutatandé RNS,
a hasznalt proba (végjeldlt oligonukleotid, random jelolt DNS vagy RNS proba) és a hasznalt hibridizacios puffer
egyiittesen hatarozzak meg. A kapott jelet a Southern blottnal leirtakhoz hasonléan hivhatjuk elé. A hasznalt
radioaktiv proba megfeleld koriilmények kozott (alacsony sokoncentracid, magas homérséklet) a membranrol
lemoshato. Az igy ,,lef6z6tt” membran RNS-eket detektald 0j radioaktiv probaval tjrahibridizalhato.

4.1.3.4. In situ hibridizacio, kariotipizalas

Az in situ hibridizacios eljards soran, sejten, szdveten beliil tudunk komplementer nukleotid szakaszokat
hibridizaltatni jelolt probakkal. Az in situ DNS hibridizalés altalaban a kromoszoéma struktirak megfigyelésére
hasznalatos modszer, mig az in sifu RNS hibridizalassal az adott szovetben expresszaldo mRNS-eket, illetve miRNS-
eket tudjuk kimutatni mikroszkopikus metszeteken Az egyik legelterjedtebb valtozata ennek a technikanak a
fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH), amellyel a genom egy-egy kisebb szakaszat lehet megjeleniteni. A
FISH technikak fejlédésével, nagy pontossaggal és biztonsaggal lehet citogenetikai diagndzisokat felallitani,
tumoros sejteket azonositani. A kiillonb6z6 méretii és tipusi DNS szakaszok kimutatasahoz tobbféle proba all
rendelkezésre. A probakat egy hapténnel (pl. biotin, digoxigenin, &sztradiol) jeldlik, amelyhez kiilonb6zd
fluorokrémok (pl. FITC, rodamin) kapcsolodnak. Teljes hossziisagu kromoszomak kimutatasdhoz az un. painting
probak alkalmasak. Ha a probakat eltérd szinii fluorokrommal jel6lik, akkor a kiilonb6z6 kromoszomak mas-mas
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szinnel fognak vilagitani. Az in. mulitplex-FISH (M-FISH) technikaval egyidejiileg jelolhet6 az 6sszes kromoszoma
(1d. 4.13. abra), és ezaltal sokféle DNS atrendez6dés kozvetleniil kimutathatdva valik.

4.13. abra: Multiplex-FISH. A human kromoszomakat kiilonb6z0 fluoreszcens festékkel jelolték (forrds:
JackeyCheng.com)

A kromoszomak telomer és centromer régidiban egy adott kromoszomara jellemez6 ismétlédo szakaszok talalhatok,
igy ezekre a szekvenciadkra talaltak ki a repetitiv probakat. Ezek a probak foként a kromoszomak szambeli
eltéréseinek kimutatasara alkalmasak. A génspecifikus és toréspont-specifikus probakkal specialis, rovidebb
szakaszok jelenlétét, hianyat vagy strukturajat lehet feltérképezni. A FISH-sel el6allitott jel mikroszkopban is
megfigyelhetd. Azonban a detektalas legérzékenyebb modja un. CCD kamerakkal torténik. Ez a kamera -20°C-on
olyan fluoreszcens jeleket is érzékel, amelyre az emberi szem mar nem képes. A FISH felbontasi képessége 50
kbp-tol 2 Mbp-ig terjed, a DNS kondenzaltsagatol fliggden. (A FISH modszerrdl még 1d. 18.2. animacié. )

4.1.3.5. DNS-chip (microarray) technika

A hibridizacids technikdk legujabb valtozata a DNS-chip vagy microarray. Egy kis méreti (1-2 cmz) szilard
hordozé (pl. szilikon, iiveg) feliiletére szabalyos elrendezésben tobb 10000, cltéré szekvenciaju DNS proébat
rogzitenek kovalensen. Ez torténhet pl. epoxi- vagy amino szilannal, de gyakoribb a fotolitografias eljarassal
torténd in situ szintézis (oligonukleotid probak esetén). A chipen 1 pont kb. 1 pmdl mennyiségti DNS-t tartalmaz.
A probak 20-5000 nukleotid hosszusaguak, génekre vagy cDNS-ekre specifikus oligonukleotidok vagy in vitro
szintetizalt DNS-fragmentumok. Az eljaras Iényege, hogy mikroszkop segitségével detektaljuk azokat a probakat
a chipen, amelyekkel komplementer DNS vagy RNS van jelen a mintaban. A klasszikus, az el6z6 alfejezetekben
ismertetett hibridizaciés modszerekhez képest a chip technologianal megfordult a proba és a minta viszonya: itt a
probat, mig az el6z6 mddszereknél a mintat immobilizaljak (blottolassal).

A chipekhez hasznalatos cDNS mintak altalaban ugy késziilnek, hogy a vizsgalni kivant szovetet vagy sejtkulttrat
feltarjak, és kivonjak az mRNS-t, amibdl reverz transzkriptdzzal cDNS-t szintetizalnak. Ez a mennyiségii cDNS
azonban nagyon kevés lenne a tovabbi munkakhoz. Ezért PCR reakcioval, fluoreszcens modon jeldlt primerek
segitségével (pl. Cy5: vords; Cy3: zold) sokszorositjak a target DNS szalakat, majd ezt a cDNS-t tartalmazo oldatot
inkubaljak a chipen. A nem kot6dott DNS darabokat lemossék, és a chipet altalaban egy specialis fluoreszcens
elohivo késziilékkel (chip reader) vizsgaljak. A chip pontjai altal kibocsatott fény szinét és intenzitasat detektaljak.
A kapott képet szamitogépes programok segitségével elemezik; dsszehasonlitjak a kiilonboz6é mintak hibridizacios
értékeit, igy egy adott kezelésre torténd expresszids valtozasokhoz olyan szamok rendelhetéek, melyek a relativ
expressziot fejezik ki. A kiértékelés részleteire ebben a jegyzetben nem tériink ki.

A DNS microarray modszert széleskoriien alkalmazzak a funkcionalis genomikaban; génexpresszios valtozasokat,
valamint az SNP-kt6l kezdve a teljes genomot atfogo genetikai kiilonbségeket lehet a modszerrel analizalni. Tovabbi
érdekességeket a modszer alkalmazasardl itt olvashatnak. (A DNS microarray-rél még 1d. 18.3. animacié. )

Egy gén-chipet és egy expresszids dsszehasonlitod vizsgalat sémajat a 4.14. abra mutatja be.
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4.14. abra: Gén-chip (az Affimetryx biotechnologiai cég terméke). A bemutatott két chip-en egyidejiileg tobb mint

40.000 human (bal) és egér (jobb) transzkriptumot lehet analizalni. Az mRNS-eket a chip-en in situ fotolitografiaval

szintetizalt specifikus komplementer DNS probak reprezentaljak (bal) (forras: Wikipedia, GNU Free Documentation
License). Osszehasonlitd génexpresszids vizsgalat (rdkos és egészséges sejt) hibridizacios chipen (jobb)

4.2. Rekombinans konstrukciok tervezése

A rekombindans DNS molekula egy olyan mesterséges konstrukcio, amely két (vagy tobb) DNS molekulabol
allithato 6ssze. Az egyik maga a vizsgalni kivant DNS szekvencia, a masik a hordozé DNS, amely lehetové teszi
areplikaciot (és egyes esetekben a génexpressziot is). Tehat ha egy idegen DNS darabot (inszert) egy replikalodni
képes DNS szekvenciaval (vektor) kapcsolunk 6ssze kovalensen, és bejuttatjuk egy, a vektornak megfeleld
gazdasejtbe, akkor az idegen szekvencia is le fog masolodni. A rekombinans DNS-ek nem csak a vektor
replikonjanak megfeleld gazdasejtekbe, de akar teljes organizmusokba is bejuttathatok. Az utdbbi esetben
genetikailag modositott é161ényt (GMO) hozunk Iétre (I1d. 15. fejezet).

Ebben az alfejezetben a molekularis klonozashoz sziikséges rekombinans DNS elkészitésének {6 1épéseirdl, a
konstrukciok tervezésérdl lesz szo. Honnan szarmazhat, és hogyan allitjuk el6 a vizsgalandé DNS fragmentumot,
az inszertet és a hordozo DNS-t, a vektort. Részletezzilik az inszert és a vektor endonukleazokkal torténd hasitasat;
az inszert és a vektor ligalasat, a rekombinans DNS-t tartalmaz6 gazdasejtek szelektalasi lehetdségeit és végiil a
rekombinans DNS szekvencidjanak ellendrzési modszereit.
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4.2.1. Az inszert eloallitasa

A rekombinans DNS tervezésének elsé 1épése, hogy kivalasztjuk a vizsgalandé DNS szakaszt. Amennyiben a
felelos génjét keressiik, valosziniilleg genomialis vagy cDNS konyvtarat kell 1étrehoznunk (1d. 8. fejezet). Bar
manapsag technikailag jelentsen kisebb kihivas egy ilyen munka, mint egy évtizeddel ezel6tt, komoly id6 és pénz
raforditassal kell szamolnunk. Jelentdsen egyszeriibb a helyzet, ha olyan é161ény DNS-érél van sz6, amely genomjat
mar szekvenaltak (1d. 9. fejezet), tehat az adott DNS szakaszok szekvenciaja ismert. Ekkor a kiindulasi szekvencia
informaciot DNS adatbazisokban talaljuk meg (1d. 10.1.2. fejezet). Harom lehetdség all elottiink. Az elsd, hogy
mi eléallithatjuk az inszertet, amennyiben rendelkezésiinkre all genomialis DNS vagy RNS minta a megfelel6
szervezetbdl vagy szovetbol. A masodik lehetdség, hogy szintetizaltatjuk az inszertet, ami mara, bar még mindig
elég draga szolgaltatas, az elényei miatt (minimalis munka és idéraforditas) egyre elterjedtebb. A harmadik eset
a legolcsobb valtozat, amikor egy klon adatbazisbdl szerezziik be a benniinket érdekld inszertet tartalmazo kész
rekombindns DNS-t (ilyen ,.klonmegosztd™ szolgaltatas példaul az Addgene, amelybe barki beteheti az altala
elkészitett konstrukciot, s azt barki megkaphatja, csak a szallitasi koltséget kell kifizetnie). Ebben az esetben a
rekombinans DNS-bdl restrikcios enzimekkel kozvetleniil kivaghatjuk, vagy PCR segitségével (1d. 6.4.1. fejezet)
,,szubklonozhatjuk™ az inszertet.

Az inszert el6allitasa attol is fiigg, hogy egy gént, gén fragmentumot vagy ¢cDNS-t akarunk kléonozni. A ¢cDNS
(complementary, azaz komplementer DNS) az mRNS-r6l reverz transzkriptaz enzimmel készitett masolat. Ez
utobbira akkor van sziikségiink, ha vagy ¢cDNS konyvtarat akarunk el6allitani (1d. 8.3. fejezet) vagy expresszios
konstrukciét akarunk eléallitani, azaz a rekombindns fehérje a vizsgalatunk targya (1d. 12. és 13. fejezet). Fontos
emlékeztetniink ra, hogy az eukariotaban a gének altalaban intronokat is tartalmaznak, azaz a gén altal kodolt
mRNS szekvencia nem egyezik meg a gén DNS szekvenciajaval, ami tényt figyelembe kell venniink a DNS
konstrukciok tervezésekor.

4.2.1.1. Genomialis DNS inszert

Ha a génnel akarunk dolgozni, akkor vagy az adott faj genomialis kényvtarara van sziikségiink vagy genomialis
DNS-t kell izolalnunk. A genomialis konyvtarbol kikereshetjiik a benniinket érdekld klont valamilyen hibridizacios
eljarassal (kolonia- vagy plakk-hibridizacid; 1d. 8.2. fejezet), de ma mar sokkal egyszer(ibb két specifikus primer
segitségével a specifikus DNS-t génkdnyvtarbol vagy az altalunk izolalt genomialis DNS-b6l szarmaz6 templatrol
PCR-rel amplifikilni (1d.6. fejezet). A PCR primerek 5° végébe beépithetiink restrikcios endonukledz
felismerdhelyeket, igy a klonozas a tovabbiakban egy 1épésben megvalosithato lesz (1d. 6.4. abra a 6.4.1. fejezetben)

Ahogy korabban mar bemutattuk, a legcélravezetobb klonozasi stratégia a direkcionalis klonozas (1d. 2.2. fejezet).
A PCR-t koveten agardz gélben futtatjuk a mintat, és izolaljuk a DNS terméket, ha az a DNS Iétrahoz viszonyitva
a megfeleld méretli. Az izolalast kovetéen olyan restrikcios endonukledzokkal hasitjuk az inszertet, amelyek
felismerd helyét a primerekkel beépitettiik az amplifikalt DNS-be. Az inszertiink a hasitast kovetden ragados végi
lesz, azaz egy komplementer szekvenciaju, ragados végii DNS darabbal 6ssze tud tapadni (Iehetséges tompa véget
eredményez0 restrikcids enzimet is hasznalni, de a tompa-végli DNS-ek ligalasa, mint az korabban mar emlitettiik,
nehezebb feladat). Végiil ujbol megtisztitjuk a DNS- egy szilika oszlopon, hogy elvalasszuk az enzimektdl és apro
nukleotid tormeléktodl, és ezzel elkészitettiik a ligalasra kész inszertet.

4.2.1.2. mRNS izolalas és cDNS inszert

Amennyiben a gén altal kodolt fehérje a vizsgalataink targya, akkor az esetek tobbségében csak ¢cDNS szintézis
vagy esetleg szintetikus DNS johet szoba. Kivétel, ha be tudunk szerezni (vagy mi készitiink) egy cDNS konyvtarat,
amibdl vagy expresszids szkrineléssel keressiik meg a szekvenciankat tartalmazo klont (1d. 8.3. fejezet) vagy PCR-
rel allitjuk el6 az inszertet.

Ha c¢DNS-t akarunk eléallitani, tudnunk kell, hogy milyen sejtekben, szovetekben expresszalddik nagyobb
mennyiségben az adott mRNS. Kivalasztjuk a megfeleld szovetet vagy sejtkultirat, amibol el6észor total RNS-t
izolalunk. Az RNS izolalasra szamtalan modszer és kit all rendelkezésre, amelyek koziil itt csak egy klasszikus
mobdszert emlitiink. Ennél a modszernél az RNS izolalas soran egy 1épésben torténik a sejtfeltaras és a szerves-
vizes fazis alapu extrakcio guanidium izotiocianat-fenol-kloroform oldattal. A vizes fazis tartalmazza a total RNS-
t, amit DN-azzal kell kezelni a kromoszomalis DNS szennyezés eltavolitasa érdekében. Ha cDNS konyvtarkészités
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a célunk, a total RNS-b6l mRNS-t kell izolalni, ami nehéz feladatnak tiinik, mivel az mRNS a sejt teljes RNS
készletének csak néhany szazaléka. Azonban, legalabbis az eukariota mRNS-eknek van egy tulajdonsaga, a poli-
A farok, amelyet kihasznalhatunk egy egylépéses affinitas kromatografias tisztitasi eljarashoz. Oligodezoxitimidint
(oligo-dT) kotiink kovalensen egy szénhidrat matrixhoz (pl. oligo-dT celluléz), s a teljes RNS készletbdl csak az
mRNS-ek kotddnek az oszlophoz. A cDNS-t reverz transzkriptaz enzimmel (1d. 3.1.5. fejezet) allitjuk el, oligo-
dT primert alkalmazva.

Amennyiben egy expresszios konstrukcio elkészitése a cél, kozvetleniil a totdl RNS-rdl is irhatunk at cDNS-t
amelyet PCR-rel sokszorosithatunk (RT-PCR, 1d. 6.4.4. fejezet). A PCR-hez ebben az esetben is olyan primereket
célszerti tervezni, amelyek a tapado région kiviil tartalmaznak egy restrikcios endonukleaz felismerdhelyet az 5’
tilnyulo végiikon.

4.2.2. A vektor elokészitése

Nagyon sokféle klonozo és expresszids vektor all rendelkezésiinkre. Fontos tudnunk, hogy ,,csak” klonozni akarunk
E. coli sejtekben vagy mas gazdasejttel is dolgozni akarunk, mivel a vektorok replikonjai specifikusak a
gazdasejtekre. Amennyiben a rekombinans DNS konstrukcionkat tobb gazdaba is be akarjuk juttatni, akkor binaris
(shuttle: ,,ingazd”) vektort kell hasznalnunk, ami két gazdaban is képes replikalodni. Figyelembe kell venni a
rendelkezésre allo klonozohelyeket, a szelekcidos markereket, esetleg tovabbi szabalyozo elemek jelenlétét vagy
hianyat az alkalmazni kivant vektorban. A céljainknak legmegfelel6bb vektort kivalasztjuk (1d. 7. fejezet), a vektor
DNS-t felszaporitjuk és elokészitjiik az inszert befogadasara.

Az iires, vagyis inszertet még nem tartalmazo vektorbol nagyobb mennyiségre van sziikségiink. Ehhez E.coli
baktériumokba transzformalunk egy kis mennyiségii DNS-t, majd miniprepet készitiink (Id. 4.1.1.2. ). A vektor
DNS-t ezutan az inszert készitésekor hasznalt restrikcios endonukleazokkal hasitjuk (pl. itt is BamHI és Xhol),
igy az is ragados végl lesz, komplementer az inszert DNS 5°- és 3’-végével. Ezzel a vektor is készen all a mar
emlitett direkcionalis klonozasra. Ha csak egyfajta restrikciés endonukledzzal hasitunk, fennall a veszélye a
vektor 6nzarodasanak vagy konkatamerek képzédésének. Ezért a hasitott vektort alkalikus foszfatazzal (CIAP)
kezeljiik, ami eltavolitja a linearizalt vektor DNS 5’-végérdl a foszfat csoportot (ezzel megakadalyozhatjuk a
vektor-onzardédast). A vektort ezt kdvetden gélbdl izolaljuk (1d. 4.1.2.4. fejezet).

4.2.3. Ligalas

A ligalas az a folyamat, melynek soran két kompatibilis, ragadds vagy tompa végti DN'S molekulat sszekapcesolunk.
Ezzel a 1épéssel épitjiik be a vizsgalni kivant DNS szekvenciat, az inszertet a vektorba. A ligalas koriilményeit

s

az inszert és vektor DNS oldatunk.

Elvileg megbecsiilhetd, hogy milyen valoszintiséggel jonnek 1étre rekombindns molekuldk, ha egyféle enzimmel
nyitottuk fel a cirkularis vektort és ugyanazok a ragados végek talalhatok az inszertiink két végén. Az Un. effektiv
végkoncentracio kiszamolhato:

j=51,1x [Ms]”

(Ms: molekulatomeg; tehat pl. egy linearizalt pPBR322 fag j értéke 32 pg/ml). Ha a vektor koncentracioja joval
kisebb, mint az effektiv koncentracio (c<<j), akkor a cirkularizacio keriil tilsulyba (azaz iires vektorok keletkeznek),
ellenben ha magasabb (c>>), akkor elsdsorban konkatemerek jonnek 1étre. A teoretikusan legtobb rekombinans
DNS kb. 1:2,5 vektor:inszert koncentraciéaranyndl keletkezik, tehat ebben az esetben kb. 2-3-szoros inszert
felesleg jelenlétében érdemes ligalni. Ha a vektor dnzarodast kivédtiik a 4.2.2. fejezetben ismertetett modon, az
inszert felesleget 3-4-szerese emelhetjiik.

A reakci6 elegybe a két DNS-en kiviil a DNS-ligdz enzimet és puffert kell adni. Enzimként leggyakrabban a T4
bakteriofagbol szarmazo DNS-ligazt hasznaljuk, amely a foszfodiészter kotés 1étrehozasahoz sziikséges energiat
ATP-b6l nyeri (az ATP-t altalaban az enzimmel egylitt vasarolt puffer tartalmazza). Elonye ennek az enzimnek
az E.coli sajat DNS-ligazaval szemben, hogy tompa végli DNS-eket is Ossze tud ligalni (1d. 3.3. fejezet). Az
enzimreakcio lezajlasa utan E.coli sejtekbe kell juttatnunk a cirkularizalédott rekombinans DNS-t, transzformalassal.
Ezt kdvetden agar taptalajt tartalmazo Petri-csészékre szélesztjiik a transzformalt baktérium kultarat (kb. 200 pl).
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Mivel a vektorok mindig tartalmaznak valamilyen antibiotikum rezisztencia gént, ezért az agarba antibiotikumot
keverve szelektalhatoak azok a baktérium sejtek, amelyek felvették a plazmidot. Mivel az iiresen 6sszezarddott,
inszertet nem tartalmazo, de az antibiotikum rezisztencia gént hordozé plazmidot tartalmazo baktérium-telepek is
megjelenhetnek a lemezen, a rekombinans DNS-ek kivalasztasahoz egy masodlagos szelekciora is sziikségiink
lesz, amire példa a kés6bb ismertetendd un. ,,kék-fehér” szelekcid (Id. 7.2.3.1. fejezet).

A rekombinans klonokbdl néhanyat egy steril pipettahegy vagy fogpiszkald segitségével 3-5 ml-es térfogatu
taplevesbe oltunk. Ezekbdl miniprepet készitiink. A tisztitott rekombinans DNS-t nagyon fontos 0jbol
ellendrizniink, hogy valoban tartalmazza-e a megfeleld inszertet. Ezért azzal a két endonukledzzal kezeljiik,
amelyekkel a klonozas elején a vektor felnyitottuk. Ha agar6z gélben futtatjuk az emésztést kovetden a DNS mintat,
akkor sikeres konstrukcio esetén két DNS savot kell latnunk. Az egyik a linearizalt iires vektor, a masik pedig az
inszert DNS a megfelel6 méretnél. A gélen mintat vihetlink fel negativ kontrollként az iires vektor két adott (itt
BamHI és Xhol) restrikcios enzimmel emésztett elegyébdl, pozitiv kontrolként pedig az izolalt inszertbdl is.

A 4.15. abran példaként egy expresszids vektor konstrukeio elkészitésnek sémajat, f6 1épéseit mutatjuk be:

+ a fenticknek megfelel6en eldallitjuk az inszertet (ebben az esetben cDNS-t készitlink reverz transzkripcio, majd
PCR segitségével; tovabbi részletek a 6.4.4.és a 8.3.1. fejezetekben)

+ eldkészitjiik a vektort (ebben az esetben egy expresszids vektort hasznalunk)
* in vitro ligaljuk a vektort és inszertet
» arekombinans DNS-t gazdasejtbe juttatjuk transzformalassal (1d. 4.3.1. fejezet)

» arekombinans DNS-t felvett sejteket felszaporitjuk és a rekombindns fehérjét expresszaljuk (1d. 12.2. fejezet).
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4.15. abra: Egy expresszios konstrukcié elkészitésének sémaja. A példa egy expresszios vektorba ligalt cDNS
inszert eléallitasanak 1épéseit mutatja: inszert elkészitése, vektor el6készitése, ligalas, transzformalds, sejtnovesztés
¢és fehérje expresszio

4.2.4. TA/Topo-kldbnozas

A TA- vagy més néven Topo-klonozas egy olyan klonozasi technologia, melynek soran sem DNS-ligazra, sem
restrikcios endonukleizokra nincs sziikség. A TA-klonozas alapja, hogy az inszertet olyan DNS-polimerazzal
amplifikaljuk, aminek hianyzik az 5°’—3’ hibajavit6 nukleaz aktivitasa, viszont van templat fiiggetlen polimeraz
aktivitasa (terminalis-transzferaz aktivitasa) és meg tudja hosszabbitani egy nukleotiddal a DNS szalak 3’-végeét.
Ilyen enzim a Tag-polimeraz, amely preferencialisan egy adenin nukleotidot ad hozza a lancvégekhez. Sziikségiink
van még egy specialis vektorra is. A TA-klonoz6 vektorok linearizalt, 3’-tilnyalo timin ragados végeket
tartalmaznak, amelyek bazisparosodnak az inszerten 1év6 3’-tulnyuld adeninnal. A linearizalt vektor 3’-végéhez
a vakcinia virus DNS-topoizomeraz 1 enzimet kovalensen hozzakapcsoltak, amely el6segiteni a két DNS szal
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ligalodasat (1d. 4.16. abra). A konstrukcidkat a transzformalast kdvetden itt is a kék-fehér szelekcio elvén lehet
szelektalni (1d. 7.2.3.1. fejezet).

- Topoizomeriz |

{Tyr274)
)
P
[l
5" ‘rcktur vé - C{I ‘: T T :\.(; {;‘G - 3| v kt .
’ GGGA TTCCC i
oM
P
(8]
;Tﬁpoi:r.mwrazl
(Tyr274)

4.16. abra: Az un. TA-klénozas sémaja. A vakcinia virus DNS-topoizomeraz enzime egyarant funkcional restrikcios
enzimként és ligazként. Egy specialis szekvenciat ismer fel a dupla szalt DNS-en: 5'-CCCTT-3'. Az enzim a
replikécio soran ennél a szekvencianal hasitja a DNS foszfodiészter kotését az egyik szalon egy tulnyuld timint
hagyva, majd a szuperhelikalis DNS fesziiltsége lecsokken, és az enzim Ujra ligalja a lancot a 3’ timin foszfat
csoportjanal. Az elvagott szal 3’-végének foszfatja és a topoizomeraz tirozinje kozott kovalens kotés alakul ki. Ha
a vektort s az inszertet sszekeverjiik, akkor a PCR termék 5’-végi OH- csoportja tdmadja a foszfotirozil kotést,
elésegitve a ligaz reakcidt és a topoizomeraz levalasat. A kereskedelemben kaphato vektorokat linearizalva lehet
megvasarolni, topoizomerazzal kétve. Igy a vektort 5 perc alatt ligalja a megfeleld kompatibilis végii PCR termékkel.

4.2.5. Ligalas-fuggetlen klonozas

Ennél a modszernél sincs sziikség DNS-ligazra és restrikcios enzimre. A modszer egyes DNS-polimerazok (pl.
T4, Pfu) 3°—5’ exonukleaz aktivitasara épiil, amelynek kdszonhetden hosszl, ragados végek keletkeznek az
inszerten és a linearizalt vektoron egyarant. Az inszertet PCR reakcioval amplifikaljuk. A primereket ugy kell
megtervezni, hogy legalabb 15 nukleotid hosszasagh tulnytlo véggel rendelkezzenek, melyek majd kompatibilisek
lesznek a vektor talnyulé végeivel. Az inszertet tartalmazo vektor ligalas nélkiil is transzformalhaté kompetens
sejtekbe, ahol az endogén DNS-ligaz hozza létre a foszfodiészter kotéseket. A primer tilnylo végeibdl hianyzik
valamelyik nukleotid, pl. a dCMP. Ebben az esetben egy 3’—5’ exonukleaz aktivitast polimeraz dGTP jelenlétében
a 3’-végtol kezdve eltavolitja a nukleotidokat, amig nem talalkozik az elsd citozinnal a templaton, ahova beépitheti
a guanin nukleotidot (1d. 4.17. dbra).
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4.17. abra: A ligalas-fiiggetlen klonozashoz eldkészitett inszert

A vektort is hasonlé modon kell eldkésziteni, de elébb hasitani kell egy restrikciés endonukleazzal (pl. tompa
véget kialakito enzimmel), amelynek koérnyezetében ugyanolyan tdvolsagra helyezkedik el az elsé gunanin nukleotid,
mint az inszert esetében a citozin nukleotid. A vektort is kezeljik a 3°—5’ exonukleaz aktivitasi polimerazzal
dCTP jelenlétében, igy komplementer ragadds véget fogunk kapni.

4.2.6. Restrikcios hasitas nélkuli ligalas rekombinacioval
(attB, attP)

Ez a maddszer a helyspecifikus rekombinécié elvén alapszik, ahol a DNS szakasz kivagodasat vagy beépiilését
rovid, specifikus bazissorrendl szakaszok teszik lehet6vé. Ilyen példaul a A-fag attB és baktérium attP (attachment
site) régiodi. Az inszertbe a primerrel vissziik be ezeket a szakaszokat. Ezt a reakciot a Invitrogene cég BP-klonaz
enzime katalizalja (a klonoz6 rendszert Gateway-nek nevezték el). A Cre-Lox rendszerrel konnyedén ki lehet
alakitani deléciot, inszercidt, inverzidt és transzlokaciot sejten belill attdl fiiggben, hogy a Lox helyek hogyan
helyezkednek el. A P1 bakteriofag Cre-rekombinaz enzime elhasitja a DNS-t, ha LoxP (34 nt) felismerési szekvenciat
talal, és rekombinaciot katalizal. Ez a modszer féleg transzgenikus é161ények 1étrehozasahoz hasznalatos (1d. 14.3.2.
fejezet). A Gateway klonozasrdl tovabbi részleteket a 14.3.2. fejezetben olvashatnak.

4.3. Génbeviteli eljarasok

A plazmid DNS baktérium, éleszt6 vagy egyéb eukariota (élesztd, novény, allat) sejtbe vald bejuttatasara szamos
lehet6ség all rendelkezésiinkre. Ebben a fejezetben a génbeviteli modszerek koziil a baktérium sejtek
transzformalasat, az eukariota sejtek transzfektalasat, az infekciét, az elektroporaciot és a génpuska hasznalatat
mutatjuk be.

4.3.1. Transzformalas

A baktérium sejtek képesek a kdrnyezetb6l DNS molekulak (pl. plazmid DNS) felvételére. A jelenséget
transzformacionak nevezziik, s ez a horizontalis géntranszfer egyik forméaja (1d. 1.1.2. fejezet). A géntechnologiaban
a transzformacio a rekombinans DNS baktérium sejtbe juttatasanak egyik legaltalanosabban hasznalt médja. A
sikeres génbevitelhez eldszor un. kompetens sejteket kell [étrehoznunk (az a sejt kompetens, amelyik képes a
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kornyezetébdl DNS-t felvenni). Mivel az E. coli sejtek viszonylag kdnnyen kompetenssé tehetdk, ez a tény is
hozzéjarult, hogy a géntechnoldgiaban a legfontosabb gazdasejt ez a baktérium faj lett.

Kompetens sejteket legegyszeriibben tigy hozunk 1étre, hogy a sejteket CaCl,-ot tartalmazé oldatban inkubaljuk
(taptalaj 0sszetevok nélkiil). Ez eldsegiti a plazmid DNS kotédését a baktériumfal lipopoliszacharidjahoz. A pozitiv
toltésti Ca>*-ok vonzzak a negativ toltésti DNS-t. Hosokk hatasara pedig a sejtmembran fluidabb lesz, és a DNS
be tud jutni a citoplazmaba (a pontos mechanizmust nem ismerjiik). Ilyenkor a sejteket 4°C-r61 42°C-ra melegitjiik
30-60 sec-ra (hdsokk). A sejteket ezutdn tdpanyagdus kdzegben hagyjuk regeneralddni, majd szelektiv taptalajra
sz€lesztjiik 6ket. A kompetens sejt transzformacios hatékonysagat szamadattal Ggy fejezziik ki, hogy kis mennyiségii
(néhany ng) plazmidot transzformalunk a gazdasejtbe, megszamoljuk a kolonidk szamat az agar lemezen, s azt 1
ng plazmid DNS-re vonatkoztatjuk. 107-108 telep/pg plazmid DNS esetén magas kompetenciarol beszélhetiink.
Tapasztalati alapon kidolgoztak olyan protokollokat is (kiilonb6z6 fémion keverékkel kezelve az E. coli sejteket),
amelyekkel még ennél is er6sebb kompetencia érhetd el (max. 10'0 telep/ pug plazmid DNS). A 4.18. abran
baktérium telepek latszanak agar lemezen.

4.18. abra: E.coli telepek agar lemezen

4.3.2. Transzfektalas

A transzfekcio alapja ugyanaz, mint a transzformalasé, csak itt a célsejtek emlds sejtekbdl szarmaznak. Az els6ként
alkalmazott és legelterjedtebb modszer, a kémiai Gton torténd transzfektalds, amikor valamilyen kationos
hordozdéhoz kotédik a negativ toltésii DNS, és ezt a komplexet juttatjuk a sejtbe. A kémiai modszerek hatranya,
hogy sok faktortdl fiigg a transzfekcids hatékonysag, mint példaul a DNS nukleinsav 6sszetétele, az oldat pH-ja
¢és a sejtmembran aktualis allapota. Leggyakrabban olyan kationes lipidet hasznalunk (pl. lipofektamin), amely
liposzémakat képez, magaba foglalva a DNS-t. A liposzéma fuzional a sejtmembrannal és ez altal juttatja be a
DNS-t a sejt citoplazmajaba.

Igen olcso és egyszerii modja a kémiai transzfektalasnak, amikor kalcium-foszfatot alkalmazunk. Foszfat ionokat
tartalmaz6 pufferhez (pl. HEPES) kalcium-klorid oldatot adunk a transzfektalni kivant DNS-sel. Ez altal egy
precipitatum képzddik a pozitiv toltésti kalciumbol €s a negativ toltésti foszfatbol, ami megkoti a feliiletén a DNS-
t. Ezt a szuszpenzidt adjuk végiil a sejtekhez, amelyek felveszik a precipitdtumot a DNS-sel egyiitt. Egy masik
mddszer a kationos polimerekkel (pl. DEAE-dextran, polietilénimin) torténd transzfektalas. A negativ toltéstt DNS
a polikationhoz kotddik, majd a sejt endocitdzissal veszi fel a komplexet.

A joval hatékonyabb, és Gijabban hasznalatos fizikai transzfektalas modszerei kozé tartozik még az optikai
transzfektalas €s az elektroporacio. Az optikai transzfektalas esetében 1ézer segitségével kisméretii (~1 um) lyukakat
képeziink a sejtek plazmamembranjan. A médium és a citoplazma kozotti ozmotikus kiilonbség miatt a DNS
bearamlik a sejtbe.

4.3.3. Elektroporacio

Az elektroporacio az egyik leghatékonyabb modszer a cirkularis DNS sejtbe juttatashoz.
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Ez a technika a sejt lokalis transzmembran- fesziiltségétol fiigg. Az elektroporaciot egy elektroporator nevi
berendezéssel végezziik, amely egy elektromagneses teret hoz 1étre a sejteket tartalmazé oldatban.

A sejtszuszpenziot, a bejuttatni kivant DNS-sel egy olyan kiivettaba pipettazzuk, aminek a két oldalan aluminium
elektrodak talalhatoak, és nagyfesziiltséget hozunk Iétre (10,000-100,000 V/cm néhany psec-msec-ig, a sejt tipusatol
és méretétdl figgden). Nagyon fontos a megfeleld sokoncentracié. Ha tul magas, akkor elektromos kisiilés johet
létre, ami nagyaranyu sejtpusztulast okoz. A nagy térerd ideiglenesen lyukakat képez a foszfolipid kettds rétegen
¢és a sejtfalon. A sejten kiviili nagy plazmid koncentracié miatt hirtelen megindul a lyukakon keresztiil a DNS
bearamlasa a sejt belsejébe. Majd a membran toltottsége megszinik, a foszfolipid kettds réteg 6sszeall ismét, igy
gyorsan megszinnek a porusok. Ezt kdvetden az életben maradt sejtek nagy aranyban tartalmazzak a plazmidot,
de azonnal médiumba kell 6ket helyezni, hogy regeneralodhassanak. Az elektroporacié nagy elonye, hogy szinte
minden sejttipusra alkalmazhato, és nagy hatékonysaggal lehet vele bejuttatni a DNS-t a sejtbe. Hatranya viszont,
hogy ha az elektromos pulzusok hossza vagy intenzitasa tl nagy, akkor nagy lyukak keletkeznek a sejteken, és
elpusztulnak. A 4.19. abran mutatunk be egy elektroporatort és a sejteket tartalmazo kiivettat.

4.19. abra: Elektroporal6 késziilék és kiivetta

4.3.4. Infekcid

Az infekcio rekombinans fag illetve rekombinans eukariota, virus altal kozvetitett géntranszfer baktérium vagy
eukariota (elssorban rovar és emlds) sejtekbe. Egy donor baktérium populacidban szaporitjuk fel a fagokat és a
recipiens baktériumokat fert6zziik a rekombinans fag populacioval. Az eukariotak esetében is csak a virus specifikus
gazdasejtjébe lehet rekombinans DNS-t bejuttatni. A modszer nagy elénye, hogy a transzformacioval ellentétben,
ami igen kis hatékonysaglii génbeviteli modszer, az infekcié gyakorlatilag 100% hatékonysagu (ndvényi
gazdasejtek kivételével).

4.3.5. Génpuska

Ez a modszer egy kozvetlen géntranszfer, melyet eredetileg novényi sejtek transzformalasara fejlesztettek ki. Egy
fémbdl késziilt (pl. arany) elemi hordozot bevonnak a bejuttatni kivant DNS-sel. A génpuska késziilék segitségével
szinte akarmilyen sejtbe be lehet 16ni a géneket. A puska hajtoereje nagynyomast hélium gaztartaly, ezzel gyorsitjuk
fel a lovedéket. A makrolovedékek egy fékezd lemezen fennakadnak, mig a mikrolovedékek meghatarozott
sebességgel szétszorddva becsapodnak a célszovetbe. Az eljaras sikerességét a DNS-sel bejuttatott markerek
megjelenése jelzi. Egy génpuska vazlatos rajzat a 15.1.2.1. fejezetben, a 15.3. abran mutatjuk be.

4.4. Tovabbi olvasnival6 a fejezethez

Brown TA (2010): Gene Cloning and DNA Analysis: An Introduction. Wiley-Blackwell, 6th Edition. ISBN-10:
1405181737.
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Sambrook, J and Russel, DW (2001) Molecular Cloning. A Laboratory Manual. CSHL Press, volume 1-3, Third
edition. ISBN: 0879695773.
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5. fejezet - DNS szekvenalas

A DNS molekula felfedezését kovetden intenziven foglalkoztatta a tudomanyt, hogy a kiilonb6z6 fajok vagy fajon
beliili egyedek DNS-e milyen mértékben mutat egyezést vagy eltérést. Mi az, ami befolyasolhatja kiilonb6z6
tulajdonsagok meglétét vagy hianyat, illetve bizonyos betegségek kialakulasat. Ezért egyre fontosabba valt olyan
modszerek kifejlesztése, melyek segitségével meg lehet hatarozni a DNS szekvenciajat. Definicio szerint a DNS
szekvenalas az a folyamat, melynek soran meghatarozzuk egy DNS molekula nukleotid sorrendjét. Napjainkban
a DNS szekvenalds a molekularis biologia egyik legmeghatarozobb eszkozévé valt. A modern szekvenald
technikékkal mar szdmos ¢€161ény teljes genomjat, koztiik az emberét is sikeresen meghataroztak (I1d. 9. fejezet).

Az 1970-es évektol kezdve két modszert fejlesztettek ki, amelyek koziil a Sanger-féle lancterminacios
(enzimatikus) médszer szinte egyeduralkodova valt. A fluoreszcens detektalas megjelenésével és automatizalasaval
konnyebbé és gyorsabba valt a DNS szekvenalds. Végil az ezredfordulon jelentek meg a teljesen mas
mechanizmuson alapuld, még nagyobb hatékonysagu és olcsobb un. vij-generacids szekvenalé modszerek (next-
generation sequencing), amelyek az informacidszerzés mennyiségét tekintve tjabb forradalmi valtozast inditottak
el a molekularis biologiaba. Jelenleg ezeket a moddszercket és az automata lancterminécids szekvenalast
parhuzamosan hasznalja a géntechnologia. A fejezetben ezeket a modszereket tekintjiik at.

5.1. Kémiai szekvenalas: radioaktiv végjelolt
templat

Az eljarast kidolgozoirdl Maxam-Gilbert-féle szekvenalasnak is nevezziik. 1977-t61 ez volt az els6 széles korben
elterjedt szekvenalo eljaras. Manapsag azonban mar nem igazan hasznaljak, mert kiszorult a Sanger-féle modszer
kidolgozasat kdvetden.

A modszer a DNS kémiai modositasan és az azt kovetd specifikus bazis mentén torténd hasitason alapult. A DNS
szalak 5’-végét radioaktiv 32p_tal jelolték (polinukleotid-kinaz enzimmel, 1d. 3.4.3. fejezet), majd a két komplementer
szalat gélelektroforézissel izolaltak. Ezutan négy részre osztottak a mintat és négyféle kémiai kezelés hatasara,
meghatarozott nukleotidok vagy nukleotid parok mentén (A+G, G, C+T, C) torések keletkeztek a DNS-ben. A
négyféle reakcid: a purinok (A+G) hangyasavval depurinalhatéak; a guanin dimetil-szulfattal metilalodik; a
pirimidinek (C+T) hidrazinnal metilalédnak; a hidrazinhoz adott NaCl gatolja a timin metilalodasat, igy csak a
citozinok modosulnak. A reakci6 lezajlasa utdn mindegyik mintahoz forré piperidint adnak, aminek a hatasara a
csak egyszer modosult. Végiil denaturalé poliakrilamid gélelektroforézis segitségével elvalasztottak a kiilonb6zo
méretll, akar egy bazis kiillonbségii DNS-fragmentumokat, melyek azonositasa autoradiografiaval tortént. A gélben
1év6 négy reakciosor mintainak nukleotid sorrendjére a savok helyzetébdl lehetett kovetkeztetni.

y

5.2. Enzimatikus szekvenalas: lancterminacios
modszer

Torténetileg az elsé DNS szekvenaldsi modszert Sanger mar 1975-ben kidolgozta (ez volt az Un. ,,plusz-minusz”
mddszer, amelyet itt nem ismertetiink), de az igazi attorést az 1977-ben publikalt lancterminacioés (més néven
didezoxi-) szekvenalas jelentette. Egyszeriiségének és megbizhatosaganak kdszonhetden hamar elterjedt, és nagyon
népszeriivé valt. Nagy elénye volt a kémiai mddszerrel Gsszevetve, hogy maga az eljaras kevesebb mérgez6
vegyszert és radioaktiv vegyiiletet igényelt.

A DNS-t ennél a modszernél klonozni kell, az eredeti modszer szerint egyszalu terméket eredményez6 vektorba.
Erre a célra az M13-alapu bakteriofag vektorok feleltek meg (1d. 7.3.2. fejezet), ma azonban mar hasznalhatunk
barmilyen kétszalti rekombinans DNS-t is a Sanger-féle szekvenalas céljara, s6t PCR termékeket is kdzvetleniil
szekvenalhatunk. A templatként szolgalo szalr6l DNS-polimeraz segitségével egy szintetikus primert6l kezdodéen
jelolt uj szalat szintetizalunk, de a négyfelé osztott reakciohoz olyan didezoxinukleotid analégokat hasznalunk,
amelyeket ugyan az enzim elfogad szubsztratként, de lancvégzddést (lancterminaciot) okoznak. A
didezoxinukleotidokrol hianyzik a 3'-hidroxil csoport, ezért nem képesek foszfodiészter kotést 1étrehozni a templatnak
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megfeleld kovetkezo aktivalt nukleotiddal, azaz a DNS-polimeraz miikodése egy ilyen nukleotid analog beépiilése
utan ledll. A didezoxinukleotidokat a ,,normal” dNTP-hez képest olyan aranyban kell hozzaadni a szekvenalo
reakciokhoz, hogy a szintézis egy adott ddNTP jelenlétében a templaton talalhaté komplementer nukleotidnak
megfeleld dsszes pozicidban lealljon. Ily médon annyiféle hosszisagu 0j lanc keletkezik, ahany pozicidban a
ddNTP-vel komplementer bazis a templat szalon el6fordul. A didezoxiribonukleozid-trifoszfatok szerkezetét az
5.1. abran, a random lancterminacio sémajat pedig az 5.2. abran mutatjuk be.

O—P=0
0
Il:-;: 2 (-_]' BAZIS
I 1 normal nukleotd
HMsH HA/ 1 -
.1} Ii
O-PpP=0 = foszrfodiésrter kités
0
H,C* 0 BAZIS
INH HA normal nukleotid
() ]I_
O-—PpP—0 = fosefodicsrter kités
0
H,C” 0 BAZIS
didezoxi nukleotid
HNH H/H
H H
nem tud kialakulni a foszfodiészter kités
az O hidnya miatt
8] 0 0 _
o—pP—0—pP—0—P—0—CH, 0 BAZIS

(8] 8] ) | |
HsH HH

.HII H-

5.1. abra: A didezoxinukleotid hatasara bekovetkezé DNS-polimeraz lancterminacié. A ddNTP-hez, a 3°-
hidroxil csoport hidnya miatt, nem képes tovabbi aktivalt nukleotid kapcsolodni a szintézis soran, igy a DNS
polimerizacié megszakad.

5.2.1. Manualis lancterminacios szekvenalas

A manualis szekvenalas eredményének lathatova tétele autoradiografiaval tortént. A radioaktiv jeldlés lehetett a
primeren, a dNTP-ken (leggyakrabban a dCTP-t jelolték) vagy a ddNTP-ken egyarant. A modszer hdskoraban
kizarolag a viszonylag rovid felezési idejti (13,4 nap), béta-sugarzo 32p izotopot hasznaltak. Hatranya volt, hogy
ajeldlt nukleotid minta hamar lefelez6dott €s csak szigoru biztonsagi intézkedéseket betartva lehetett a szekvenalast
veégezni. Késobb ezt az izotopot felvaltotta az alfa-sugarzo, ezaltal kevésbé veszélyes s izotép (a foszfat-csoport
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egyik oxigén atomjat lehet kicserélni kénre), ami rdadasul sokkal hosszabb felezési idejii (87,5 nap) is. Ennek az
izotopnak a hatranya viszont az volt, hogy a gyengébb sugarzas miatt az autoradiogramok eldhivasa hosszabb id6t
igényelt. A Sanger-féle lancterminacios szekvenalas sémajat az 5.2. abran lathatjuk.

1 szall ismeretlen DMNS srekvencia

S ACGGETTAGCTCTLAGE ~
*rcec
i »

3 5" jeldlt primer

DNS-polimeriz

“' o ’ '.\.‘ _k
dATP dGTP dTTP dCTP
CCA ” CCAATCG - CRAAT b -l
*TGEOCCAR S TECCCAATCGAG CAATCGAGAT SCAATC
e T CCCCARTCGAGATC
* TGCCCAATCGAGA B TGCCCAATCGAGATCC

poliakrilamid gélelektroforézis |

Y -

12 C
1] T — C
1 T
[ — A
X — i
7 — A
6 —— s
5 —_—
4 — T
3 — A
z L}

1

-

5.2. abra: A lancterminaciés enzimatikus szekvenalas sémaja. Az abra aljan a szekvenalo 1étrarol olvashato le
az ujonnan szintetizalt DNS lanc nukleotid sorrendje (a primertdl kezdve, ami nem latszik) alulrél felfelé

Az eljaras azzal kezdddik, hogy a DNS mintat (templat) négyfelé osztjak. Az egyes mintakhoz a négyféle ANTP-
t és sorra az egyik ddNTP-t adjak. Példaul az els6 cs6be a négyféle ANTP mellett ddATP is tesznek, igy az 0 szal
szintézise a templaton levd timin nukleotidok utan random leallhat. A négy reakcioelegy tehat abban kiilonbozik,
hogy kiilonboz6 didezoxi-nukleotidot tartalmaz, de elvileg nem lehet benniik azonos hosszusagu, Gjonnan
szintetizalodott szal. A reakcid eredményeként kapott, kiilonbozé hossziisagi DNS-fragmentumok végiil egy
nagyméreti, lap alaku (,,s/ab”) denaturalé poliakrilamid-urea elektroforézis gélen valaszthatok el egymastol.
Azért kell a gélhez urea denaturaloszert adni, hogy a jeldlt 4 szalon esetleg kialakuld bazisparosodo régiok vagy

52

http:// www.renderx.com/



render

DNS szekvenalas

a jelen levo templat szallal kialakulé duplex DNS (térszerkezete 1évén) ne befolyasolja a DNS szalak mobilitasat
az elektroforézis soran.

A reakcidelegyeket kiilon futtatjak a négy ddNTP stop nukleotidnak megfelel6en. Egy adott reakcio csak egyféle
ddNTP-t tartalmaz, példaul a ddCTP-t tartalmazd elegy mindig a citozinok, a ddGTP-t tartalmazo pedig a guaninok
elhelyezkedését mutatja meg, igy a négy mintabdl dsszedll a DNS szekvenciaja (1ényegében mindegy, hogy az
Ujonnan szintetizalt vagy a komplementer templat szal szekvenciajat ,,0lvassuk le”). Az elektroforézist kovetden
a savokat autoradiografiaval teszik 1athatova. A nukleotidok sorrendjének leolvaséasa az egyes mintdknak megfeleld
oszlopoknal alulrdl felfelé torténik (ezt nevezziik szekvenalé létranak). Ha a legrovidebb (a gélen a legnagyobb
mobilitast) csik a didezoxi-citidines reakcioelegynél talalhatd, akkor a DNS szekvencidja C-vel folytatodik a
primer utan (bar a gyakorlatban a primer utani elsé néhany nukleotid altalaban nem detektalhat6). Ha a kovetkezd
csik a didezoxi-guaninos elegynél lathato, akkor a szekvencia guaninnal folytatodik. A leolvasas igy megy tovabb,
amig még a csikok megbizhatoan elvalnak egymastol (500-1000 nukleotid hosszisagig).

5.2.2. Automata fluoreszcens szekvenalas

Az automata fluoreszcens szekvenalas kidolgozasa s az automata szekvenatorok megjelenése (a technika kidolgozasa
Leroy Hood nevéhez fiizodik) tette lehetévé a genom projektek megsziiletését, mivel nagymértékben felgyorsitotta
a Sanger-féle szekvenalo reakciok futtatasat (1d. 5.3. abra).

5.3. abra: Egy automata fluoreszcens DNS szekvenator (a Biomi Kft.-nek kdszonjiik a fotor)

Tovabbi ujitas volt, hogy a reakciod ,,fokozasa” érdekében egy PCR késziilekben zajlik a lancszintézis, ezaltal
kevesebb templattal lehet inditani a reakciot, illetve tobb jeldlt ) DNS fragmentum keletkezik, igy a detektalas is
konnyebbé valik. Az automata fluoreszcens szekvenalas soran radioaktiv jeldlések helyett kizarolag fluoreszcens
festéket alkalmaznak. A fluorofért vagy a ddNTP-kre vagy a szekvenal6 primerekre Iehet bevinni. Ma leggyakrabban
a BigDye nevii, négyféle fluoreszcens tulajdonsaggal (ez négyféle hullamhosszon megjelend emittalt fényt jelent)
rendelkezé ddNTP analogokat hasznaljak (1d. 5.4. abra).

A moddszer egyszeriiségét az adja, hogy négy reakcioelegy helyett elegendé eggyel dolgozni, kdszonhetéen a
négyféle eltérd fluoreszcens festékkel jelolt didezoxi-nukleotidoknak. A jelolt DNS fragmentumokat kapillaris
gélelektroforézissel valasztjak szét. Az eltéré méretii fragmentumok kimutatasa fluoreszcencia-spektroszkopiaval
torténik. A gélt UV-lézerrel vilagitjak meg (bele van épitve a detektorba), és amikor athalad egy jeldlt oligonukleotid,
akkor az emittalt fény amplituddjat négyféle hullamhosszon egy detektor érzékeli. Az adatokat végiil szamitogéppel
lehet analizalni, amely azonnal megmutatja a nukleotidok sorrendjét (kromatogram vagy szekvenogram). Négy
szin reprezentalja a kiilonboz6 nukleotidokat: piros = T, zold = A, sarga = G, kék = C. Egy automata szekvenalas
eredményét (szekvenogram) az 5.5. abra mutatja be.
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5.4. abra: A BigDye fluoreszcens ddNTP analogok szerkezete
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5.5. dbra: Automata fluoreszcens lancterminacios szekvenalas eredménye (kromatogram vagy szekvenogram)

Szekvenatortol fiiggden egyszerre akar 96 mintat is tudnak szekvenalni kapillaris géllel, és egy futassal koriilbeliil
900-1000 nukleotidig lehet leolvasni a szekvenciat. Enyhe hatranya a médszernek, hogy a lancterminalé nukleotidok
beépiilése a DNS fragmentumokba eltéré mértéki lehet, igy egyenetlen alaku és magassagi cstucsokat lehet kapni
az elektronikusan kiértékelt kromatogramon. Ezeket a problémakat ugy probaljak meg kikiiszob6lni, hogy médositott
DNS-polimeraz enzim rendszert és festéket alkalmaznak, amely minimalizalja az egyenl6tlen beépiilés okozta
hibakat. Tovabbi elvaras minden DNS szekvenald projekt esetében, fiiggetleniil a modszertdl, hogy mindkét DNS
szalat szekvenalni kell, mivel igy, ha a két fiiggetlen informaci6 a komplementaritasnak megfeleld lesz, biztosak
lehetiink benne, hogy a templat valos szekvenciajat olvastuk le, vagyis fejtettilk meg.

Manapsag tobb biotechnologiai cégtdl is vasarolhatunk lancterminacids szekvenal6 kitet, amely tartalmazza a
szekvenalashoz sziikséges reagenseket, igy a reakciot magunk is el tudjuk végezni, csak a futtatashoz vesziink
igénybe szolgaltatast. Alternativ megoldas, hogy csak a szekvenalando templatot (és esetleg oligonukleotid primert)
kiildjiik el a szolgaltatonak, akitdl egy szekvencia kromatogramot kapunk vissza. (A lancterminacios szekvenalasrol
még 1d. 18.4. animécio. )
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5.3. Uj-generacioés szekvenalas

Az 0j generacios szekvenalasok kozé tartoznak azok a modszerek, amelyek parhuzamosan sok mintat képesek
szekvenalni, azaz nagy ateresztOképességli (HTP: high-throughput) mddszerekrdl van sz6 (angolul mas néven
deep sequencing-nek, ,,mély” szekvenalanak és massively paralel sequencing-nek is hivjak az ij modszereket).
Az 0j-generacios modszerek mind a lancszintézis, mind a detektalas terén Iényegileg térnek el a hagyomanyos
Sanger-féle szekvenalastol. Hasznalatukhoz fejlett robottechnika és igen nagy szamitdogép-kapacitas sziikséges.
Hatranyuk, hogy valamivel tobb hibat ejtenck és egy reakcid soran viszonylag rovid (néhany 100 bazis) DNS-
darabot szekvenalnak, igaz, hogy parhuzamosan akar 1 milliot is. Az Gj-generacios modszerek bevezetésével
robbanasszeriien megndvekedett a DNS-alapt vizsgalatok hatékonysaga és csokkent a fajlagos koltsége. Egy 0j-
generacios szekvenatorral par hét vagy akar par ora alatt szekvenalni lehet akar az emberi genomot is. Els6sorban
a funkcionalis és a kornyezeti genomika (metagenomika), valamint a transzkriptomok vizsgalata teriiletén
alkalmazzak Oket. Fontos megjegyezni, hogy ezek a modszerek nem csak DNS szekvenalasara, hanem mRNS
(RNAseq), kis RNS-ek (small RNA-Seq), és az un. CHipseq szekvenalasra (ennél a médszernél az tin. kromatin
immunoprecipitacioval el6allitott génexpresszid szabalyozasban résztvevé DNS régiokat szekvenaljak uj-generacios
modszerekkel) is alkalmasak, melybol kdzvetleniil kovetkeztethetiink egy sejt, vagy a vizsgaland anyag expresszios
allapotara, és DNS szabalyozo régidira.

5.3.1. Piroszekvenalas

A piroszekvenalast 1996-ban dolgoztak ki, és néhany éve mar teljesen automatizaltta 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 szintetizalnak. Valés idében a DNS-
polimeraz aktivitasat detektaljak egy kemilumineszcens enzim segitségével. Amikor egy nukleotid beépiil a
DNS szalba, pirofoszfat (PPi) keletkezik, és ennck a mennyiségét mérjiik egy kapcsolt reakcioval, ami végso
soron a luciferaz enzim felvillanassal jelez. 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 kovetkezo bazis beépiilése el6tt degradalodik. Alapvetden azt kell detektalni, hogy éppen milyen nukleozid-
trifoszfatot adtak a rendszerhez, és az beépiilt-e az egyszaltit DNS-lancba vagy sem.

Az eljaras egy un. emulziés PCR segitségével parhuzamosithatd, aminek a segitségével mar nincs sziikség arra,
hogy a szekvenalandd DNS darabokat klonozzak. A piroszekvenalasnak két tipusa van, a szilardfazist és a folyadék
fazisu eljaras. Az elsé esetben a templatokat szilardfazisu polisztirén gyongyokre rogzitik, mig a masodik esetben
enzimatikusan, apiraz és exonukleaz kezeléssel készitik eld. Rogzitett DNS templat esetében a vizsgalanddo DNS
szalat el6szor feldaraboljak, PCR-rel felszaporitjak mikdzben a primerrel biotinaljak. Majd a szalakat aprocska
meéretil, sztreptavidint tartalmazo migyanta (polisztirén) gyongydkhoz kétik. Egy gyongyhdz mindig csak 1-1
DNS darabot kapcsolnak. Ezt kovetéen a gyongyoket egy olaj/viz emulzidhoz adjak. A vizcseppek - melyek a
PCR-hez sziikséges anyagokat tartalmazzak - mérete pontosan akkora, hogy mindegyikbe 1 db gyongy férjen el.
A gydngyoket egy olyan szaloptikabol készitett lemezre viszik fel, ami néhany cm’ ugyan, de kb. masfél millio
nanomélyedést tartalmaz. Egy ilyen mélyedés kb. 15 pikoliteres térfogat, és csak egy gyongy fér bele. Ezekbe
centrifugalassal juttatjak be a DNS-t, majd hozzaadjak a reakcidohoz a tobbi sziikséges Gsszetevot. A vizeseppekben
egymastol elvalasztva, kiilon-kiilon zajlanak le a reakciok. Minden gyongyon 100-500 bazis hosszusagu DNS
szakasz szaporithatd fel. A masfél millié miniatiir cs6ben egyszerre zajlanak le a reakciok, és ez altal nagyon
gyorsan, nagyszamu nukleotidot lehet szekvenalni.

Az egyszali DNS templatot eldszor egy primerrel hibridizaltatjak, majd DNS-polimeraz, ATP-szulfuriliz,
luciferaz, apiraz, adenozin-5’-foszfoszulfat (APS, mint szubsztrat) és luciferin (szintén szubsztrat) jelenlétében
inkubaljak. A reakci6 els6 1épése, hogy valamilyen dNTP-t adnak a rendszerhez. Ha az komplementer a templattal,
akkor beépiil a szalba, levalik réla a pirofoszfat, melyet a szulfurilaz megkot és az APS-bdl ATP-t allit eld. Az
ATP-bdl luciferin jelenlétében, a luciferaz oxiluciferint hoz 1étre, amely egy fényvillanassal jaré folyamat
(kemilumineszcencia). Fontos megjegyezni, hogy az ATP-nek egy mddositott valtozatat, (ATPaS) alkalmazzak,
melyet a DNS-polimeraz igen, de az ATP-szulfurildz nem tud hasznositani. Ennek koszonhetden a keletkezd ATP
biztosan a pirofoszfatbdl szarmazik, és nem a mesterségesen hozzaadott ATP-t hasznalja fel a szulfurildz. Minden
egyes felvillanast a szaloptika egy kamerahoz vezet, ami detektélja és rogziti a képet. [smétlddd bazisok esetében
(pl.: TTTTT), 6t darab dATP fog beépiilni a szintéziskor, és 6t luciferint fog felhaszndlni a luciferaz. A kamera
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képes arra, hogy ezt pontosan érzékelje, hiszen a keletkezett fénymennyiség aranyos a beépiilé bazisok szamaval,
tehat 6tszor erdsebb lesz.

A be nem éptilt AINTP-ket és felesleges ATP-t, rogzitett DNS-templat esetében lemossék, szabad templat esetében
pedig apirdz enzimmel lebontjak, még a kdvetkezé nukleotid hozzaadasa elétt, és kezdddhet Gjra a ciklus. Egy
reakcio kb. 10 mp alatt megy végbe, igy egy lapocskan kb. 20 milli6é 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 rovid szekvencidk atfedései altal, dsszerakja a teljes DNS
molekula pontos szekvenciajat. A piroszekvenalds sémajat az 5.6. abra szemlélteti.

Amellett, hogy a piroszekvenalas egy rendkiviil koltséges modszer, tovabbi hatranya, hogy mivel nagyon kis
térfogatban zajlanak a reakciok, teljesen egyedi DNS templatokkal, egy reakciéban 300-500 nukleotidnal hosszabb
templat DNS-t nem lehet alkalmazni, ami joval rovidebb a Sanger-féle lancterminacios modszernél szintetizalt uj
szalhoz képest (800-1200 nt). Azonban a legujabb technikakkal 5-10 ora leforgasa alatt meghatarozhato akar 400
Mbp hosszusagl szekvencia is egyetlen késziilékkel (egy ilyen futtatas kb. 5-7 ezer dollarba keriil). Baktériumok
esetében 4-5 ora, eukariotak esetében par hét alatt meg lehet szekvenalni egy teljes genomot.
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5.6. abra: A DNS piroszekvenalas sémaja

5.3.2. lllumina/Solexa szekvenalas

Ezt a modszert a Solexa cég fejlesztette ki, melyet az [llumina cég késdbb felvasarolt. Jellegzetessége, hogy ez
volt az els6 rovid leolvasasokat végzo technika. A szekvenalni kivant DNS-t (akar teljes genomot) aprd, 100 bp-
os darabokra fragmentaljak. A dupla szala DNS két végét kijavitjak (ragados végek eltiintetése), és egy adeninnel
toldjak meg az 3° végeket. Ehhez egy timin tulnyulo véggel rendelkezd adapter DNS-t ligalnak. A ligalt DNS-
darabokat ezt kovetden szelektaljak, és egyszalusitjadk NaOH-dal. Majd a mintat egy szekvenald lemezre viszik
fel, ahova az adapterrel komplementer oligonukleotidokat (primerek) horgonyoznak ki. Ezekhez hibridizaltatjak
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a DNS fragmentumokat. Ezutan az un. hid-amplifikacios (bridge amplification) médszerrel (1d. 5.7. abra)
klasztereket képeznek az egyes szalak kozott és felszaporitjak a meghatarozni kivant DNS-szakaszt.

I
||:II
]
|
L |

5.7. abra: A Bridge-amplifikaciés modszer. A felszinen torténd amplifikacio allandé hdmérsékleten (60°C) zajlik
megfeleld puffer és denaturaloszer jelenlétében. Minden reagens egy ciklus erejéig van jelen, aztan lemosodik. A
PCR reakcio végén kapott dupla szalit DNS templat szalat (amit eredetileg hibridizaltattak a horgonyra) formamiddal
levalasztjak és lemossak. Az egyszaltit DNS elhajlik, és a szabad végével egy masik lehorgonyzott primerrel
hibridizal. Ezzel is végbemegy a PCR, és a végs6 denaturacid. Ezt kovetden az atirt szalak egymassal vagy masik
primerrel hibridizalhatnak és duplikalédnak, majd tovabbi amplifikacio utan készen allnak a szekvenalasra.

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), melyeket kiilonb6z6 fluoreszeens jeldléssel
DyeT, DyeA, DyeC, DyeG

latnak el.
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5.8. abra: Egy un. reverzibilis nukleotid analog szerkezet

A beépiilt nukleotid fluoreszcens jelét CCD kameraval detektaljak. A nukleotid beépiilése utan kémiai titon levagjak
réla a fluorofort és a 3' blokkolot, majd lemosséak a be nem épiilt nukleotidokkal egyiitt. Ezzel a modszerrel a human

genomot 7-10 nap alatt lehet szekvenalni, raadasul a koltségek is alacsonyabbak.
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5.3.3. SOLID (Sequencing by Oligonucleotid Ligation
and Detection)

A szekvenalas oligonukleotid ligalassal és detektalassal (SOLID: Sequencing by Oligonucleotid Ligation and
Detection) technika 2006-ban sziiletett meg. Eldnye, hogy nagysagrendekkel alacsonyabb koltségekkel dolgozik,
mint a korabbi modszerek, viszont hatranya, hogy rovid leolvasott szekvenciakat eredményez (ezért példaul genom
projektekhez nem igazan alkalmas). Az eljaras ebben az esetben is azzal kezdddik, hogy feldaraboljak a genomot
(35-50 bazis hosszu fragmentumokra), €s egy fragmentum kényvtarat hoznak létre. El8szor a fragmentumok
két végére kiilonbozo adaptereket (pl. Al és A2) ligalnak. Masodik 1épésként a szalakat magneses gyongyokhoz
kapcsoljak ugy, hogy az 1um-es gyongyokhoz kapesolt P1 €s P2 primerek hibridizalnak a komplementer Al és
A2 templat végekkel. Minden gyongyhoz csak egyféle DNS darab kapcsolddik. Ezt kovetéen emulziés PCR-rel
felszaporitjak a szalakat a gyongyok felszinén, denaturaljak a templatot és a gyongydket kovalensen szekvenalod
lemezre kotik. A szekvencia meghatarozas itt ligalassal torténik olyan oligonukleotidok segitségével, melyek
oktamerek, vagyis 8 nukleotidbol allnak, és négyféle fluoroforral jelolik dket (1d. 5.9. abra).
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5.9. ébra: A SOLID szekvenalashoz hasznalt primerek. A probak 8 nukleotidbol épiilnek fel. Az 1. és 2. nukleotid
specifikusak (X; komplementerek a szekvenalando templattal), a 3.,4.,5. nukleotidok degeneraltak (N; képesek
barmilyen nukleotiddal parosodni a templaton) és végiil a 6.,7.,8. nukleotidok (z) univerzalisak. A probak
rendelkeznek egy 3'-hidroxil csoporttal, az 5'-végen egy fluoreszcens jellel, valamint az 5. és 6. nukleotid kozotti
hasitohellyel, ahonnan a fluoreszcens jeldlés, a proba beépiilését kovetoen lehasad. A probaknak, a két darab
specifikus nukleotidot figyelembe véve tehat 16-féle (4x4) kombinaciodja lehetséges.)

Egy templat szal ligalasashoz 7 ciklus sziikséges, ilyenkor az 5'-végtdl szamitott 1. és 2., a 6. és 7., valamint
hasonldan a tovabbi poziciok parosodnak. Ahhoz, hogy az dsszes bazis elhelyezkedését meg lehessen ismerni,
otszor kell megismételni a hétciklusos reakciot. Minden ismétlésnél 0j primert adnak a reakcidhoz, ami az 3'-vég
felé egy-egy bazissal elcsuszva (n-1, n-2, stb.) anellal a templathoz, igy végezetiil minden bazist kétszer olvas le
a rendszer.

5.3.4. TSMS (True Single Molecule Sequencing: Valodi
egymolekulas szekvenalas)

2007-ben fejlesztették ki ezt a technikat (Heliscope késziilék), amely amplifikacié nélkiil is képes szekvenalni
akar egyetlen molekula DNS-t is. Hasonldan az eddig bemutatott eljarasokhoz, a szekvenalni kivant DNS-t el0szor
100-200 bp-os darabokra hasitjak. Majd 94°C-on denaturaljak a kettdshélixeket. Az egyszalu fragmentumokhoz
adapter DNS-molekulakkal fluoreszcensen jeldlt poli-A farkakat kotnek. Erre azért van sziikség, mert a DNS-
darabokat egy kamra feliiletéhez kotik, amihez hatalmas siiriiségben (100 milli()/cmz) oligo-T-ket kapcsoltak, és
ehhez hibridizaltatva lehet a fragmentumokat a felszinhez rogziteni. A szekvenalashoz eldkészitett kamrat egy
késziilékbe helyezik, ami lézerrel vilagitja meg a feliiletet. Azok a pontok fognak vilagitani, ahova sikeresen
hibridizaltak a DNS-darabok. Ezzel tulajdonképpen a detektor feltérképezi, hogy hol vannak a szekvenalasra vagyis
szintetizalasra alkalmas pontok. Ezt kovetden lehasitjak, és lemossak a fluoreszcens molekulakat a felszinrél, majd
megkezdik a szintézist. Ehhez DNS-polimeraz és fluoreszcensen jelolt ANTP-k sziikségesek, primerként az oligo-
T szolgal. Ahogyan a piroszekvenalasnal, ennél a technikanal is egyszerre csak egyféle nukleotidot adnak a
rendszerhez (pl. dGTP), ami a poli-A farok uténi els6 citozinnal parosodni fog. Gerjesztés hatasara azok a szalak
fognak vilagitani, ahova az adott nukleotid beépiilt. Majd lemossék a felszint, és johet egy masik jelolt nukleotid.
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A négyféle nukleotidot mindig egymast kovetve, meghatarozott sorrendben adjak a felszinhez. Minden 1épés végén
csak azok a szalak vilagitanak, ahova beépiilt az éppen aktualis ANTP. A késziilék minden egyes 1épést kdvetden
egy fényképet készit a lemezrol. Ezzel a modszerrel naponta 1 millidrd bazist is lehet szekvenalni. Hatranya, hogy
0,5%-os hibaval dolgozik.

5.3.5. SMRT (Single Molecule Real-time: Egymolekulas
valésidejii) szekvenalas

2011-ben fejlesztette ki egy amerikai cég a SMRT késziiléket. Ezzel a modszerrel a human genomot akar 15 perc
alatt meg lehet szekvenalni kb. 100 dollarbol. Ilyen késziilékbol jelenleg kb. 10 darab {izemel a vilagon. 1,5-2,9
kbp hosszlisagu szakaszokkal dolgoznak, ami altal pontosabb szekvencia meghatarozas érhetd el. A reakciok apro,
'egymolekulas' kamrakban zajlanak, a DNS szintézis pedig fluoreszcensen jeldlt nukleotidokkal torténik. Ez a
jeldlés abban kiilonbozik az eddig leirtaktol, hogy a festéket nem a bazisra, hanem a foszfatcsoportra rakjak, amely
a nukleotid beépiiléskor lehasad a pirofoszfattal egyiitt. A levalo fluoreszcens pirofoszfatot egy nanofotonikus
vizualizalé kamra detektalja. Egy-egy kamraban 20 zeptoliter (20'2]) mintat lehet érzékelni. Minden kamra aljara
egyetlen DNS-polimeraz van rogzitve, ami a szintézist végzi. A modszer igazi erejét az adja, hogy egy lemezen
tobb ezer ilyen kamracska talalhato, ezért hosszi DNS-szalakkal, nagyon nagyszamu minta szekvenalhaté meg
parhuzamosan. Mint minden szintézisen alapuld szekvenald technikanal, itt is a homopolimerek pontos
meghatarozasakor akadnak nehézségek, ugyanis ebben az esetben csak a fluoreszcencia intenzitasbeli kiilonbségeire
lehet hagyatkozni.

5.4. Tovabbi olvasnivalo a fejezethez

Schuster SC (2008) Next-generation sequencing transforms today’s biology. Nature Methods 5:16-18.

Harbers M, & Kahl G (2012) Tag-based Next Generation Sequencing. Wiley Online Library
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6. fejezet - Polimeraz lancreakcio (PCR)
6.1. A PCR lépései

A polimeraz lancreakcio 1983-as felfedezése ota (Id. 1.5.1. fejezet) mara a modern bioldgiai kutatasok és szamos
alkalmazott tudomanyteriilet nélkiilozhetetlen modszerévé valt. A PCR jelent6ségét az adja, hogy DNS-polimeraz
enzimet hasznalva laboratoriumban, tehat in vitro, molekularis kloénozas nélkiil is képesek vagyunk specifikus
DNS molekulakat sokszorositani. A PCR eljaras soran egy ciklusban harom fazist kiilonbdztetiink meg (1d. 6.1.
abra).

1. Denaturalas: a kettds szali DNS szétvalasztasat biztositja.

2. Anellalas: szintetikus, rovid DNS oligonukleotidok tapadasa (bazisparosodassal) a templat szalhoz, amelyek
a DNS-polimeraz szamara primerként szolgalnak.

3. Polimerizacio (extenzio): a cél DNS szintetizalasa aktivalt monomerek (ANTP-k) beépitésével.
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6.1. abra: A PCR els6é harom ciklusanak sematikus abrazoldsa. Szinkod: piros, a tobbszordzni kivant
célszekvencia; kék, a teljes DNS szekvencia; fekete, primerek; zld, ijonnan szintetizalt DNS. A masodik ciklusban
a 3 fazist megismételve 1j végtermék keletkezik, amelyeknek egyik vége mar egybeesik a kivant minta végével.

Végiil 1athatjuk, hogy a 3. ciklusban végbemend folyamatok a célszekvencia (az amplikon) megjelenéséhez
vezetnek.

6.1.1. Denaturalas

A DNS replikacio6 elsé fazisaban a kettdshélixnek szét kell valnia, hogy az egyes szalak templatként tudjanak
szolgélni a polimerizécio soran. Ez a folyamat a sejten beliil enzimatikusan megy végbe, a kettdshélix széttekerésében
motorfehérjék, DNS-helikdzok vesznek részt. A helikdzok ATP felhasznalasaval a kémiai energidt mechanikai
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munkava alakitjak at, azaz a DNS szalon végighaladva a bazisok kozotti H-kotéseket szétbontjak. A PCR soran a
DNS két szalanak szétvalasztdsa nem enzimatikusan, hanem termodinamikai Gton torténik - magas homérséklet
hatasara a bazisokat Osszetartd hidrogénkotések felszakadnak. A masodlagos kotések széteséséhez sziikséges
hémeérséklet fligg az adott DNS hosszatol - minél tobb bazispart tartalmaz a polimer, annal magasabb héfok
sziikséges a teljes felbomlasahoz. A PCR els6 fazisaban, a denaturacié soran 92-98°C kozotti homérsékletet
hasznalunk. Ez a homérséklet tartomany elegendé ahhoz, hogy a DNS templat hosszatol (és komplexitasatol)
fiiggetleniil teljes mértékben szétvalasszuk a két szalat. A PCR ,,hskoraban” ez a magas hdmérsékletii fazis okozta
azt a problémat, hogy minden egyes ciklust kovetéen Gj DNS-polimeraz enzimet kellett a reakciohoz adni. Ezt a
problémat sikeriilt a Tag-polimeraz hasznalataval megoldani. A Thermus aquaticus baktériumot a Yellowstone
Nemzeti Park egyik hoforrasaban fedezték fel. A héforras vize 50-80°C kozott ingadozik (a baktériumnak optimalis
homérséklet pedig 72°C-on van), ennek koszonhetdéen a benne talalhatd fehérjék ezekhez a szélsGséges
koriilményekhez adaptalodtak, igy kozel 100°C-on sem veszitik el nativ szerkezetiiket (pontosabban ezen a
homérsékleten lassan mar csokken az aktivitasuk, amit a PCR ciklusok elérehaladtaval folyamatosan kompenzalni
lehet). A manapsag hasznalatos PCR enzimek kozott tobb hotlird (termofil) és extrém hotlird (extremofil)
baktériumbol szarmazo természetes vagy rekombinans, esetleg tovabbi eldnyds tulajdonsaggal ,,feljavitott” DNS-
polimeraz talalhat6 (1d. 3.1.4. és 6.2.2. fejezetek).

6.1.2. Anellalas

Az PCR masodik fazisaban torténik a rovid DNS primerek templathoz tapadasa, anellalasa. Mivel a denaturacidhoz
hasznalt magas hdmérséklet megakadalyoznd a DNS primerek megfeleld helyre valo tapadasat, ebben a fazisban
a homérsékletet le kell csokkenteni. A megfeleld tapadashoz sziikséges homérséklet fligg az adott primerek hosszatol
megfelelden allitjuk be, akkor attol fiiggben, hogy alacsonyabb vagy magasabb homérsékletet hasznalunk, tobb
problémaba iitkdzhetiink. El6szor is, ha az optimalisnal alacsonyabb hémérsekletet allitunk be, akkor a primerek
tapadasa aspecifikussa valhat, és nem a megfelel6 szekvencidji részhez vagy tobb helyhez kdtédve indul el a DNS
polimerizacid, igy nem a megfeleld, vagy tobbféle terméket kapunk (ez a mispriming-nak nevezett jelenség). Ha
magasabb homérsékletet allitunk be az anellacidhoz, akkor a DNS primeriink nem lesz képes kotddni a templat
szalhoz. A gyakorlatban tapasztalt idealis h6mérséklet tartomany a DNS primerek kotodésére 55-65°C kozott
van (az anellalasi hémérsékletet megbecsiilhetjiik az adott oligonukleotid olvadasi hémérsékletének kiszamitasaval,
1d.6.2.3. és 10.3.4. fejezet).

6.1.3. Polimerizacié/lanchosszabbitas (extenzid)

A DNS lanc szintézise, a polimerizaci6 vagy lanchosszabbitas (extenzid) a DNS-polimeraz elsddleges feladata.
Az ¢éldvilagban szamtalan kiilonb6z6 tulajdonsagi DNS-polimeraz enzim talalhato (Id. 3.1. fejezet). A kozos
jellemz6jiik, hogy a templat szalra szintetizalt primerekbdl kiindulva, azok 3° OH-csoportjara képesek a kovetkezo
dNTP-t a templatnak megfelelden beépiteni. Az egyes polimeraz enzimek rendelkezhetnek 3’—-5" és 5°—3’
exonukleaz aktivitassal, amelyek koziil az els6 tulajdonsag a hibajavitasért, mig a masodik els6sorban az RNS
primerek elbontasaért felelos (1d. 3.1. fejezet). A kiilonb6z6é polimerazok templatrol torténé masolasi hiisége is
nagyban kiilonbozhet egymastol, ezért fontos hogy a PCR sordn olyan enzimmel dolgozzunk, aminek megfeleld
a hatékonysaga.

A PCR harmadik fazisaban hétiiré baktériumokbol izolalt, illetve manapsag mar rekombinans modszerekkel
eléallitott polimerazok végzik a DNS szintézisét. Ezeknek az enzimeknek a megfeleld miikodéséhez optimalis
homérseklet sziikséges, ami 70-80°C kdzott van. A modszer mindharom fazisaban fontos a megfeleld idéintervallum
beallitasa (elég id6 kell mind a teljes ketts szala DNS szétnyilasahoz, mind a primerek megfeleld helyre valo
letapadashoz), de foként a polimerizacios fazisban kell odafigyelni, mivel minél hosszabb DNS szakaszt akarunk
felerdsiteni, annal tobb idére van sziiksége az enzimnek. Altalinossagban szamolhatunk ugy, hogy 1 perc alatt a
DNS-polimeraz ezer nukleotidot épit be, de ma mar kaphatdéak ennél gyorsabb enzimek is.

A DNS termék mennyisége nagyban fligg a ciklusok szamatdl. A lancndvekedés mértéke elméletileg exponencidlis,
amit a kovetkezd egyenlettel lehet leirni:

N, = Ni(1+H)™?2
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N, kiindulasi célszekvenciak szamabdl n ciklust kdvetden szintetizalodott NV, (teljes) célszekvenciak szama a totalis
végtermék (amit amplikonnak is neveziink), H hatékonysag mellett. Idealis esetben H = 1, azonban a DNS-
polimeraz tobb ciklust kovetden veszit a hatékonysagabol, valamint a reakcid soran fogy6 reagensek kovetkeztében
a polimerizaci6 hatékonysaga az idével csokken. Végiil figyelembe kell venni azt is, hogy a PCR molekularis
sajatsdga miatt a reakcio elso két ciklusdban még nem keletkezik a kivant méreti DNS szal (1d. 6.1. abra).

Lathato, hogy a PCR folyaman egy ciklus alatt a kiillonb6z6 fazisokhoz eltér6 homérséklet sziikséges, ezért az
automatizalt PCR késziilék egy programozhatoé termosztat (1d. 6.2. abra). (A polimeraz lancreakciorol még Id.
11.1.2., 11.2.3. , 16.2.1. fejezetek és a 18.5. animacié. )

6.2. abra: PCR késziilék

6.2. A PCR reakcio komponensei

Az in vitro DNS sokszorositashoz a fent leirtak szerint szdamos komponensre van sziikség. Ezeket részletezziik
ebben a fejezetben, elsdsorban praktikus szempontokat elétérbe helyezve.

6.2.1. PCR templat

A kivant célszekvencia felerdsitéséhez sziikséges templat DNS szamos forrasbol szdrmazhat. A molekularis
bioldgiai alapkutatds sordn szamtalan célbdl végezhetiink PCR reakcidt, példaul rekombindns fehérjét kodold gén
felerdsitésére (expresszids konstrukciod készitéséhez), vagy taxonomiai azonositashoz (pl. ,,kdrnyezeti” PCR). Az
elsd esetben templatként kiilonb6zo szovetekbdl vagy szervekbdl szarmazé RNS-r6l késziilt cDNS-t hasznalhatunk
(1d. 6.4.4.). Ha nem all rendelkezésiinkre megfeleld mindségii cDNS (akar cDNS konyvtar, akar sajat magunk altal
total RNS preparatumrdl készitett cDNS), akkor az egyes DNS konstrukciokhoz hasznalt templatot meg is
rendelhetjiik valamely biotechnologiai cégtél vagy a non-profit rekombinans DNS ,,klonmegosztd” szervezettol,
az Addgene-tol.

A faj alapu azonositdsokhoz ma mar elengedhetetlen a PCR hasznalata. A mikrobioldgia ennek a modszernek a
segitségével képes kiilonb6zo forrasbol szarmazé mintdkban eléfordulo baktériumokat nagy pontossaggal azonositani.
Az orvosi diagnosztikdban példaul a paciensbdl szarmazo mintakbdl felerdsitett PCR termék segitségével lehet
megmondani, hogy a fertézést milyen kérokoz6 okozhatta (legyen az akar egysejtii eukariota, akar baktérium, akar
virus). Az igazsagiligyi orvostanban a DNS-t minta alapjan lehet egy apasagi perben a bioldgiai apat, egy biiniigyben
pedig az elkovetdt (amennyiben DNS-t tartalmazé bioldgia mintat hagy hatra a tett szinhelyén) azonositani.
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A PCR, mint DNS amplifikacios modszer oriasi elénye, hogy a templit DNS-nek nem kell tisztitott
preparatumnak lenni, azaz sejt- vagy szovetminta, DNS-t tartalmazo barmilyen, akar ,,koszos” minta PCR
templatként szolgalhat. Ugyelniink kell azonban egyes mintakban (pl. vér, talaj) a ,,PCR inhibitorok” jelenlétére.
Ezeknek a negativ hatasat szdmos moédon lehet csokkenteni (pl. a vér esetében hozzaadott BSA-val vagy Chelex
gyantaval).

6.2.2. PCR enzimek

A forgalomba keriilt, magas homérsékletet elviseld, roviden hdstabil DNS-polimeraz enzimek szama az utobbi
két évtizedben megtobbszorozodott. Ezeket leggyakrabban héforrasokban €16 baktériumokbol, mélytengeri, vagy
oceanaljzaton €16 hipertermofil 6sbaktériumokbdl izolaljak.

A hotiird baktériumokbol izolalt enzimeket rendszerint klénozzak, annak érdekében, hogy rekombinans fehérjekeént
nagyobb mennyiségben és nagyobb tisztasaggal tudjak eldallitani megfeleld baktériumokban, példaul E. coli-ban.
Ilyen enzim a Tag-polimeraz tulajdonsagaival rendelkezé Amplitag—, amelyet szintén a Cetus szabadalmaztatott,
€s még ma is idealis rovid DNS szakaszok tobbszordzésére. Ugyanakkor probléma, hogy az eltérd gyartoktol
kaphat6 ugyanolyan fajta enzimek is eltérnek egymastol a felerésithetd termék hosszaban, mennyiségében és
masolasi pontossagaban. A Taq-polimeraz hatranya az alacsony masolasi pontossag (1 hiba/10* bp), aminek az
az oka, hogy az enzim nem rendelkezik 3’—5’ hibajavit6 exonukleaz aktivitassal. Széles korben elterjedt a Vent-
és a Pfu-polimeraz enzimek, amelyek 3’ —5’ exonukleaz aktivitdsi DNS-polimerdzok. A Vent DNS-polimerazt
a Thermococcus litoralis, mig a Pfu DNS-polimerazt a Pyrococcus furiosus hipertermofil, mélytengeri hidrotermalis
kiirtékben el6 Archea baktériumokbol klonoztak. Az utdbbi a jelenleg ismert legnagyobb masolasi hiiséggel mik6do
polimeraz enzim (~10'6 hiba/bp). Elényiik még, hogy magas hdmérsékleten joval alacsonyabb a felezési idejiik
a Taq enzimhez képest. A 3°—5’ exonukleaz aktivitast enzimek kiemelkedd masolasi htiségiiknek kdszonhetéen
joval hosszabb lancu DNS szekvenciak tobbszorozésére is alkalmasak, mint a Taq enzim, ugyanakkor altalaban
lassabb a lanchosszabbitd sebességiik.

Helyspecifikus mutacioval a polimeraz enzimek pontossaga, hstabilitasa tovabb fokozhatd. Példaul a Pfu polimerazt
ugy modositottak, hogy a polimeraz doménjéhez egy kettds-szalia DNS-koté domént fuzionaltattak, ezzel megndvelve
az enzim pontossagat és hatékonysagat (ez a Phusion DNS-polimeraz). (A hostabil DNS-polimerazokkal a 3.1.4.
fejezet is foglalkozott.)

Bizonyos DNS-polimerazok, megfeleld koriilmények mellett, RNS reverz transzkripcidjara is képesek; ilyen enzim
a Thermus thermophilus-bol izolalt Tth DNS-polimeraz. Ennek az enzimnek a hasznalataval nem sziikséges kiilon
reverz transzkriptaz enzimet adni a reakcidhoz, amennyiben RNS mintabdl indulunk ki és RT-PCR (1d. 6.4.4.
fejezet) vagy kvantitativ, valos idejii PCR-t (Id. 6.3.2. fejezet) végziink. A végtermék tisztasagdnak novelése
érdekében egyes DNS-polimerazokat ugy modositottak, hogy csak a denaturacios hémérsékleten aktivalodjon.
Ezt a modszert hivjuk ,,Hot Start” PCR-nek. Torténhet az ideiglenes inaktivalas ellenanyaggal is, amely a DNS-
polimerazhoz kapcsolodik, majd a denaturacios hdmérsékleten elvalik tdle, és visszafordithatatlanul denaturalodik.
A Hot Start PCR-rel miikddd enzimek kozott igen széles a valaszték, ilyen DNS-polimeraz példaul az AmpliTaq
Gold néven forgalmazott méddositott Tag-polimeraz.

6.2.3. PCR primerek

A PCR soran torténé DNS sokszorositashoz szintetikus (dezoxi)oligonukleotid primereket hasznalunk. A
reakcidhoz egy Un. "forward" (5°-) és egy "reverse" (3’-) primer sziikséges. Az els6 a felerGsiteni kivant DNS
szakasz 5’-végén a komplementer szalhoz fog anellalni, mig az utdbbi az atirandd DNS szakasz 3’-végével
komplementer. A mindennapi géntechnologiai alkalmazas soran altalaban 18-25 nukleotid hosszisagu primereket
érdemes tervezni, ennél hosszabb primerek mar nem ndvelik jelentdsen a reakcio fajlagossagat. A primerek
szekvenciajanak a 3’-végtdl legalabb 10 nukleotid tavolsagra tokéletesen komplementernek kell lennie a templat
szallal, a primer 5’-végen viszont nem feltétel a komplementaritas (ezt a lehetdséget lehet kihasznalni példaul a
PCR termék vektorba torténd beépitése soran, 1d. 6.4.1. )

A primerek tervezése soran tobb szempontot figyelembe kell venni. El6szor is a két tervezett primer (forward,
reverse) ne legyen egymas komplementere, még részlegesen sem. Ekkor ugyanis un. primer dimerek jonnek
létre, mivel a két primer kapcsolddasat kdvetéen a DNS-polimerdz az egyiket templatként hasznalva rovid
szakaszokat szintetizal. A primer dimerek kialakuldsa nagyban csokkenti a helyes PCR termék keletkezését. Ugyelni
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kell arra is, hogy a tervezett primeren beliil ne alakuljon ki méasodlagos szerkezet, példaul hajtiikanyar, mert az
erdsen gatolja a templat DNS-re vald kotddését. A reakcid soran az alkalmazott primer koncentracio is dontd
fontossagu, mivel tal alacsony koncentracio esetén csokken a letapadas esélye az anellalas soran, mig tal magas
primer mennyiséget alkalmazva nem kivant, aspecifikus termékeket is kaphatunk. Az anellalas hdmérsékletének
meghatarozasahoz kiemelkedden fontos a primerek szekvenciaja. A templathoz kotodés jellemzo tulajdonsag a
T, mas néven olvadasi hémérséklet. Ez a paraméter jelzi azt a hdmérsékletet, ahol a kettds szala DNS-ek fele
szétvalik. Ennek meghatarozasahoz figyelembe kell venni a primerek hosszat és nukleotid tartalmat. Koriilbeliil
20-40 nukleotid hossziisagig a kdvetkez6 egyszerli formulaval (in. Wallace-szabaly, 1d. 10.3.4. fejezet) szamolhatjuk
ki az olvadasi hdmérsékletet:

T,,(°C) = 4(G + C) + 2(A + T)

A képlet szerint a guanin-citozin (G-C) bazisparok 4°C-kal, mig az adenin-timin (A-T) bazisparok 2°C-kal jarulnak
hozza az olvadasi hdmérséklethez. A primerek olvadaspont szdmitasarol tovabbi részletek talalhatok a 10.3.4
fejezetben. A PCR reakcio alatt az anellaciohoz sziikséges homérsékletet (T,) altalaban a T,,-nél 5°C-kal
alacsonyabban hatarozzuk meg. A tervezés soran iigyelni kell arra, hogy a két primer anellacios hdmérséklete ne
térjen el nagyon egymastol, igy a PCR soran mindkét primer kapcsolddasi esélye kozel azonos lesz.

6.2.4. Egyéb PCR komponensek

A megfelel6 PCR-hez a fent leirtakon kiviil szamos mas reagens is sziikséges. Az egyes DNS-polimerazok helyes
miitkodéséhez az adott enzimhez optimalis puffert kell hasznalni, amit altaldban a megvasarolt enzimhez adnak.
A DNS-polimerazokhoz kaphato kiilonb6z6 pufferoldatokban altalaban Tris-HCI és valamilyen s6, példaul NaCl,
KCI talalhatd. Az oldatok pH-ja altalaban 8,5 koriil van, ami majd a reakcio soran (a magasabb homérsékleten)
~7,2-re csokken. A kereskedelmi forgalomban 1évé pufferoldatok altalaban tizszer toményebbek a végsd
koncentraciokhoz képest, igy higitani kell 6ket a reakcid 6sszemérésekor. A pufferoldatok ezen kiviil tartalmazhatnak
egyéb, a reakcid hatékonysagat ndveld anyagokat. Példaul redukaloszereket (pl.: ditiotreitolt), detergenseket (pl:
Triton X-100) vagy mas un. erdsité szereket, példaul: glicerint, zselatint vagy DMSO-t. Ezek az anyagok foleg a
DNS-polimerazt stabilizaljak, novelik a hatasfokat, de magas koncentracidoban gatolhatjak is a PCR reakciot.

A reakcidhoz sziikséges még mind a négy fajta dezoxiribonukleotid (ANTP), egyenl6 aranyban, ugyanis az eltolt
dNTP arany negativan befolyasolhatja az amplikon keletkezését. A ANTP-k egyfelél a DNS szintéziséhez sziikséges
aktivalt monomerek, masrészt energiaforrasként szolgalnak a DNS-polimeraz motor funkciojahoz (a polimeraz
végighalad a templaton, tehat nem csak kémiai, hanem mechanikai munkat is végez). Kereskedelmi forgalomban

s

altalaban 50-200 mM koncentraci6 kozott dolgozunk

A DNS-polimerazok helyes miikodéséhez az enzimnek sziiksége van valamilyen kétértékii kationra. A legidealisabb
a Mg2+, de a fehérje képes Mn*" mellett is miikdni, igaz nem a legjobb hatasfokon. Emellett ezek az ionok a
dNTP-kel komplexet képezve szolgalnak szubsztratként az enzim szamara. Megjegyzendd, hogy sokszor a kétértékii
kation koncentracidja befolyasolja az amplikon mennyiségét €s specifitasat is, ezért nem minden pufferoldatban
van benne elére a Mg2+,mi is hozzaadhatjuk a reakcidhoz, amennyiben azt optimalizalnunk kell.

6.3. A PCR termék (amplikon) detektalasa és
kvantitativ PCR

6.3.1. Agaroz és poliakrilamid gélelektroforézis

A PCR helyes végbemenetelének ellenérzésére tobb moddszer all rendelkezésiinkre. A legegyszertibb és a
legéltalanosabban hasznalt modszer az agaréz vagy poliakrilamid gélelektroforézis, amelyek segitségével méret
alapjan tudunk DNS fragmentumokat elvalasztani. Mindkét modszer esetén a polimerizalt szilard fazis toménységével
lehet beallitani az elvalasztasi tartomanyat (1d. 4.1.2. fejezet), igy a vart PCR termék hosszanak megfeleléen tudunk
detektalni. A DNS szalak lathatova tételét valamilyen interkalaléd festékkel (pl.: etidium-bromid, SYBR Green)
végezziik el, amelyek a kettOs szalba épililve UV-fény hatasara megjelenitik a terméket. A PCR reakcidk dont6
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tobbségét (amennyiben az amplikon hossza >100 bp) agardz elektroforézissel detektaljuk (ennél kisebb PCR termék
esetén jon szoba a PAGE)

6.3.2. Valés ideji (real-time) vagy kvantitativ (q-) PCR

A valés idejii, angolul real-time PCR modszer 1ényege, hogy a DNS sokszorositast kvantitativan tudjuk nyomon
kovetni. Ezzel a technikaval nagy pontossaggal meg tudjuk hatarozni a DNS templat kiindulasi mennyiségét, ami
sok szempontbodl igen hasznos lehet (pl. az orvosi diagnosztika teriiletén, amikor egy virusfertézés mértékére
vagyunk kivancsiak). A real-time PCR-t tobbféle modon is meg lehet valositani.

A valos idejii PCR soran a DN'S mennyiségének meghatarozas azon a kdzos elven alapszik, hogy a célszekvenciahoz
olyan primer proébat (szondat) készitenek (harmadik oligonukleotid), amely nem a forward vagy reverse primer
letapadasi helyére kotodik, hanem attol kiilonb6z6 helyre, valahol kozottik. Kezdetben olyan szintetikus
oligonukleotidot alkalmaztak, amely 5’-végén radioaktiv izotop foszfatot tartalmazott, a 3’-véget viszont ugy
modositottak, hogy arrdl ne tudjon a polimeraz szalhosszabbitast inditani. A polimerizacié soran, mikor az enzim
a szondahoz elért, annak 5’—3’ exonukledz aktivitasa elbontotta azt és késdbb az oldatban megjelend izotopjelet
meérni lehetett. Napjainkban mar olyan szondakat alkalmaznak, amelyek az izotop hasznalataval szemben joval
biztonsagosabbak. A Tagman néven ismert modszernél a szonda oligonukleotid végein kiilonb6z6 fluoreszcens
csoportokat tartalmaznak, egy riporter és kioltd (quencher) fluorofort, amelyek a fluoreszcens rezonancia-
energiatranszfer (FRET) jelenséget kihaszndlva biztositjak a detektalas lehet6ségét. A quencher molekula a riporter
csoporthoz kdzel kioltja annak emisszidjat, ha azonban a DNS-polimeradz elbontja a szondat, a két fluoreszcens
molekula az oldatban tavol keriil egymastol, és igy mar képesek vagyunk a riporter molekulan keresztiil detektalni
a mennyiségi novekedést (a fluoreszcencia jel ndvekedése €s az tjonnan szintetizalodé DNS mennyisége egyenes
aranyos). A gyakorlatban a Tagman modszer soran hasznalhatunk két szondat is, amelyek letapadasi helye egymashoz
kozel kell hogy legyen. Ebben az esetben az egyik a kioltdt, mig a masik oligonukleotid préba pedig a riporter
fluorofort tartalmazza és a polimeraz 5°—3’ exonukledz aktivitasa biztositja a mért jel ndvekedését.

A Tagman modszer egy alternativdja a Molecular Beacon mddszer, ahol a szonda egy hajtiikanyar masodlagos
szerkezetet tartalmaz, és ennek kovetkeztében keriil egymashoz kozel a kiolto és riporter fluoreszcens csoport. A
DNS polimerizaciot kdvetden a szonda képes kotddni az ujonnan szintetizalodott szalra, igy ez a masodlagos
szerkezet kinyilik, a két fluorofor tavol keriil egymastol és a riporter emissziojat kdvetni tudjuk.

A val6s idejii PCR megvalositasanak harom lehetséges modjat a 6.3. 4bra mutatja be.
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6.3. dbra: Valés idejii PCR mdédszerek. A kiilonboz6 panelek (A: TagMan, B és C: Molecular Beacon) az eltérd
modszereket abrazoljak sematikusan. Az R-rel jeldlt molekula a fluoreszcens riporter, a Q az elnyomo fluoreszcens
molekula, R/ és R2 eltér6 fluoreszcens festékek.
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6.4. A PCR az alapkutatasban

6.4.1. A PCR termék (amplikon) klonozasa és klénozas
PCR-rel

A mindennapi géntechnolo6giai gyakorlatban a PCR terméket, az amplikont sokszor ,,hagyomanyos klonozassal”
rekombinans DNS-sé alakitjuk. Megjegyzendd, hogy az amplikon szigoruan véve nem molekularis klon, mivel
nem feltétleniil egyféle szekvenciat tartalmaz (emlékezziink, hogy a hibajavito aktivitassal nem rendelkez6 PCR
enzimek tobb hibat vétenek, s a PCR soran, 1évén in vitro mddszer, hidnyoznak a sejtek nagy replikacios hiiségét
biztositd tovabbi hibajavitd mechanizmusok is).

Az amplikont taldn legtobbszor a rekombinans fehérjegyartashoz sziikséges konstrukcio elkészitéséhez hasznaljuk
fel (azaz a PCR segitségével klonozunk, 1d. 6.4. 4bra). Ahhoz, hogy valamely prokaridta vagy eukaridta expresszios
rendszerben fehérjét tudjunk eldallitani, az adott fehérjét kodolo DNS szakaszt egy expresszios vektorban kell
bejuttatnunk a gazdasejtbe. PCR segitségével az amplifikacio utan két egyszeri 1épéssel elé tudjuk allitani a
megfeleld konstrukciot. El6szor a kivant DNS szakasz felerdsitése soran a primerekbe mar a tervezés soran
restrikcios endonukleaz helyeket épitiink be, amelyek megfelelnek az adott vektor klénozoé helyeinek. Ezutan
hasitjuk a megfelel6 enzimekkel az amplikont, s maris johet a ligalas a megfelel6 modon eldkészitett expresszios
vektorba (1d. 4.2. fejezet).
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5 amplikon
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6.4. abra: PCR termék klonozasanak els6 1épései a primerekbe beépitett restrikcios helyek (zold és sarga) segitségével
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6.4.2. Szekvenalas PCR késziulékben

A Sanger altal 1977-ben kidolgozott lancterminaciés DNS szekvenalas (1d. 5.2. fejezet) joval hatékonyabba és
gyorsabba valt a PCR modszerrel kombinalva. A Sanger-féle szekvenalas soran a denaturacidt kdvetéen az alap
PCR reakciéval szemben itt csak egy primerr6l indul a DNS szintetizalas. Ennek megfeleléen a templat mennyisége
minden ciklusban szaporodni fog (de természetesen nem exponencialisan, mint a két primeres PCR reakcional).

6.4.3. Mutagenezis

A PCR segitségével a fehérjemérnokség eszkoztara is szamottevoen boviilt. Mind az in vitro, mind az in vivo
vizsgalatokhoz képesek vagyunk olyan fehérje mutansokat tervezni, vagy random modon eléallitani, amelyek
segitségével jobban megismerhetjiik az egyes fehérjék szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagait. Ebben a fejezetben
csak roviden emlitjiikk azokat a mutagenezis modszereket, amelyeket PCR segitségével lehet elvégezni. Az in vitro
mutagenezis modszerekrdl tovabbi részletek a 11.2.3. fejezetben olvashatnak.

6.4.3.1. Random (error prone: hibat ejtd) PCR mutagenezis

A random mutagenezis soran véletlenszertien okozunk mutaciot a DNS szalban. Ezt tobb modon is elérhetjiik.
P¢éldaul ha UV-fénnyel vilagitjuk meg, vagy mutagén szert alkalmazzunk a PCR soran. A random mutéciok ugy
is bekdvetkeznek a DNS sokszorositas sordan, ha a PCR reakciot 0sszeallitva nem optimalis koriilményeket
biztositunk a Tag-polimeraz szamara (error prone PCR). Példa erre, ha egyenl6tlen dNTP aranyt hasznalunk,
vagy Mg2+ helyett Mn**-t tesziink a reakciopufferbe. A modszert részletesebben a 11.1.2. fejezetben mutatjuk be.

6.4.3.2. Helyspecifikus mutagenezis PCR-rel

A helyspecifikus vagy mas néven iranyitott mutagenezis soran a DNS szélon beliil jol meghatarozott helyre tudunk
tervezni mutaciot. Az in. megaprimer PCR és az overlapping PCR modszerek részleteit a 11.2.3. fejezetben
ismertetjik.

6.4.4. Reverz transzkripciés (RT-) PCR

A reverz transzkripcios (RT-) PCR modszer alapja, hogy a reakcioban 1évo reverz transzkriptaz enzim képes az
RNS templatrol DNS-t szintetizalni. Ebbél adoddan ezzel a modszerrel tudunk mRNS molekulékat sokszorozni.
Az orvosi diagnosztikaban az RT-PCR és a valos-ideji PCR kombinalasa ideélis példaul az RNS alapu
virusfertdzések vagy rakos sejtmarkerek azonositasara. Az RT-PCR alkalmazasaval lehetdség van arra is, hogy
kvantitativ médon hatarozzunk meg transzkripcios szinteket, valamint a méodszer segitségével képesek vagyunk
sejt- vagy szovetspecifikus cDNS konyvtarakat létrehozni. Amennyiben egy adott gén expresszios szintjét akarjuk
meghatarozni, az mRNS-re specifikus 3’- és a komplementer szalra specifikus 5’-oligonukleotidot kell tervezniink.
Ha cDNS konyvtar készitése a cél, akkor az érett, tehat intronokat nem tartalmazd RNS-ek atirasat kell biztositani.
Ehhez a reakciohoz olyan oligo-dT primert adunk, ami az érett mRNS 3' végén talalhatd poli-A farkaval

rrrrr

Az RT-PCR soran az elsé ciklusban a reverz transzkriptaz enzim csak az RNS-szélra specifikus primert tudja
meghosszabbitani, de a masodik ciklus soran mar a komplementer DNS lanc is templatta valik, s mindkét primerrel
beindulhat a ,,Jancreakcio” (1d. 6.5. abra). A probléma csak az, hogy ennek az enzimnek nincs kdnnyen hozzaférhetd,
termofil é161énybdl szarmazo6 valtozata, ezért a reakciohoz egy hostabil DNS-polimerazra is sziikségilink van,
amely a masodik ciklustél kezdheti meg a miikddését. A RT-PCR soran figyelembe kell venni azt a molekularis
sajatsagot, hogy a reverz transzkriptaz enzim dNTP kotése gyengébb a DNS-polimerazoknal , igy magasabb
koncentracioban kell a reakcidhoz adni.

67

http://www.renderx.com/



render

Polimeraz lancreakcié (PCR)

e AAA aykariota mRNS

revers mm 1. primer

transzkripcid

|

=m ] primer

1. PCR ciklus
—
EP— ]
/\‘ PCR ciklusak
e Rl E—————————
—_—————————— N y—————55

6.5. abra: A reverz transzkripcios (RT-) PCR sémaja

6.4.5. Tovabbi PCR médszerek (random, fuziés, multiplex,
fészkes és inverz)

A PCR alkalmazasainak még szamos valtozata ismert, amelyekbdl itt néhanyat ismertetiink.

Az un. random PCR (mas néven RAPD: random amplification of polymorphic DNA) soran olyan DNS
fragmentumok amplifikdlasa is megoldhato, amelyekre nem tudunk specifikus primert tervezni. Ilyen esetben
kiilonboz06, 8-12 nukleotid hosszusagu, tetszéleges (arbitrary) szekvencidji primereket hasznalnak (egy PCR-hez
egyféle primert), és ezzel végzik az altaldban genomidlis eredetli DNS sokszorositasat, annak ellenére, hogy a
primerek letapadasi helyét nem ismerjiik. Ennek a moédszernek az elénye, hogy képesek vagyunk a pontos szekvencia
ismerete nélkiil is polimorf DNS-ek 0sszehasonlitasat elvégezni.

A fazioés PCR (angolul jumping, azaz ,,ugrald” PCR-nek is nevezik) soran lehetdségiink nyilik két kiilonallo DNS
fragmentumot az amplifikacioé sorank dsszekapcsolni, vagy részben degradalodott DNS templatrdl specifikus,
hosszabb DNS régidkat amplifikalni. A modszer alkalmazasa soran, ha a két kiilonalléo fragmentum tartalmaz
atfedd szekvenciat, akkor a két DNS szal egy-egy végére tervezett, egy forward és egy reverz primerrel elérhetjiik,
hogy a keletkezé DNS szal mar mindkét darabot egyszerre magaban foglalja. Ha a fuzionaltatni kivant fragmentumok
nem tartalmaznak atfedd szekvenciat, akkor els6 1épésként a szalakra egyenként olyan primereket terveziink,
amelyek koziil az egyik szal reverz, mig a masik szal forward primere tartalmazza ugyanazt a szekvenciat. Ezt
kovetden olyan amplikonokat kapunk, amelyek mar rendelkeznek azonos, atfedd régiokkal és ezek utan mar a fent
leirtaknak megfeleléen tudjuk egyesiteni a két DNS darabot. Ennek a modszernek a segitségével az
Osmaradvanyokbdl szdrmazé fragmentalt genomidlis DNS-t képesek vagyunk (legalabbis egy bizonyos hatarig)
ujra egy molekulava alakitani, valamint a fiziés PCR alkalmazasaval kiilonb6z6 gének egyesitésével egy 1épésben
tudunk kiméra fehérjéket kodolod konstrukciokat (1d. 12.2.3. fejezet) eldallitani (1d. 6.6. abra).
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6.6. abra: A flizios PCR sematikus abrazolasa. Az els6 esetben (A) a két fuzionaltatni kivant DNS szal tartalmaz
atfedo régiot. A masodik esetben (B) az elsé korben PCR-rel létre hozzuk atfed6 szakaszokat, amit a reakcio soran
egy-egy primer biztosit (narancs), majd ezt kovetden egy ujabb PCR soran mar a kivant terméket kapjuk.

A multiplex PCR modszer lényege, hogy a reakciohoz tobb kiilonb6z6 primer part is adunk, igy tobb amplikont
kapunk egy amplifikalas soran. A tobb primer par alkalmazédsa miatt az egyes amplikonok mennyisége aranyosan
kevesebb lesz, mintha két specifikus primert alkalmaznank. A multiplex PCR tovabbi technikai nehézsége, hogy
el kell kertilni a kiilonboz6 primerek egymassal kialakitott kdlcsonhatasat, mert azok gatoljak a reakcio megfeleld
végbemenetelét. Fontos a detektalas szempontjabodl, hogy az amplikonokat kiilonb6z6 méretiire tervezziik. A
modszert tobbek kozott patogének azonositasara, DNS-profil készitésére (1d. 6.5.2. fejezet) és nagy teljesitményii
genotipizalasra alkalmazzak.

A nested (fészkes) PCR segitségével a nem kivanatos termékek (mispriming) megjelenését kiiszobolhetjiik ki,
amely abbol eredhet, hogy az egyik alkalmazott primer aspecifikusan (is) kot a célszekvencidhoz. A modszer soran
két, egymast kovetd PCR-t alkalmaznak, mely soran a masodik primer par az els6 paron belill anellal az els
termékhez, ezzel nagyban novelve a végso termék specificitasat. (Id. 6.7. abra)
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6.7. abra: A "nested" PCR sematikus abrazolas. Az elsé PCR soran a nem kivanatos terméket, valamint a
célszekvenciat tartalmazo szakaszt erdsitjiik fel. A masodik korben a két termék koziil a cél szekvenciat tartalmazo
terméket hasznaljuk a tovabbiakban templatként.
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Az inverz PCR olyan esetekben alkalmazhato, amikor egy ismert DNS régié kornyezetében 1évo ismeretlen
szekvenciat szeretnék feltérképezni (1d. 6.8. abra).

R X
—

restrikcios
emésztés

_

ligdlas

restrikcios
l emesztes

ismeretlen szekvencia
amplifikalasa

6.8. abra: Az inverz PCR sémdja

A modszer 1ényegi 1épése, hogy az ismert szekvenciatol nagy tavolsagra valamely restrikcios endonukledzzal
hasitjuk a DNS szalat, majd a mintat higitjuk, és DNS-ligazzal a DNS fragmentumokat cirkularizaljuk. Ezt kvet6en
a cirkularis DNS-t az ismert szekvencia région beliil hasitjuk egy masik endonukleazzal, igy olyan linearis terméket
kapunk, amelynek két végét pontosan ismerjiik. Erre a templatra mar képesek vagyunk PCR-t alkalmazni az ismert
régionak megfelelé primerek segitségével. A modszer gyakorlati szempontbdl foképp mobilis DNS elemek
(retrovirusok, transzpozonok) genomba vald beékelddésének pontos helyének meghatarozasara alkalmazhato.

6.5. PCR az alkalmazott kutatasban

Napjainkra a PCR-rel szamos alkalmazott tudomanyagban értek el atiité sikereket. Az orvosi diagnosztikaban, az
igazsagligyi orvostanban ma mar alapmodszerré valt, de érdekes modon a régészet, st az 6slénytan is alkalmazza
(amennyiben a kérdéses mintaban DNS-t vagy legalabbis nukleinsav toéredéket lehet detektalni). Ezen kiviil
hasznaljak a mezdgazdasagban, az élelmiszeriparban is. A kovetkezdkben roviden attekintjiik a PCR szerepét az
alkalmazott tudomanyokban.

6.5.1. Orvosi diagnosztika

Az orvosi diagnosztikaban egyes betegségek kimutatasa a diagnosztikahoz hasznalt modszer érzékenységétdl fiigg.
Minél érzékenyebb az eljaras, annal hamarabb meg lehet kezdeni a sziikséges beavatkozast, valamint jobban
elkeriilhetéek a hibas negativ eredmények (igaz, hogy a fals pozitiv esetek szama novekedhet). Virusfertézéseknél,
mint példaul a HIV, a virusos hepatitisz, kiilonosen fontos a PCR-rel torténd érzékeny diagnosztika hasznalata.
Tumorok vizsgalatara a valos-idejii kvantitativ reverz transzkripciés PCR a megfelel6 eszkdz. A rakos sejtek vagy
a virusfertdzések transzkriptumaik alapjan kimutathatoak.
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Az onkologiai diagnosztikdban a génatrendez6dések kovetkeztében megjelend fiizios mRNS termékek kimutatasara
is hasznalnak PCR-t. Akut mieloid leukémiara utal példaul az AML1-ETO fazioés transzkriptum megjelenése. A
gyogyult betegeknél kiilondsen fontos kimutatni a minimalis rezidudlis betegséget (MRD), a kis mennyiségi
visszaeséshez vezeté maradék rosszindulata sejtet. PCR-rel az AML1-ETO fuzids transzkriptum mennyisége
pontosan megbecsiilhetd. Az MRD megéllapitasa alapulhat még klonalis tumor markereken, kromoszomalis
transzlokacios markereken és egyéb, ujonnan létrejott fuzids transzkriptumokon. A valds-idejii PCR technikak
hasznalataval a felsorolt markereket vizsgalva életbevagod elorejelzések sziilethetnek. A telomeraz aktivitds a
tumorok 85%-ban kimutathat6, mig az egészséges szovetekben altalaban joval alacsonyabb mértékben vagy
egyaltalan nem fordul eld, igy tobb rakos megbetegedésnél is igéretes diagnosztikai marker lehet a PCR-rel torténd
kimutatasuk. Hasnyalmirigyrak vizsgalatanal a hasnyalmirigy nedvben mérve is sikeriilt valésidejii ideji PCR-rel
atelomeraz hTERT alegység mRNS-ének szintjét mérni. A kutatasban a kimutatott " TERT mRNS szintje korrelalt
a hasnyalmirigyrak megjelenésével. Sok mas példat is fel lehetne még sorolni a PCR tumordiganosztikai
alkalmazasarol.

6.5.2. Igazsagugyi orvostan (DNS ,,ujjlenyomat”)

Az igazsagligyi orvostanban (forensic science) komoly fejlodést eredményezett a DNS profilok megjelenése. A
human genomban tobb tizezer rovid, tandem ismétlodé (STR: Short Tandem Repeat)) szekvencia talalhato,
amelyek személyenként eltéréek. Napjainkban a DNS ujjlenyomat készitésére foképp az STR szekvenciakat
vizsgaljak PCR segitségével. Az eljaras soran multiplex, azaz egyszerre tobb, 16kusz-specifikus primer part
hasznalva amplifikaljak az STR szekvenciakat, s az igy kapott, (altalaban kapillaris) elektroforézissel kimutathato,
eltéré hosszusagu fragmentumok képezik az azonositas targyat. Az USA-ban és Eurdpaban bizonyos eltérések
vannak a vizsgalt STR 16kuszok hasznalataban. Az azonos DNS ujjlenyomatok elkeriilésének érdekében a *90-es
években hasznalt STR l6kuszok szamahoz képest mara joval tobbet, akar 16 STR 1okuszt is amplifikalnak egyszerre.
A DNS ujjlenyomat hasznalataval apasagi tesztet is végezhetiink, amennyiben a gyerek apjanak személye kérdéses.
Rokonsagi viszonyok feltarasa is lehetséges PCR analizis (DNS profil) segitségével. Hogy csak egy példat emlitsiink:
néhany évvel ezel6tt ezzel a modszerrel azonositottak a Jekatyerinburgban 1918-ben lemészarolt Romanov orosz
cari csalad foldi maradvanyait.

6.5.3.,,0s”-PCR

Az 6sid6k kutatdinak is nagy segitséget nyujt a PCR modszer. Egyrészt a paleontologiai vizsgalatoknal az
Osmaradvanyokbol kinyert DNS felsokszorositasaval és tovabbi modszerek alkalmazasaval pontosabb informéaciokat
nyerhetiink az adott é161ény taxonémiai azonositasahoz, és ezzel evolucids 1éptékben is tisztabb képet kaphatunk
az adott 8storténeti kor bioszférajarél. Ep DNS-t nyilvanvaléan nem lehet egy smaradvanybol remélni, de pl. a
fuzids PCR segitségével kisebb darab DNS-eket is lehet amplifikalni, a benniik tarolt informaciot szekvenalassal
kinyerni, majd evoltcios kovetkeztetéseket levonni. A PCR legnagyobb hirverést kapott 6slénytani alkalmazasanak
a dinoszauruszok korabol szarmazd DNS minta (borostyankdbe zart rovarbol) PCR sokszorositasa és szekvenalasa
tiint, de késobb kideriilt, hogy a minta késébbi korok DNS-ével volt szennyezve. Viszont valds eredményeket
kaptak tobb ezer éves mintakbol. Az eddigi legérdekesebb eredmény a legalabb 50 ezer éve kipusztult neandervolgyi
dsember gyakorlatilag teljes genomjanak feltarasa volt (1d. 9.4. fejezet), annak ellenére, hogy toredezett DNS-t
lehetett csak a csontmaradvanyokbol kivonni.

Az archeoldgiai kutatasok esetén a PCR-t tobb szempontbdl is hasznalhatjuk. Az egyik f6 irAny az emberi populaciok,
népcsoportok csontmaradvanyaibdl szarmazé DNS analizise, masrészt a régészeti lel6helyeken talalt tovabbi
biologiai eredetli mintak (hazidllatok, termesztett ndvények, ételmaradvanyok, szerves eredetli targyak) PCR
sokszorositasa, szekvenaldsa és azonositdsa. Mdasrészt azt a bioldgia sajatsagot haszndlhatjuk ki, hogy a
megtermékenyités utan a fejlédé embrié mindig az anyai mitokondriumot 6rokli. A mitokondriumban talalhato
DNS alapjan pedig képesek vagyunk az egyes népcsoportok foldrajzi elhelyezkedését és ennek valtozasait nyomon
kovetni, valamint a népcsoportok kozott talalhatdé rokonséagi kapcsolatokat is felderithetjitk ezzel a modszerrel.
Példaul archeo-PCR vizsgalatsorozattal igyekeznek genetikusok és archeoldgusok egyiittmitkodésében feltarni a
honfoglalas kori magyarsag genetikai eredetét. A honfoglalas id6szakabol szarmazé csontmaradvanyokbdl vonnak
ki DNS-t és ebben az esetben az apai 6roklédésii Y kromoszémara jellemzd marker régidkat amplifikalnak (a
toredezettség miatt a mintakat eldszor random PCR-nek vetik ald) multiplex PCR-rel.
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7. fejezet - Vektor-gazda rendszerek

Korabban bemutattuk, hogy rekombinans DNS eléallitasahoz sziikségiink van egy hordoz6 DNS vazra, a vektorra,
amibe in vitro a molekularis klonozas targyat, az inszert DNS-t beépithetjiik (2.2. és 4.2. fejezetek). A klonozas
in vivo részéhez a rekombinans DNS-t megfeleld gazdaszervezetbe kell juttatnunk (génbevitel, 1d. 4.3. fejezet).
Ebben a fejezetben a vektorok tipusait ismertetjiik. A vektor legfébb tulajdonsaga, hogy képes 6nall6 szaporodasra
valamilyen gazdaszervezetben, azaz egy replikon. A replikacidohoz sziikség van egy replikacios origora és az azt
koriilvevd szabalyozo szekvenciakra. A replikon milyensége donti el, hogy az adott vektor milyen gazdasejtben
képes szaporodni. Vektorokat eredetiik szerint plazmidokbol, bakteriofagokbol, virusokbol, transzpozonokbol
¢s kromoszomakbol (bakterialis, élesztd, s6t human kromoszomak) lehet eldallitani, géntechnoldgiai uton. A
plazmidok és a fagok hasznos tulajdonsagainak 6tvozésébdl sziilettek meg a kevert tipusii kozmid és fagmid
vektorok.

A gazdasejteket tekintve a mindennapi géntechnologiai gyakorlatban a Gram-negativ Escherichia coli baktérium
a legelterjedtebb gazdaszervezet. Klonozni gyakorlatilag csak E. coli sejtekben szoktunk. Egyes alkalmazéasokhoz
(példéul fehérjék tultermeltetésére) kutatasi €s ipari célra mas baktérium fajokat is hasznalnak, mint pl. a Gram-
pozitiv Bacillus subtilis, de ebben a jegyzetben csak E. coli gazdatorzsekkel foglalkozunk. A bakterilis rendszer
elénye, hogy sokféle vektor tipushoz hasznalhato, egyszeri és relative olcso a laboratériumi fenntartasa, gyorsan
szaporodik (optimalis koriilmények kozott 20 perc alatt osztodik), és mivel az emberi vastagbél bioflorajanak tagja,
ezért nem allergén. Ugyan léteznek patogén E. coli torzsek is (pl. az O104:H4), a géntechnolodgiai gyakorlatban
elsésorban hasznalt K-12-es torzs és tobb szaz genetikai variansa igen biztonsagosnak tekinthetdk, az emberi
bélcsatornaban nem képesek szaporodni. A géntechnoldgiaban hasznalatos legfontosabb E. coli K-12 altorzseket,
genotipusukat és jelentdségiiket, valamint a fontosabb genetikai markereket a 7.1. tablazatban és 7.2. tablazatban
foglaljuk 6ssze (nem mindegyik fenotipussal foglalkozunk a jegyzetben, ezekrél mikrobiologiai kézikonyvekben,
illetve ezen a weblapon talalhat6 tovabbi informacio). A K-12 torzs mellett a B toérzs néhany variansat is hasznaljuk
a géntechnologiaban, pl. a fehérjeexpressziohoz a BL21-et és szarnazékait. Ezekrol részletesebben a 1d. 12.2.2.2.
fejezet olvashatnak.

Az eukariota gazdasejtek koziil a laboratdriumi tenyésztést tekintve az éleszté all legkozelebb az E. coli sejtekhez.
Kiilonboz6 géntechnoldgiai célokra hasznalunk még rovarsejteket, névényi és allati sejteket is, amelyekkel a
jegyzet késobbi fejezeteiben foglalkozunk. Fontos megjegyezni, hogy az eukariéta gazdasejtek esetében gyakorlatilag
minden esetben un. ,,shuttle” (ingazd) vektorokat hasznalunk, amelyek kétféle gazdaban is szaporodni tudnak
(binaris = kettds replikonnal rendelkeznek). Ennek az az oka, hogy mint azt mar emlitettiik, a molekularis klonozas,
a rekombinans DNS elkészitése minden esetben E. coli gazdaban torténik, s a mar felszaporitott konstrukciot
juttatjuk be az eukaridta gazdaba.
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7.1. tablazat: E. coli K-12 altorzsek

K-12 altiirzs Senotipus
¥1776 (diaminopimelinsav igény; UV, 37°C, detergens szenzitivitas)
HB101" leuB6 proA2 recAld thi-1 lacY1 supE44 hsdS20 A(merC-mrr)
IM105 [E? lacl"ZAMIS traD36 proAB] A(lac-proAB) thi-1 endA hsdR4
DH5aF" [ElacZ AMI15] recAl endAl gyrAS6 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
XL1-Blue [E’ lacl"ZAM1S proAB Tnl0(Tet’)] recAl endA1 gyrA96(Nal')
thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
XL1-B. MRA AlmerA) A{merBC-hsdRMS-mrr) (+XL1-Blue)
SURE recB rect sbeC umuC:: TnS(Kan") uveC (+XL1-Blue MRA)
TOP10 F merA A(merBC-hsdRMS-mrr) lacZAM15 recA 1 endA1
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7.2. tablazat: Néhany fontos E. coli genetikai marker

geén fenotipus (kadolt fehérje) jelentdség
endA DMNS-endonuklesaz | mutacio plazmid izolalas
lacl® lac-represszor tultermelés lac szuperrepresszio
lacZAM15 p-galaktoziddz N-term. delécid (11.- | kék-fehér szelekcid
41. as)
rech homolég rekombinacic és repair . .pla zmid stabilitas

defekt (ss DN5-kotd ATPaz,
“rekombinaz")

recBCD homoldg rekombindcio defekt plazmid stabilitas
(exaV)
supF amber szu p'res szid tUAG—:*Tyr szelekeid
tRNS)
thil B1 vitamin igény (tiamin enzim) szelekcid
umuc 505 valasz mutacid plazmid stabilitas
uvrC UV excision repair (UvrABC pléxmi& stabilitas

endonukleaz)

TnS kanamicin reziszt. transzpozon szelekcio

Tnl0 tetraciklin reziszt. transzpozon szelekcid

hsd MRS Ecok restr. modif. komplex transzformalds
(metildz, endonukledz, specifitas
alegység)

mcrABC C metildcid specifikus restrikcio transzformalds

mrr A metilacid specifikus restrikcid transzformalds

iz F-faktor+kromoszdma darab | filamentézus fagok

7.1. A vektorok altalanos jellemzoi

V4

eszk6zok, a klonozandé DNS (az inszert) hordozomolekulai.

Milyen tulajdonsagokkal kell rendelkezni egy DNS molekulanak, hogy vektor céljara hasznalhassuk? Onallé
replikaciora kell képesnek lennie. Kicsi méretiinek kell lennie, mivel akkor konnyti dolgozni vele a laboratériumban;
az idealis méret 2-5 kbp (1,4-3,5 MDa). Egyedi restrikcios helyekkel kell rendelkeznie, s végiil kell tartalmazni
legalabb egy szelekciés marker gént.

7.1.1. KI6bnozob és expressziés vektorok

A vektorokat felhasznalasuk alapjan két nagy csoportra oszthatjuk. Az elsé csoportba a klénozé vektorok tartoznak,
melyeket specifikus DNS informacié tarolasira, sokszorositasira hasznalhatunk fel. Ezek a vektorok a
gazdaszervezetre jellemz6 replikonnal kell, hogy rendelkezzenek A ,,j6 vektorok™ alapkdvetelménye, hogy az
organizmus DNS éallomanyanak replikaciojatol fiiggetleniil képesek sokszorozodni, ebbdl kifolyolag tébb kopiaban
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is eléfordulhatnak. Minden vektornak, amelybe mesterségen kivanunk idegen DNS informaciot épiteni, rendelkeznie
kell klonozo hellyel. A legtobbszor ezek Gin. multiklonozé (poliklonozé) helyek (MCS: Multiple Cloning Site),
amelyek a vektorban csak egyszer el6forduld, egymas mellett elhelyezkedd kiilonb6z6 restrikcids endonukledz
felismer6 helyek. Szelekciés marker génként a legtobb vektorban antibiotikum rezisztencia gént hasznalnak.

A masodik nagy csoportba az expresszios vektorok tartoznak. Ezek a DNS konstrukcidk olyan szabalyzé elemeket
tartalmaznak, amelyek lehetdvé teszik, hogy a benniik tarolt DNS informéacio (az inszert) képes legyen fehérjeként
kifejez6dni, expresszalodni. Az expresszids vektoroknak tartalmazniuk kell a klénozoé hely el6tt egy promoter
régiot, ami lehet6ve teszi a transzkripciot és ami leginkabb meghatarozza az expresszalando fehérje mennyiségeét.
A promoter mitkodésének szabalyozhatosaga kulcsfontossagu a gyakorlatban - ennek segitségével elkeriilhetjiik
az ,,id6 el6tti” fehérje expressziot, illetve azt kivanalmainknak megfeleléen indithatjuk el. Az egyik legismertebb
és leginkabb alkalmazott szabalyzé mechanizmus az E. coli lac operon elemeire épiil, amelynek lényege roviden,
hogy a génexpresszid csak allolaktéz jelenlétében indul be. A gyakorlatban az allolaktézt metabolikusan nem
bonthat6 analdg molekulaval, izopropil B-D-tiogalaktoziddal (IPTG-vel) helyettesitjiik.

7.1.2. Antibiotikum rezisztencia gének

A plazmidok felfedezésekor hamar fény deriilt arra, hogy ezek az extrakromoszomalis elemek gyakran tartalmaznak
antibiotikum-rezisztencia géneket, amelyek horizontalis géntranszferrel nem csak a fajon beliil, de kiilonb6z6 fajok
kozott is vandorolhatnak. A gyakorlatban az antibiotikum-rezisztencia géneket szelekcios marker génekként
hasznaljuk. Ha a vektor rendelkezik valamely antibiotikum-rezisztencia génnel, az adott antibiotikumot tartalmazo
taptalajon csak azok az egyedek lesznek életképesek, amelyekbe bekeriilt a vektor DNS (azonban az antibiotikum
az lires és az inszertet tartalmazo vektor k6zott nem szelektal, arra példaul a ,.kék-fehér” szelekcio alkalmas (1d.
7.2.3.1).

Az egyik legelterjedtebb antibiotikum az ampicillin, ami az elsdként felfedezett penicillin félszintetikus valtozata
(Id. 7.1. abra). Az ampicillin, el6djéhez hasonloan, béta-laktam antibiotikum, amely koétddik és un. 6ngyilkos
szubsztratként gatolja a sejtfal peptidoglikan szintézisben szerepet jatszo transzpeptidaz enzimet, és ezaltal gatolja
a baktérium novekedését. Szerkezeti sajatsaga, hogy egy aminocsoport kapcsolddik a penicillin alapstruktiarajahoz
(aminopenicillin), igy néhany Gram-negativ baktérium fehérjeburokkal védett membranjan is at tud hatolni, ezzel
szélesebb baktériumolo spektrummal rendelkezik. Egy masik penicillin valtozat a karbenicillin (karboxipenicillin),
ami a fent leirt ampicillinhez képest a Gram-negativ baktériumok felé szélesebb hatasspektrummal bir. Annak
ellenére, hogy a karboxipenicillinek a béta-laktamaz enzimekkel szemben kevésbé ellenalldoak, a kénnyen
degradalodo ampicillinhez képest joval stabilabbak. Mindkét gatloszer elleni rezisztenciat a mar fent emlitett béta-
laktamaz enzim biztositja, amely képes elhasitani a béta-laktam-gyiiriit, ezaltal hatastalanitja a molekulat.

7.1. dbra: Az ampicillin szerkezete

A kloramfenikol antibiotikumot 1949-ben allitottak el6 elészor. Alkalmazasa igen elterjedt, mert gyartasa olcso
¢s nagyon hatékony baktérium-ndvekedést gatld szer, hatasspektruma széles. Bakteriosztatikus képességének
molekularis hattere, hogy a transzlacié soran a riboszoma komplex 50S alegységéhez kot, igy gatolja a
fehérjeszintézist. A laboratériumi gyakorlatban hasznalt kloramfenikol rezisztencia gén egy kloramfenikol-
acetiltranszferaz enzimet kodol, amely Gigy képes inaktivalni az antibiotikumot, hogy arra két darab acetil-csoportot
kot, igy a szer mar nem képes kifejteni a hatasat.

Egy masik fehérjeszintézis gatlo antibiotikum a tetraciklin, amelyet a Streptomyces baktériumok termelnek és
egy széles spektrumt poliketid tipust természetes antibiotikum. A kloramfenikollal ellentétben az aminoacil-tRNS
mRNS-riboszoma komplexhez vald kotddését gatolja a 30S alegységhez kotddve. A tetraciklin rezisztenciat egy
40 kDa-os membranfehérje biztositja, amely aktiv médon kipumpalja az antibiotikumot a sejtbol.
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A kanamicin nevi antibiotikumot a Streptomyces kanamyceticus baktérium termeli, €s a tetraciklinhez hasonloan
a prokariota riboszoma 308 alegységéhez kot, és ott transzlacios hibat indukal, amellyel gatolja a fehérjék atirodasat.
A kanamicinnel kdzeli rokon molekula a neomicin. Mindkét antibiotikum aminoglikozid tipusu szer, tovabba
mindketté hatékonyan gatolja foképp a Gram-negativ, kisebb részben a Gram-pozitiv baktériumok névekedését.
Inaktivalasukat egy acetil-transzferaz enzim végzi, amely egy vektorban kédolva biztositja a rezisztenciat.

A sztreptomicin nevili antibakterialis szert, ahogyan nevébdl is kideriil, a Streptomyces griseus nevii baktérium
bioszintézisének természetes termékeként fedeztek fel 1943-ban. Gyodgyaszati felhasznalasban a tuberkulozis
kezelésében valt igen népszeriivé. A kanamicinhez és neomicinhez hasonldéan ez az antibiotikum is az
aminoglikozidok kozé tartozik, és a fehérjeszintézist gatolja. Hatasat a 30S riboszoéma alegység 16S rRNS-¢hez
kétve fejti ki. Ennek kovetkeztében kodon elcstiszas alakul ki, ami végsd soron a baktérium halalahoz vezet. A
rezisztencia génje sztreptomicin-6-foszfotranszferaz enzimet kodol, ami az antibiotikumot foszforilalva gatolja
annak mikodését.

Az utolsoként bemutatott antibakterialis molekula a zeocin, amely egy glikopeptid, és mikroba 616 képessége
abban rejlik, hogy a kettésszalit DNS-be interkalalodva, kettGsszal-torést okoz. Ezen tulajdonsaganak koszonhetéen
széles spektrumu antibiotikum. A sejten kiviil a zeocin réz-ionnal komplexet képezve inaktiv formaban van, mig
a sejten beliil a redukald kornyezetben a réz-ion levalik a glikopeptidrél és igy aktivva valik. A zeocin-rezisztencia
gén egy Streptoalloteichus hindustanus nevi organizmusbdl szarmazo6 14 kDa molekulatomegii fehérjét kodol,
ami megkéti az antibiotikumot, és igy az nem képes a DNS-t hasitani.

7.2. Plazmid vektorok

7.2.1. A plazmidok altalanos jellemzéi

Az els6 plazmidot az 1940-es évek elején azonositottak egy Shigella baktérium fajbol. A plazmidok rovid, néhany
kbp és 200 kbp kozotti méretli, extrakromoszomalis, kettds szala cirkularis DNS molekulak, amelyek az
organizmus kromoszoémajatol fiiggetleniil képesek replikalddni (azaz replikonok).

Replikaciojukat a baktérium kromoszomajanak replikaciojahoz sziikséges enzimek egy része végzi (DNS-polimeraz
I, DNS-polimeraz I, stb.). A replikacio kezddpontjat itt is a replikacios origé jeldli ki. Az origd kornyékén talalhato
szekvenciak szabalyozzak a kdpiaszamot. A legtobb plazmid a kromoszomalis DNS-ek altalanos bidirekcionalis
replikaciés mechanizmusatol eltéréen unidirekcionalisan masoldodik (azaz az orig6tdl csak egy replikacios villa
indul el). A ma hasznalatos plazmid vektorok replikacigja fiiggetlen a sejtosztodastol, Un. relaxalt kontroll alatt
all. Ilyen példaul a pMB1 plazmidban talalhato replikon. (Ezt a plazmidot eldszdr egy klinikai mintabdl izolaltak
1974-ben). Az eredeti szekvenciaju pMBI1 replikont tartalmazo vektorok kopiaszama sejtenként 15-20. Az E. coli
plazmidok kozott tobb kiilonbozo replikon szekvenciat is talaltak (ColEl, p15A, pSC101). Két kiilonb6zd
szekvenciaju, kiilonbo6z6 tipust replikont tartalmazo plazmid egymas mellett stabilan fenntarthat6é ugyanabban a
sejtben. Az azonos replikacios origot hordozé plazmidok azonban egymassal inkompatibilisek, ezekbdl csak
egyféle fordulhat el6 egy sejtben (kivéve, ha két kiilonb6z6 antibiotikummal kettds szelekciot alkalmazunk a két
azonos replikonnal rendelkez6 plazmid esetén).

ey

sejtben), a gazdasejt fehérjeszintézisének kloramfenikollal vald gatlasaval el lehet azt érni, hogy a sejt nem lesz
képes a kromoszomalis DNS-ét replikalni, de a plazmid szintézise tovabb folyik. Ezzel az eljarassal, melyet
amplifikalasnak neveziink, tovabb névelhetd egy plazmid kopiaszama.

A plazmidokat funkcionalis szempontbdl tobb csoportba oszthatjuk. Az els6be az Gn. konjugativ plazmidok
tartoznak, mint pl. az E. coli F-faktora (fertilitasi-faktor), amelyek a baktériumok kozotti ivaros szaporodast, a
konjugaciot biztositod episzomak (kromoszéman kiviili genetikai elemek). A konjugacio soran a két baktérium az
F-faktor-kodolta pilin oligomer fehérjébdl allo piluson keresztiil kapcsolodik 6ssze. A plazmidok nagy masik
csoportjaba tartoznak a mar emlitett rezisztencia géneket hordozo plazmidok, amelyek szintén képesek horizontalis
géntranszferrel mas egyedekbe atjutni és biztositani az adott antibiotikummal szemben ellenallosdgot. A harmadik
plazmid csoport az E. coli baktériumra jellemzd, altaluk termelt €s mas E. coli vonalakra (és mas baktériumokra)
hato toxinokat kodol.
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Ebben a fejezetben néhany , klasszikus” plazmid-alapt vektort és vektorcsaladot fogunk bemutatni, tovabbi plazmid
vektorokrodl a késobbi fejezetekben lesz szo.

7.2.2. A pBR322 vektor

Az elsé széles korben ismertté valt E. coli kompatibilis klénozd vektort 1977-ben allitottak el6 a Kaliforniai
Egyetemen, amelyet pBR322 névre kereszteltek el (BR a feltalalé Bolivar Rodriguez monogramja). Ez a vektor
4361 bazisparbdl all, megtalalhat6 benne egy ampicillin €s egy tetraciklin rezisztencia gén, valamint egy természetes
E. coli plazmidbol, a pMB1-b6l szarmazo replikacios origd. A plazmidon beliil 40 egyedi restrikcids hasitohely
talalhato, amelyekbe inszertet lehet beépiteni. 11 klonozé hely a tetraciklin rezisztencidt, mig 6 darab az ampicillin
rezisztenciat kodolo régidban talalhato, igy az inszert beépiilésére az adott rezisztencia gén funkciovesztése mellett
lehet szelektalni. (Ebben a vektorban még nem volt multiklénozo hely) (1d. 7.2. abra).

1871 EcoRV Mhel (oo
BamHI (37
SgrAl a0

Sphl (=
EcoNI (s

o prﬂ-m':fltE'r Sall =
ity Pstl & ® BoxI (715
Aseal - VspI
#427) Ece31l Eagl _
©1 Eamll051 Nrul (374
Bwel (1054

pBR322
4361 bp

7.2. abra: A pBR322 vektor térképe. A replikacios origon kiviil (ori) lathato a két antibiotikum rezisztencia gén
(AmpR és TcR), valamint a benniik talalhato 6, illetve 11 restrikcids endonukleaz felismer6 hely.

7.2.3. A pUC vektorcsalad

A pUC klonozo vektorcsalad is a Kaliforniai Egyetemen latott napvilagot (az UC rovidités a University of California
névbdl ered). Sikerét egy igen Otletes tulajdonsaganak kdszonheti, ami jocskan leegyszertisitette a klonozas sikerét
bizonyité masodlagos szelekciot (az elsddleges szelekcid az antibiotikum rezisztencia, viszont annak eldontésére,
hogy iires vektor vagy rekombinans DNS kertilt a gazdasejtbe, sziikségiink lehet egy masodlagos szelekciora is).
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7.3. abra: A pUC18 vektor térképe. A replikacios origé (ori) mellett ampicillin rezisztencia gént (AmpR), a kék-
fehér szelekciot biztosito B-galaktozidaz (LacZa) a-fragmentumat kodold gént és az utdbbin beliill egy multiklonozo
helyet (MCS) tartalmaz.

Hindlll Pstl Xbal Smal Sacl
3 AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTC TAGAGGATCCOCGEGTACCGAGCTCGAATTE 5
Sphl Sall BamHI Kpnl EcoRl

aneh Smal ... _Pstl M.

3 CTTAAGCTCGAGCCATEGGCCOCTAGGAGATC TCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAR &5
EcoRI Kpnl BamHI Sall Sphi

7.4. dbra: A pUC vektor csalad két tagjanak (pUC18 és pUC19) multiklonozo helyei, amelyek egymashoz képest
reverz iranyban helyezkednek el

A pUC vektor egy 2686 bp méretli plazmid, ami a pMBI1 replikacids origdn kiviil tartalmaz még egy ampicillin
rezisztencia gént, valamint a -galaktozidaz (lacZ) enzimet kédold gén egy darabjat (lacZ’). Ennek a génnek
koszonheté a masodlagos, un. kék-fehér szelekcio (ld. lentebb). Tovabbi eldnye, hogy a pMBI1 replikon
szekvenciajanak modositasaval a kopiaszdm 500-700-ra ndvekedett. A vektorcsaladon beliil a pUC18 és a pUC19

abban kiilonboznek, hogy a multiklonozo helyiik (MCS) egymdashoz képest reverz médon helyezkedik el (1d. 7.3.
abra és 7.4. abra).

7.2.3.1. A , kék-fehér” szelekcio

A kék-fehér szelekcid segitséget nyujthat annak eldontésében, hogy a létrehozni kivant rekombinans plazmid
tartalamazza-e az inszertet. Azok a baktérium telepek, amelyekben sikeresen klénozott, inszertet tartalmazo
plazmid van, fehérek lesznek, az iires vektort tartalmazé telepek viszont kékek. A latvanyos teszt molekularis
alapja a B-galaktozidaz enzim miikédésében rejlik és az un. a-komplementacion alapszik. A B-galaktozidaz négy
azonos alegységbdl allo fehérje, és csak ebben a formaban aktiv. Az egyes alegységek két peptidre bonthatdk szét
(egy rovidebb N-terminalis LacZ a-fragmentumra és egy nagyméretii LacZ w-fragmentumra), aminek kovetkeztében
felbomlik a homotetramer szerkezet, és az enzim inaktiv lesz. Ha a két peptidet Gjra 6sszekeverjik (vagyis az w-
fragmentumot kiegészitjiik az a-fragmentummal, amit genetikai kifejezéssel a-komplementacionak hivunk), spontan
kialakul az aktiv enzimszerkezet.
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A szelekci6 soran az enzimnek ezt a spontan dsszeszerelddési képességét hasznaljuk ki oly modon, hogy az a-
fragmentumot a plazmid kodolja, mig az w-fragmentumot a gazdasejt genomja. Mivel a cél az inszert beépiilésének
a vizsgalata, a vektorban a multiklénoz6 hely (MCS) az a-fragmentumot koédolé szakaszba van beépitve.
Vagyis sikeres klonozas esetén az a-fragmentumot kodolo szakasz elromlik, és az a-fragmentum nem tud
kifejezédni. Ebben az esetben tehat az IPTG-vel val6 indukcié eredményeként az inszert altal kodolt fehérje fog
expresszalodni, €s a telepek fehérek lesznek. Az iires vektort tartalmazo baktériumok IPTG indukcid hatdsara az
enzim mindkét fragmentumat szintetizaljak, ami azt eredményezi, hogy egy kromogén szubsztrat, az 5-brom-4-
klor-3-indolil-B-D-galaktozid (X-gal) jelenlétében kék szinii baktérium telepek keletkeznek. (I1d. 7.5. abra).

Delécid
(11-42 as.)
| Lacl F O -'- Lac¥
B BN G 1
- -
" 5 L
Inaktiv
Lac represszor B-galaktozidaz
gatlasa IPTG {gazdasejt kromoszdman)
jelenlétében
alfa-komplementacio
oL S
- .f; o
s e —
Vo~ N - —@
f | LacZ Aktiv
i |alfafragmentum  B-galaktozidaz
\ Y
SN

4

= Kék termék

7.5. abra: A ,,kék-fehér” szelekcié molekularis hattere. A csonkolt 3-galaktozidaz enzim (sarga) IPTG jelenlétében
a gazdasejtben termelédik, de inaktiv marad, mig a vektorban kodolt enzim a-fragmentum (piros) ki nem egésziti,
¢s aktivva nem teszi. Ez az a-komplementacio jelensége. Az aktiv enzim az X-gal szubsztratot bontja, és kék
csapadék keletkezik, ami kék sziniivé teszi a telepet is. Ha az inszercio sikeres, akkor az enzim fragmentum nem
termelddik, igy a kolonia fehér szinii marad.

7.2.4. Fagmidok

A fagmidok, mint képzett sz6 fonalas (bakterio)fag ésplazmid kombinaci6jara utalt. Ebb6l adéddan jellemzoi
az el6bbi kettd tulajdonsagainak keveréke. A fagmidok a gyakorlatban klonozoé vektorként hasznalhatok. Egyrészrol
tartalmaznak egy plazmid replikaciés origét, masrészrél megtalalhato benniik az f1 fagbol szarmazo f1 origo is.
Ez utobbi a fonalas (fibrozus) fagokra jellemz6 és biztositja azt, hogy a fagmidrél egyszala DNS is atirddjon, majd
az virionba pakolodva, a kés6bbi gazda organizmusba atvihetd legyen. A fag részecskébe csomagolashoz sziikség
van Un. segité (helper) plazmidokra is, amelyek az egyszala DNS replikacidjat biztositjak és a virionba vald
pakolashoz sziikséges géneket kodoljak. A fagmidok, a fibrozus fagokhoz hasonléoan nem litikusak, tehat
kiszabadulasukkor nem esik szét a gazdasejt, hanem a sejtet folyamatosan 0j virusrészecskék kivalasztasara készteti.
A fonalas fagok, s ebbdl adodoan a fagmidok fert6z6 képességéhez az is sziikséges, hogy a gazdasejt rendelkezzen
pilussal. A fagmidok tehat kizarolag olyan gazdasejttel alkalmazhatéak, amelyben megtalalhato vagy F-faktor,
vagy annak valamilyen valtozata. A fagmidokat korabban szekvenalasra, valamint iranyitott mutagenezishez
alkalmazott konstrukciokhoz hasznaltak, mivel egyszalu templatot lehet rola egyszeriien elballitani (maga a
rekombindns fagmid a fag részecskében egyszaln).
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Az egyik legismertebb klonozo fagmid a pBlueScript (pBS) vektor, amely a pUC vektorcsaladra nagyon hasonlit
(Id. 7.6. abra). Egyrészt tartalmaz egy plazmid és egy f1 replikacios origot. Ezen kiviil ampicillin rezisztencia
gént kddol, valamint 21 restrikcios endonukleaz kompatibilis MCS-t, amely a pUC vektor csaladra jellemz6 -

srer

kovethetd a kék-fehér szelekceio segitségével. Megemlitendé még, hogy a poliklonoz6 hely két végén egy-egy T7
illetve T3 fag-specifikus prométer talalhato, amelyekr6l az adott promoterre specifikus RNS-polimerazzal in
vitro transzkripciot lehet végezni az inszert mindkét szalarol.

Sacl (s57)
Brgl {651}

Alel (e
Clrd2I (es4)
Byl [cec)

Motl (ero)
¥bhal (77
Bioul (sa1)
BamHI (68%)
CFral (es5)
Emal (e57)
Pl (705)
EcoRI (707
7 | EcoRY }
2958 bp [ HindIIl (715
- E Clal {738}
Sall (724)

pBluescript KS(+)

Acel - ¥mil (735)
HinclI (735)

Apal (753
ACCHBI (755)
Kpnl (74)

7.6. abra: A pBlueScript fagmid vektor térképe. A vektor tartalmazza, mind a plazmid (ori), mint a fonalas
fagokra jellemzd f1 replikacios origot. Ezen kiviil talalhato benne egy ampicillin (AmpR) rezisztencia gén, valamint
a "kék-fehér" szelekciot biztositd B-galaktozidaz (LacZa) fragmentum kdodold régiodja, és ez utdbbin beliil egy
MCS. A klénozott gén kifejezodését T7, illetve T3 promoterrel is el lehet inditani

7.3. Bakteriofag vektorok

A bakteriofag-alapii vektorok elénye a plazmidokkal szemben, hogy fert6z6 tulajdonsaguk révén sokkal
hatékonyabban képesek az idegen DNS-t a gazdasejtbe bejuttatni (a génbeviteli modszereket részletesen a 4.3.
fejezetben targyaljuk). A tipikus bakteriofag egy kiils6, fehérjébdl allé kapszidbol (a virion burka), és a benne
1évoé orokitdanyagbol all. A genomjukat alkothatja RNS ¢és DNS is, egy- vagy kétszalu formaban is. A
géntechnologiaban vektor eldallitasa céljabol elsdsorban az ikozaéderes A-fagot és a filamentézus M13 fagot
vontak be.

7.3.1. A-fag vektorok

A géntechnolodgia alkalmazasban az egyik legelterjedtebb bakteriofag az E. coli specifikus A-fag (mas néven
enterobakteriofag-A). Szerkezetében tipikus fag strukturat mutat, rendelkezik fej, mas néven egy kapszid régioval,
amelyben lineéris kettés szala DNS 6rokitéanyag talalhatd, valamint farok régioval, amin keresztiil a DNS
bejuthat a gazdasejtbe. A virus genomja ~48500 bp-bdl all és kozel 60 gént kodol, amelyek biztositjak a fag
szaporodasahoz és becsomagolasahoz sziikséges enzimeket, azok szabalyzo fehérjéit, valamint burokfehérjéket.
A virus linearis genomja képes cirkularizalddni a gazdasejten beliil, ezt a DNS szalak végén talalhato két ragado
cos régio biztositja. Az A-fag kétféle életciklust mutat. A litikus életciklus sordn a virus 6rokitéanyaga miutan
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bejutott a gazdasejtbe, ott tobbszor replikalodik, majd a fej és farok strukturat képzo fehérjék expressziojat kovetden
0j virusrészecskék képzodnek, amik a gazdasejt elpusztulasa utan tovabbi sejteket fertéznek. Ezzel ellentétben a
lizogén életciklusba akkor 1ép a fag, amikor az 6rokitdanyaga beépiil az E. coli kromoszémajaba, azzal egyiitt
replikalodik. A sejt osztodasaval tovabb 6roklodo, latens fagot profagnak nevezziik (ld. 7.7. abra).

a fag DS sokszorozodik

a L-fig meglertdz lidkus &lenit
egy E coll sejret

a fag DS bejut a sejtbe

a figrészecskék a sejt
- lizisével kijutnak a
Q kiilvilagba
lizogeén eletut

a fag DINS integralodik
az E coli genomjaba

7.7. abra: A \-fag litikus és lizogén életciklusa

A \-fag-alapu vektorokon belill megkiilonbdztetiink inszercids és szubsztitucios (helyettesitd) vektorokat. E16bbi
esetén a linearis DNS-ben talalhato egy restrikcios endonukleaz hely, ahova maximum 7 kbp méretii DNS inszertet
épithetiink be. Ezt a tipust féként ¢cDNS konyvarak eléallitasahoz hasznaljak (1d. 8.3. fejezet). A helyettesito
vektorok esetén a linearis DNS-en beliil taldlhato egy "kitolt6" szekvencia (amely régi6 eredetileg a virus litikus
¢letciklusahoz nem esszencialis géneket tartalmaz), amelyet elsoként ki kell vagni a vektorbol és annak helyére
tudjuk beépiteni az idegen génszakaszt). Szubsztitucids vektorok alkalmazasanal a maximalis beépithetd inszert
méret 20 kbp, ¢és foleg genomialis konyvtarakat allitanak el6 bel6lik (1d. 8.2. fejezet). Egy helyettesité A-fag
vektor konstrukciot abrazol a 7.8. abra.

Az \-fag alapu vektorok alkalmazasakor iigyelni kell a beépiteni kivant inszert méretére, ugyanis ha az inszert tal
kicsi, akkor nem alakul ki a fag fejében a fertézéshez nélkiilozhetetlen nyomas, mig ha til nagy, akkor nem fér el
a DNS a virion feji részében. A rekombinans konstrukciok elkészitésénél nehézséget jelent, hogy a vektor ,,bal”
és ,,jobb” karjat kell az inszerttel ligalni, azaz harmas ligalas torténik. A A-fag vektorok hasznalatanak viszont nagy
elénye, hogy a rekombinans DNS in vitro ,,becsomagolhat6” a virusrészecskékbe (ehhez olyan ,,csomagol6 kit”-
eket hasznalunk, ami a virionok kialakulasahoz sziikséges 0sszes komponenst tartalmazza), s ezaltal infekcioval
a megfelelé gazdasejtbe juttatas hatasfoka kivalo.
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)-fag DNS

a A-faig DNS kozépso restrikcios endonukleazok,
szakaszanak csereje DMNS-ligaz

in vitro pakolas

fertozoképes i-fag,
mely idegen DNS-t
hordoz

7.8. abra: Rekombinans DNS helyettesité 1-fag vektorban. A A-fag genomjanak k6zépsé szakasza (piros) a fag

milkodéséhez nem esszencialis, ezért az inszerttel helyettesithetd. Mivel a DNS fagba pakolasahoz a DNS méretének

egy szlik tartomanyba kell esnie, igy az idegen DNS nélkiil a visszazarddo forma tul kicsi ahhoz, hogy a specifikus
fehérjék fagba épitsék. Az in vitro pakolorendszer a fag genom két végén ismer fel egy rovid DNS szekvenciat.
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7.3.2. M13-alapu vektorok

Az M13 fonalas bakteriofag egy 6,4 kbp-bol allo, egyszali DNS orokitéanyaggal rendelkez6, a A-faghoz hasonloan
E. coli-t fert6z6 virus. A viriont kb. 2700 kopiaszamu kapszidburok fehérje (P8) alkotja, melynek egyik végét a
P9 (5 kdpiaban) és P7, mig masik végét a P6 (5 db) és P3 fehérjék zarjak le (1d. 7.9. abra).
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7.9. abra: Az M13 fag sematikus abrazolasa. Az egyszalu cirkularis DNS-t kortilvevld kapszidot a P8 (kék)
fehérje alkotja. A viriont az egyik oldalrdl a P6 (piros) és P3 (z61d), a masikrol a P9 (sarga), és a P7 (lila) fehérjék
zarjak le.

A P3 fehérje szerepe igen fontos a gazdasejt pilusan at torténd fert6zésében. Az M 13 fag nem litikus a gazdasejtre
nézve. A fag egyszalu DNS-e a replikacio soran kétszalu replikativ formava alakul, amely a piluson 4t torténd
transzfer soran Ujra egyszaliva valik és igy fert6z tovabb. A laboratériumi gyakorlatban a kétszalt replikativ
format hasznaljak kléonozoé vektorként. A virus restrikcios endonukleaz hasito helyeket tartalmaz (pl.: az M13mp18
fag-vektor a pUC18 plazmid vektor tulajdonsagait 6rokolte), ahova konnyen be lehet épiteni az inszertet. A
virusrészecske mérete nem limitalt, mivel a P8 fehérjébdl rendkiviil sok darab is képes kapszidburkot képezni,
ezért a beépiteni kivant DNS mérete igen nagy lehet. Legfontosabb felhasznélasa az M 13 fag-alapu vektoroknak,
hogy egyszalu templatot szolgaltat a Sanger-féle DNS-szekvendlashoz és az irdnyitott mutagenezis egyes
modszereihez. Ezek mellett az M 13 fag kivaloan alkalmazhat6 iranyitott evolicios modszerekhez, mint példaul a
fag-bemutatas (1d. 16. fejezet).

7.4. Kozmidok

A kozmid vektorok 6tvozik a plazmidok és a A-fag vektorok eldnyeit. A plazmid vektorok megfeleld gazdasejtekben
valo fenntartasahoz nincs sziikség masra, csak replikacios origora, antibiotikum-rezisztencia génre és egy poliklonozo
helyre. Mar emlitettiik, hogy a A-fag nagy eldnye, hogy rendkiviil hatékonyan képes a fag részecskébe pakolt DNS
sejtekbe juttatasara. Ezen kiviil a fag részecskében hosszi inszerteket tartalmazé klonok is biztonsagosan
fenntarthatoak annak veszélye nélkiil, hogy az inszert egy része rekombinacios folyamatok kovetkeztében elveszik.
A kozmid vektorokat ugy alakitottdk ki, hogy a sejtekben plazmidként fenntarthatoak legyenek, ugyanakkor
lehetdség legyen a vektorok fert6zoképes A-fag részecskékbe torténd becsomagolasara, és ez altal a rossz
hatékonysagu transzformacio fag fert6zéssel torténd kivaltasara. Ezekhez a funkciokhoz nincs sziikség 5-6 kbp
DNS-nél tobbre. Ennek kdszonhetden a kozmid vektorokba akar 45 kbp-os inszert is beépithetd gy, hogy a
keletkez6 vektor még fag részecskébe pakolhatdo méretli maradjon. A kozmid vektorok tulajdonképpen 1-fag cos
szekvenciat tartalmazé plazmidok. Fontos kiemelni, hogy a kozmid vektorok a cos szekvencian kiviil nem
tartalmaznak a A-fag genomjabol szarmazo szekvenciat.

A kozmidok rendelkezhetnek akar tobbféle replikacios origdval is. Ezek megléte hatdrozza meg, hogy az adott
kozmid vektor milyen sejtekben €s milyen mdédon szaporithat6. A kozmid vektor rendelkezhet példaul az emlés
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sejtekben miikod6 SV40 origoval és ColE1 origdval, ami a kétszalt replikcidhoz sziikséges prokariota rendszerben.
Bizonyos kozmid vektorok az F-plazmid replikacios origdjat tartalmazzak. Ez az origd a plazmid kopiaszamat 1-
2 példanyban hatarozza meg. Ezeket a vektorokat fozmidoknak is nevezik. Egyes vektorok tartalmazzak az fl1
origot is, ami a vektor egyik (adott) szalanak szaporitasat teszi lehetdvé baktérium sejtekben fonalas fagok (pl.
M13 fag) fehérjéinek jelenlétében. A megfeleld pakold szignallal ellatva ezek a vektorok fonalas fag virionba is
becsomagolhatoak.

7.5. Mesterséges kromoszémak (PAC, BAC,
YAC, HAC)

A géntechnologia fejlédésével megjelent az igény egy olyan vektor tipusra, amelybe genom-szintli analizisekhez
sziikséges, méretét tekintve igen nagy inszerteket (>100 kbp) lehet beépiteni €s klonozni. Ezt a célt elérendd
tervezték meg az un. mesterséges kromoszémakat.

Az elsé ilyen mesterséges kromoszémahoz a P1 E. coli fag genomja adta az alapot. A P1 fag a A-faggal ellentétben
lizogén életciklusa alatt a sajat DNS-ét nem integralja a gazdaszervezet genomjaba, hanem extrakromoszomalisan,
episzomaként szaporodik a gazdasejttel egyiitt. A virus genomja 93 kbp méretli kettés szalu linearis DNS, az F.
coli-ba bejutva azonban cirkularizalodik. A virus genomjat felhasznalva kb. 100-300 kbp mérettartomanyban lehet
idegen DNS-t beépiteni a P1 fag-alapi mesterséges kromoszomaba (PAC: PI-derived Artificial Chromosome).
A gyakorlatban a PAC konstrukcidba restrikcios endonukledz hasitohelyek segitségével beépitik az inszerteket,
majd elektroporacioval a sejtbe juttatjak.

A bakterialis mesterséges kromoszoma (BAC) csalad az E. coli baktérium F-faktor episzomajanak modositott
valtozata. A BAC-t szintén nagyméretl inszertek befogadasara fejlesztették ki, s még a PAC-nal is nagyobb, akar
350 kbp méretii DNS darabokat is bele lehet épiteni. A BAC és PAC k6z6s vonasa, hogy mindkét vektor tartalmaz
a replikdcidhoz sziikséges bakterialis géneket, valamint szelekcidos markereket (pl.: antibiotikum-rezisztencia
géneket), amelyek lehetdvé teszik a mesterséges kromoszomat tartalmazo sejtek kivalasztasat. A replikacidjuk a
bakterialis kromoszomahoz ko6tott, azaz egy sejtben altalaban csak egy kopidban fordulnak el§ (,,szigorta”, azaz
stringens replikdcid). Ez a tulajdonsag nagyméretli rekombindns DNS-ek esetében hasznosabb, mint a nagy
kopiaszam, ugyanis igy kisebb valosziniiséggel torténik homoldg rekombinacid, a konstrukci6 stabilabb marad a
felszaporitas soran.

A harmadik mesterséges kromoszdéma tipus eukariota eredetli, ugyanis a soréleszté gomba, a Saccharomyces
cerevisiae genom tulajdonsagait 6rokolte meg. KEleszté mesterséges kromoszémakat (YAC: Yeast Artificial
Chromosome) hasznaltak eleinte a Human Genom Program soran is, mivel az elobb emlitett PAC és BAC
vektorokkal szemben akar Mbp nagysagti DNS inszerteket is képes tarolni, igy az emberi genom teljes lefedéséhez
elegendd kb. 10000 élesztoklon. (Késobb azonban a YAC klonok instabilitdsa miatt teljesen elhagytak ezek
hasznalatat.) Az el6bbi kettd mesterséges kromoszomaval szemben a YAC nem cirkularis, hanem linearis felépitési.
Rendelkezik az eukariotakra jellemzd centromer és telomer régiokkal is, amelyek megakadalyozzak a vektor
letdrését és mas DNS darabbal valo kapcsolodasat. A YAC tartalmaz minden olyan szakaszt, amely a kromoszoéma
replikéacidjahoz és az utddsejtbe keriiléshez (particio) sziikséges. Ezeken a szakaszokon kiviil a YAC vektor
rendelkezik még egy, a gazdasejtben mitkodoképes replikacios origoval is. A YAC vektor hatranya a masik két
mesterséges kromoszomaval szemben, hogy mivel eukaridta gazdasejtben tartjak fenn, igy a rekombindcios
folyamatoknak jobban ki van téve, ezen kiviil a konstrukcio létrehozasakor gyakrabban alakulnak ki konkatamer
inszertek.

Végiil meg kell emlékezniink a human mesterséges kromoszomakrol (HAC: Human Artificial Chromosome) is,
mint a legkomplexebb vektor tipusrol, amely igéretes eszkdz a génterapia szamara is, mint ,,génszallitd” molekula.
Megjegyzendd, hogy az elsé emlés-alapt mesterséges kromoszomat a Szegedi Biologiai Kézpontban Hadlaczky
Gyula (1948-2013) allitotta el6, akinek tobb évtizedes munkaja lehetvé tette, hogy ezt a géntechnologiai eszkozt
ma mar emlds sejtvonalakban gyodgyszermolekulak termelésére, ndvényekben a biolizemanyag-eldallitasara is fel
lehet hasznalni (1d. 15. fejezet). Mitotikusan stabil HAC-ot 1étre lehet hozni meglévé kromoszomakbol és de novo
is (telomer és centromer szekvencidk kellenek hozza, az utdobbiakon funkcionalis kinetokorral). Méretiik 1-10 Mbp
kozott lehet, és a HAC-ba beépithetd inszertnek potencialisan nincs mérethatara.
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7.6. Elesztd és egyéb eukariéta vektorok és
gazdasejtek

Az eukariota rendszerek bevonasa a géntechnoldgidba hamar megkezdddott, hiszen vilagos volt, hogy amennyiben
a rekombinans DNS-t be lehet juttatni egy eukariota sejtbe, a baktériumoknal megismert elvek alapjan barmilyen
sejtben fenn lehet tartani és akar ki is lehet fejezni idegen géneket. Az els6 nem prokaridta vektor tipus a
Saccharomyces cerevisiae sorélesztében talalt, in. 2-mikronos gy(ir(i nevli plazmid, amely egy autonom modon
replikalédd DNS molekula. Van replikacios origoja (ARS: Autonomously Replicating Sequence), és Gin. REP
génjei, amelyek kis extrakromoszomalis kopiaszdmot biztositanak ugy, hogy csak akkor valasztjak szét a plazmid
replikaciot az élesztd genomjanak megduplazasatol, amikor a plazmid kopiaszdma lecsdkkent a sejtben. Ekkor
beindul a plazmid fiiggetlen replikacidja, amely addig tart, amig a kopiaszam el nem éri a sejtenkénti 30-50 darabot.
A 2-mikronos gylriit YEp-nek is nevezik, azaz éleszté episzomalis plazmidnak (yeast episomal plasmid),
amelyeken beliil két tipust kiilonboztetiink meg. Az els6 az élesztd replikalédo plazmid, YRp (yeast replicating
plasmid), amelyek tartalmazzak a 2-mikronos gytrire jellemz6 un. ARS szekvenciat, ami biztositja az autoném
replikaciot. Ennek a tipusnak a hatranya, hogy a sejt osztddasakor nem biztositott a nagy kopiaszam, és a vektor
utodsejtbe torténd atkeriilése. A masik csoport az éleszté integralodé plazmid, YIp (yeast integrating plasmid),
amely a YRp-vel ellentétben a hordozott informaciot beépiti az élesztd genomjaba és azzal egyiitt replikalodik,
valamint osztddaskor az utddsejtbe is atkeriil. Az élesztd vektorokkal az expresszids rendszerek kapcsan a 13.1.6.
fejezetben foglalkozunk részletesebben.

A plazmid tipusu vektorokon kiviil az eukaridta gazdaszervezeteket is transzformalhatjuk virus alapu vektorokkal.
A legtdbb virus alapu rendszer esetén sziikséges egy koztes prokaridta atmeneti rendszer hasznalata is, mivel a
klénozas mindig E. coli-ban torténik. Ezeket a kettds replikon tipust vektorokat shuttle binaris vektornak hivjak.

Az eukaridta vektor-gazda rendszerek kozott emlitésre érdemes a rovarsejtek hasznalata bakulovirus, azaz rovar-
specifikus virus-alapti vektorok alkalmazasaval. Mivel a f6 felhasznalasi teriiletilk a heterolog génexpresszio,
részletesebben ott lesz roluk sz6 (1d. 13.2. fejezet).

Novényi sejtek transzformalasara (transzgenikus ndvények eldallitasara) egy ndvényi parazita, az Agrobacterium
tumefaciens tumor indukalé (Ti) plazmidjat alakitjak binaris vektorra. A Ti plazmid vektorként vald alkalmazasat
részletesen a 14.4.4. fejezetben targyaljuk.

Az emlés gazdaszervezethez hasznalt vektorok az esetek tobbségében virus eredetliek. A leggyakrabban hasznalt
vektorok SV40-, adeno-, retro-, vagy vakcina virusokon alapulnak. Az SV40 a legkorabban leirt és legaltalanosabban
hasznalt eml6s virus vektor. Mérete kicsi, a gomb alaki kapszidfejben egy 5,2 kbp méretii cirkularis DNS talalhato.
A kis méret el6ny0s, ha in vitro beavatkozast végziink, de hatranyos olyan szempontbo6l, hogy a genomon nincsenek
felesleges részek, melyeket helyettesiteni lehetne a klonozandé DNS-sel. Ennek megoldésa az volt, hogy a virus
késdi génjeit a klonozandd DNS-re cserélték. A késdi szakasz hianya a virusok termelésének hianyahoz vezet.
Ennek elkeriiléséhez a virustermelést egy segédvektor (helper virus) alkalmazasaval oldottadk meg, amely
tartalmazza a rekombindns virusbol hidnyzé géneket. Ezt kovetden a virus litikus életciklusabol adddo sejtpusztitd
tulajdonsagat kellett kikiiszobolni, amelyet tigy oldottak meg, hogy kifejlesztették a nem litikus SV40 virustorzset
¢és mellé egy specialis gazdasejt vonalat, amelyben fenntarthaté a vektor.

Emlds vektorokként adenovirusokat is hasznalhatunk. Az adenovirusok az emlds szervezetekben normalis
koriilmények kozott enyhe lefolyast megbetegedéseket okoznak. A laboratériumi gyakorlatban az adenovirusokat
altalaban expresszids vektorként hasznaljak fel. Alkalmazasuk soran a klonozandé fehérje génjét beépitik a
virusgenomba, majd az in vitro becsomagolt virussal fertézik a gazda organizmust. Az adenovirusok mas virusokhoz
hasonléan génjeiket képesek gy bekapcsolni, hogy nagy kopiaszamban replikalodjanak, ebbdl adoddan a gének
altal kodolt fehérje is nagy mennyiségben fog termelddni. A vakeinia virus a baranyhiml6 virus rokona, azonban
artalmatlan és biztonsagos, amelyet a gyakorlatban tobb teriileten is alkalmaznak. Szamos sejtvonalat képes fertézni
és nagy elénye, hogy nagyméretii idegen DNS fragmentumokat lehet beleépiteni. A retrovirusok RNS genommal
rendelkeznek. A kiilonbdz6 RNS virusok felépitése igen hasonld, az RNS genom egy kdzépsé magban helyezkedik
el, ahol a reverz transzkriptdz enzim ¢és kiilonb6z6 szerkezeti fehérjék is megtalalhatok. Ezt a magot lipidburok
veszi koriil. A retrovirusok vektorként valo alkalmazésa igen sokrétii, mivel szinte minden allatfajnal alkalmazhatok
célgének sejtmagba juttatasara, ahol az a gazdasejt genomjaba integralodva kifejezddik. Az emlds gazdasejtekben
hasznalhato virus-alapu vektorokrol tovabbi részleteket a 13.3. fejezetben olvashatnak.
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8. fejezet - Rekombinans DNS
konyvtarak

A gének és az azokrdl termelddo fehérjék vizsgalata utjaban az 1970-es évekig komoly akadalyt jelentett az, hogy
a kutatok nem tudtak a géneket megfeleld tisztasagban és mennyiségben izolalni. A rekombinans DNS technologiak
fejlodése az 1970-es évek végére lehetové tette az egyes gének kiilonbozé vektorokba torténd klonozasat (1d. 2.
és 4. fejezet). A vizsgalni kivant gént tartalmazo vektort a megfeleld gazdasejtbe juttatva a gén illetve az arrél
termelddd fehérje nagy mennyiségben, tisztan eldallithatd. Ez lehetové tette akar egész genomok DNS
szekvencidjanak meghatarozasat, a gének mikodésének, szabalyozasanak megismerését €s a génekrol termel6dod
fehérjék biokémiai modszerekkel torténd vizsgalatat.

A rekombinans DNS technoldgidk nemcsak egyedi gének és fehérjék vizsgalatara alkalmas rendszerek 1étrehozéasara
hasznalhatoak. Ugyanezek a technikak alkalmasak rekombinans DNS kdnyvtarak 1étrehozasara is. Ezek a konyvtarak
hatalmas mennyiségli DNS-ben kodolt informacidt tartalmazhatnak. A kényvtar létrehozasa soran elészor a
klénozni kivant DNS megfelelo méretii fragmentumait allitjak eld, majd ezeket a fragmentumokat klonozzak
a valasztott vektorba. Az igy 1étrej6v6 konyvtar tehat a DNS kiilonb6z6 részleteit tartalmazo klonok dsszessége.
Az egyes klonok, amelyek a klonozott DNS mas-mas részletét tartalmazzak, megfeleltethetéek egy hatalmas
konyvtarban elhelyezett kiilonb6z6 konyveknek, innen ered a rekombinans DNS konyvtar elnevezés. A rekombinans
DNS konyvtarbol a vizsgalni kivant gént tartalmaz6 klont vagy klonokat kiilonb6zo, kés6bb részletezett technikak
segitségével ki lehet valasztani, és a tobbi klontol el lehet kiiloniteni. Ez az eljaras a konyvtarak sziirése, angol
eredetl kifejezéssel szkrinelés. Ezaltal a vizsgalatokat tiszta klonokon lehet elvégezni. Az egész DNS kdnyvtar
vagy az egyes kivalasztott klonok a megfelelé gazda rendszerben szaporithatdak, azaz a DNS konyvtar bizonyos
értelemben allando forrasa a specifikus klonoknak is.

8.1. A konyvtarak tipusai

Ahogy a hagyomanyos konyvtaraknak, ugy a DNS konyvtaraknak is kiilonb6z6 tipusai vannak. A konyvtarak
csoportositasanak legfontosabb szempontjai a kdnyvtar készitése soran felhasznalt DNS forrasa, és a felhasznalt
vektor. Az tigynevezett genomialis konyvtarak klonjainak Osszessége egy adott €161ény teljes genomjat, vagy
annak egy nagyobb részét, példaul egy kromoszomat tartalmaz. Az ugynevezett cDNS (complementary DNS)
konyvtarak egy adott sejttipusban egy adott pillanatban kifejez6d6 fehérjéket kodolo érett mRNS-ek szekvenciait
tartalmazzak. Egy él61ény kiilonb6zo tipusu sejtjeiben kiilonbozé fehérjék fejezédnek ki, igy az ezekbdl készitett
cDNS konyvtarak is kiillonbozdek lesznek. Egy adott DNS konyvtar tulajdonsagait és felhasznalhatosagat
meghatdroz6 masik fontos tényez6é az, hogy az adott konyvtar milyen vektor hasznalataval késziilt. Az egyes
vektorok mas-mas méretii inszertek befogadasara alkalmasak. Ez alapvetden meghatarozza azt, hogy egy konyvtar
milyen jellegli kisérletek sordn hasznalhat6. Ebben a fejezetben a kiilonboz6 tipust konyvtarak 1étrehozésanak
1épései, az alkalmazott vektorok, valamint a konyvtarak felhasznaldsdnak moédjai kertilnek teritékre.

8.2. Genomialis DNS konyvtarak

8.2.1. A genomialis konyvtarak létrehozasardl altalaban

Genomidlis kdnyvtar 1étrehozasa soran az el6zbleg izolalt genomidlis DNS-t megfelel6 méretii fragmentumokra
kell darabolni. A DNS fragmentalasa kivitelezheto restrikciés endonukleazokkal, vagy fizikai médszerekkel,
példaul ultrahang alkalmazasaval (szonikalas). A felhasznalhato fragmentumok méretét a konyvtar készités soran
alkalmazott vektor hatdrozza meg, ezért elény0s, ha a folyamat soran keletkezd atlagos fragmentum méretet a
kutaté meg tudja hatdrozni.

Meg lehet-e becsiilni, hogy adott inszert méretnél és ismert genom méretnél hany rekombinans klonbol kell allnia
a konyvtarunknak? Igen, s6t azt is megadhatjuk elére, hogy milyen valdszinliséggel fogja tartalmazni a konyvtar
a teljes genom szekvenciat. Az ideélis cél 100%, am ez nem érhetd el, csak megkozelithetd. Legyen a kivant
valdsziniiség 99%, ez gyakorlatilag teljes lefedettséget fog eredményezni. Valasszuk a human genomot (3xlO9
bp), valamint egy olyan vektort, amelybe 10° bp méretii inszerteket lehet beépiteni. Az alabbi képlettel szamolunk:
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N=In(1-p)/In[1-(/G)]

ahol N a rekombinans klonok szama, p a teljes lefedettség valdsziniisége, [ az inszert méret és G a genom mérete.
A fenti példa esetén:

N = In(1-0,99)/In[1-(2x10°/3x10%)] = 70.000

azaz 70 ezer egyedi klonbol kell allnia a konyvtarnak, hogy nagy valdsziniiséggel lefedje a 23 kromoszémankon
tarolt teljes genetikai informaciot.

A restrikciés endonukleazokkal torténd fragmentalas esetén a megfelel6 enzim kivalasztasaval elérhetd, hogy a
legtobb fragmentum a kivant mérettartomanyban keletkezzen. Az enzim kivalasztasahoz tudni kell, hogy az egyes
enzimek hasitohelyei eltéré gyakorisaggal fordulnak el6 a fragmentalni kivant célpont DNS-en.

Amennyiben a bazisok véletlenszer(i eloszlasban fordulnanak eld a DNS szekvenciaban, ugy egy tetszdleges 4
nukleotidbol alloé restrikcids hasitohely 256 bazisonként ismétlédne, egy 6 karakteres megkozelitdleg 4
kilobazisonként, mig egy 8 karakteres nagyjabol 66 kilobazisonként fordulna eld. A valosagban a helyzet az, hogy
a bazisok eloszlasa nem véletlenszerti. Példaul egy GC gazdag genomban egy AT gazdag szekvencia motivumot
felismerd restrikcios enzim hasitohelyei véletlen eloszlas esetén a vartnal tavolabb lehetnek egymastol. Az emberi
genomban példaul a § karakteres szekvenciat felismerd enzimek koziil az Swal hasitohelye a véletlenszeri eloszlas
esetén vartnal gyakrabban fordul el6, mig az Fsel, Ascl €s Notl enzimek hasitohelye jelent6sen ritkabb. A helyzetet
tovabb bonyolitja, hogy a restrikcios endonukleazok nem egyforma valdszintiséggel hasitjak a DNS-t az 6sszes
hasitohelynél. Ezt példaul a szubsztrat DNS komplex szerkezete hatarozza meg. Ezért az alkalmazott enzim a
konnyen hozzaférhetd hasitohelyeket hamar, mig a nehezen hozzaférhetd hasitohelyeket csak hosszabb inkubalas
alatt képes elhasitani.

A fent leirtak illusztraljak, hogy szdmos szempontot figyelembe kell venni a kivant eredmény eléréséhez. Ilyen
szempontok a megfeleld restrikcids enzim kivalasztasa, valamint a DNS fragmentalés koriilményeinek, nevezetesen
endonukleazok felhasznalasaval lehetdség van a kivant méretii és konnyen vektorba épitheté DNS fragmentumok
eléallitasara. A genomidlis DNS konyvtarak eléallitasa soran altalaban arra torekednek, hogy a hasitohelyeknek
csak egy részén kovetkezzen be hasitas (részleges fragmentalas). igy egymassal atfedé DNS szakaszok jonnek
létre, azaz a keletkez6 kdnyvtar tagjai egymassal atfedd inszerteket hordoznak. Az egyes klonok altal hordozott
inszertek kozti atfedés a genomialis konyvtarak fontos tulajdonsaga.

A megfelel6 méretli fragmentumokat ezutan a tobbitdl elvalasztjak. Ez altalaban agardz gélelektroforézissel torténik.
A DNS-t a gélbdl izolaljak, majd a valasztott vektorba klonozzak. Ezzel 1étrejon a rekombinans DNS kényvtar,
azaz a klonozott DNS kiilonb6zo szakaszait tartalmazo vektor klonok (illetve a rekombinans DNS-ek)
osszessége. A konyvtarat ezutan a vektornak megfelelé gazdaszervezetbe, altalaban E. coli, vagy ritkabban S.
cerevisiae sejtekbe juttatjak (1d. 4.3. fejezet) a konyvtarat alkotod vektorok szaporitasa céljabol (az utobbira példa
az élesztd két-hibrid rendszer hasznalata, 1d. 17.1. fejezet). A genomialis kdnyvtarak 1étrehozasanak altalanos
sémajat a 8.1. abran mutatjuk be.
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8.1. abra: Genomialis konyvtarak 1étrehozasanak altalanos sémaja

8.2.2. Konyvtar vektorok

A konyvtar legfontosabb paramétereit a valasztott vektor hatarozza meg. A befogadhato inszert méreten kiviil a
vektortol fligg tobbek kozott az is, hogy milyen gazda rendszerben tarthatd fenn és szaporithat6 a konyvtar. Ezért
mindenképpen szot kell ejteni az egyes vektorcsaladok konyvtarkészités szempontjabol relevans tulajdonsagairol.

A korabban részletesen bemutatott plazmid vektorok (1d. 7.2. fejezet) elvileg alkalmasak barmilyen tipusu konyvtar
befogadasara, azonban van néhany olyan alkalmazhatosagi korlatjuk, ami miatt mégsem hasznaljuk 6ket genomialis
konyvtarak készitésére. Az egyik ilyen probléma az, hogy a plazmidokkal valo transzformalas hatékonysaga nagyon
alacsony, és a plazmid méretének ndvekedésével ez a hatékonysag tovabb romlik. Ezen kiviil a nagy inszertet
tartalmaz6 plazmidok nem tarthatok fenn stabilan, ugyanis tobb példanyban vannak jelen a sejten beliil, és egymas
kozti rekombinacios folyamatok révén hajlamosak elveszteni az inszert egy részét, illetve atrendezni azt. A
plazmidok egyébként alkalmasak nagyobb, akar 10-15 kbp méretii inszertek befogadasara, azonban a transzformacio
rossz hatékonysaga és a nagy inszertek instabilitasa miatt kielégitben mikddd, azaz valtozatlan
informaciotartalommal fenntarthaté plazmid konyvtarat csak sokkal kisebb, 3-5 kbp méretii inszertek alkalmazasaval
lehet létrehozni. A plazmidoknak ezek a hatranyos tulajdonsagai 0sztondzték a kutatdkat a hatékonyabban
transzformalo, és nagyobb inszertek befogadasara képes vektorok fejlesztésére (1d. 7. fejezet).

8.2.3. A-fag konyvtarak

A A-fagot az 1950-es évek ota intenziven tanulmanyozzak. Eletciklusa, génjeinek szabalyozasa részleteiben is jol
ismert. Ez tette lehetévé, hogy mddositasaval szamos, a mikrobialis genetikai, molekularis genetikai és molekularis
bioldgiai kutatasokban hasznalhato eszkozt fejlesszenek ki (Id. 7.3.1. fejezet). A A-fag helyspecifikus (int) és
homolog (Red) rekombinaz rendszereit elterjedten alkalmazzak rekombinans DNS konstrukcidk és genetikailag
modositott él61ények eldallitasara (1d. 14.és 15. fejezetek). Ezen kiviil a A-fag genom egyszerti modositasokkal
klénozo vektorra alakithato at. A A-fag alapt klonozo rendszerek nagy eldnye a plazmidokkal szemben az, hogy
segitségiikkel a rekombinans DNS konstrukciot a A-fag fert6zés folyamatanak hatékonysagat kihasznalva lehet a
gazdasejtekbe juttatni. A fag fert6zés hatékonysaga a plazmiddal valo transzformalasnal kb. harom nagysagrenddel
nagyobb.
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8.2.3.1. A-fag konyvtarak létrehozasa

A A-fag alapu helyettesitd vagy szubsztitucios klonozo vektorok 25 kbp méretii inszertek befogadasara képesek
annak fliggvényében, hogy a fag genomjanak mekkora, a litikus ciklusban val6 szaporodashoz nem nélkiilozhetetlen
részét tavolitottak el az adott rendszerben. Genomialis konyvtarak 1étrehozéasara alkalmas vektorok pl. a IEMBL3/4,
aIDASH II és a IFIX II.

A \-fag konyvtar 1étrehozasa soran a genomialis DNS-t ragados véget eredményez0 restrikcios endonukledzokkal
hasitjak, majd a megfelel6 méretii DNS fragmentumokat izolaljak. A A-fdg vektort olyan restrikcids enzimmel
kezelik, ami a genomialis DNS fragmentumain kialakitott ragad6s végekkel komplementer végeket eredményez.
A karokat ezutdn megtisztitjak a koztes, igynevezett kitoltd (stuffer) szekvenciatdl. A kitoltd szekvenciara azért
van sziikség, hogy az ,iires”, eredeti allapoti vektor mérete megfelel6 legyen ahhoz, hogy az azt tartalmazd
fagrészecskék fertézoképesek legyenek.

A nagyobb inszertek befogadasara képes ugynevezett helyettesité A-fag vektorok olyan tulajdonsagokkal vannak
felruhazva, amelyek lehetové teszik a kit6lt6 szekvenciat tartalmazo, eredeti allapota klonok elleni szelekciot. Az
egyik lehetdség, hogy a kitdltd szekvenciardl annak vektoron beliili orinetacidjatol fliiggetleniil termelédnek azok
a fehérjék, amelyek jelenléte gatolja a fagok litikus ciklusat ugynevezett P2 profagot tartalmazo baktérium torzsekben.
Ezeket a vektorokat P2 profagot tartalmazo térzsben hasznéalva az E. coli pazsiton nem képeznek plakkot azok a
klonok, amelyek véletleniil a kitdltd szekvenciat tartalmazzak. Ilyen vektort eredeti allapotaban eléallitani
nyilvanvaldan csak P2 profagot nem tartalmazé térzsben lehetséges. Egy masik lehetéség a kit6lté szekvencia Gjra
beépiilése elleni szelekcionak az, ha a kitdltd szekvencia két oldalan egymassal megegyez6 poliklonozé helyek
vannak egymashoz képest forditott orientacidban. Egy ilyen vektort két, a poliklonozo helyen beliil hasité enzimmel
kezelve a keletkezé karok az egyik, mig a kitoltd szekvencia a masik enzim altal generalt, egymassal nem
kompatibilis tapadés végekkel fognak rendelkezni. Az igy kezelt vektor karok koz¢ a kit6lté szekvencia nem tud
Gjra beépiilni. A AEMBL3 vektor lehetéséget ad a kitolté szekvencia Gjra beépiilése elleni szelekcid mindkét
modjara (1d. 8.2. abra).

Vektor karok
» EMBL 3 B e
gr | pp
38 83
= 2 Emésztés EcoRl és BamHI enzimekkel,
majd ligdlds BamHI-gyel emésztett
Red/gam gének genomi DNS fragmentumokkal
[ ii—
l m ﬂ
4 L
3 3
S z

A Redl/gam gének kifejezddése gatolja a & fag A Red/gam gének hidnya lehetdvé teszi a o
litikus ciklusat P2 profagot tartalmazé fag litikus szaporodasat, rekombinans fag
baktérium térzsben, a vektor a genomba épill részecskék keletkeznek

8.2. abra: Rekombinans A-fag konstrukciora torténo szelekcio

A genomialis DNS-t restrikcidés enzimekkel daraboljak, majd a fragmentumok DNS szélainak 5’-végérdl a
foszfatcsoportot eltavolitjdk, hogy a ligalas soran eredetileg nem szomszédos szakaszok ne kapcsoldodhassanak
Ossze. A vektor karokat és a genomialis DNS-t a kezelést kovetden Osszekeverik, és DNS-ligdz segitségével
kovalensen dsszekapcsoljak. A reakcié soran hosszi konkatamer DNS molekulak keletkeznek, amelyek a fag
litikus ciklusban vald szaporodashoz sziikséges Osszes génbdl, a virionba pakolodashoz sziikséges cos
szekvenciakbol, valamint a vizsgalt genom egy-egy részletébol felépiild ismétlodo egységekbdl allnak.
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A DNS konyvtarat ezutan in vitro fag burokba csomagoljak (in vitro pakolas; 1d. 8.3. abra). Ez ugy torténik, hogy
a konyvtarat 6sszekeverik E. coli sejtek kivonataval, ami tartalmazza a preformalt fag burok fej és farok egységeket,
valamint a DNS fejekbe pakolasat elvégzo fehérjéket (in vitro pakolé extraktum). Ezt a kivonatot olyan faggal
(1A") fertozott sejtekbol lehet késziteni, amelyek genomjaban mutdcioval elrontottak a DNS virionba csomagolasahoz
nélkiilozhetetlen ,,A” fehérje génje, azaz a burok létrejon a fert6zott sejtben, de a fag DNS nem tud pakolddni. Ezt
a sejtkivonatot kiegészitik tisztitott A fehérjével, majd a rekombindns DNS-sel. A DNS a cos szekvencidknal
elhasad és a 1étrejovo molekulak burokba csomagolddnak. Ezzel 1étrejon a genomialis A-fag konyvtar.

Genomi DNS fragmentumok Konkatamer
rekombinans 4 DNS-be épitve

/JL A vaktor karok cos szekvenciak
O Tisztitott A fehérje
O/JE\j hozzaadasa

Ol O

Telgtsly

8.3. abra: Rekombinans A-fag in vitro pakolasa

A rekombinans DNS-t tartalmazo fagok konyvtarabol higitasi sort készitenek, majd ennek egyes tagjaival E. coli
sejteket fertdznek és a sejteket 37°C-on inkubaljak. A fert6zést kovetden 10-15 perccel a sejteket 45-48°C
hémérsékletti, 0,6-0,8% agart tartalmazo tapoldatban, un. top agarban felveszik, majd eldmelegitett agarlemez
felszinére teritik szét. [gy a sejtek pazsitot alkotnak, amin tarfoltnak (méas néven plakk) nevezett vilagosabb vagy
attetszo foltok figyelhetéek meg ott, ahova a szétterités soran faggal fert6zott sejt keriilt. A fert6zott sejtbdl ugyanis
a sejt pusztulasakor a kérnyezetébe jutnak az 01j fagok, amik a szomszédos sejteket fertézik és elpusztitjak azokat,
mikdzben jabb fag részecskék termelddnek. Ezért a fertdzott sejtek kozelében nem tudnak osztodni a sejtek, ez
figyelheté meg plakkok formajaban. A plakkokbol izolalhatd fagok egy rekombinans DNS klont képviselnek. A
fert6zéshez hasznalt fag higitas ¢s a fert6zés utan keletkezett plakkok szama alapjan meghatarozhat6 a konyvtar
fag koncentracioja, azaz titere is, aminek ismeretében kiszamithato, hogy a konyvtarat milyen mértékben kell
higitani, és hany agar lemezt kell késziteni, hogy az &sszes klon megjelenjen a lemezeken plakkok formajaban.
fgy elballithato a konyvtar az E. coli pazsiton plakkok formajaban.

8.2.3.2. A-fag konyvtarak szaporitasa, a konyvtar fenntartasa

A DNS konyvtar dsszes tagjanak nagy mennyiségben valo eldallitasdhoz a konyvtarral E. coli sejteket kell fertdzni.
A fert6zott sejtek az Oket fert6zo klont 100-200 példanyban allitjak eld, és a frissen termelt fagok tjabb sejteket
képesek fert6zni. igy a konyvtar tagok konnyen szaporithatoak. Az viszont korantsem biztos, hogy minden klén
ugyanolyan mértékben szaporodik a kdnyvtar novesztése soran. A konyvtarban minden klon egyedi, a baktérium
sejteknek kiilonbozé nehézségii feladatot jelent ezek szaporitasa. A felndvesztett konyvtarban altaldban vannak
az atlagosnal jobban és rosszabbul termel6do, azaz alul- és feliilreprezentalt klonok egyarant. Egyes klonok akar
ki is halhatnak, ha a konyvtar tobbszor is felnovesztésre keriil, ami értékes informacio elvesztését jelenti.
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A \-fag konyvtarak esetében az a legjobb megoldas, hogy a konyvtarat csak egyszer ndvesztik fel nagy
mennyiségben, majd a figokat izolaljak és tobb adagban lefagyasztjak. Igy sok kisérletre elegendé mennyiségben
€s azonos mindségben all rendelkezésre a kdnyvtar hosszl idon at. Az egylittmiik6do kutatdocsoportok akar meg
is tudjak osztani egymassal a konyvtaraikat, ehhez elég egy lefagyasztott adag fagot elkiildeni. Az dsszes konyvtarra
igaz, hogy megfeleld, glicerinnel kiegészitett oldatban lefagyasztva hosszu ideig tarolhatoak.

8.2.3.3. A A-fag konyvtarak sziirése (szkrinelése) plakk
hibridizaciéval

A korai konyvtarakat, és a modern konyvtarak nagy részét is azért allitjak, allitottak eld, hogy adott géneket és
azok szabalyozé régioit izolaljak tovabbi vizsgalatok céljabol. A keresett gén szerencsés esetben akar tobb klon
inszertjében is jelen lehet teljes hosszisagaban, azonban gyakran el6fordul, hogy a keresett informaciot tobb,
egymassal atfedd inszertet tartalmazo klon egyiittese tartalmazza. Ez az egyik oka annak, hogy altalaban arra
torekednek a konyvtarkészités soran, hogy az inszertek egymassal atfedjenck.

A konyvtarat sziirni (szkrinelni) kell, hogy a rengeteg klon koziil azonositsuk azokat, amelyek a keresett informacio
egészét vagy részleteit tartalmazzak. A szkrinelés gyakran alkalmazott modja specifikus egyszali DNS vagy RNS
probak hasznalatan alapul és plakk (tarfolt) hibridizaciénak hivjuk (1d. 8.4. abra). A sziirés els6 1épéseként a
fag konyvtarat E. coli sejtekbe kell juttatni, és olyan sejtpazsitot tartalmazoé lemezeket kell késziteni, amelyeken
150-200-fag plakk keletkezik. Ezt kovetden a lemezekre nitrocellul6z membrant fektetnek. Minden plakkbol
keriilnek fagok a membranra, igy azon létrejon az eredeti lemez lenyomata. Ezutan a membranokat natrium-
hidroxiddal kezelik, hogy a fagok fehérje burkat €s a DNS-t denaturaljak. A DNS-t ezt kovetden hevitéssel fixaljak
a membranokon. Az el6készitett membranokat radioaktivan vagy fluoreszcensen jel6lt DNS vagy RNS proba
oldataba aztatjak. A proba szekvencidja komplementer a keresett szekvencia egy részletével, tehat a megfeleld
klonok DNS-éhez hibridizal. Radioaktiv proba esetén a membrant rontgenfilm segitségével hivjak eld, mig
fluoreszcens proba esetén a megfeleld hullamhosszon tortént gerjesztést kovetd emisszidt detektaljak az egyes
pontokon. A rontgenfilmen megjelend, vagy fluoreszcens jelet ado pontok pozicidja a membranon megegyezik az
vagy klonok ezzel a mddszerrel azonosithatok. A mddszerhez sziikség van a keresett gén szekvencidjanak vagy a
keresett génhez a genomban kozel elhelyezkedé marker ismeretére.

A kivalasztott fagokkal baktérium sejteket fertéznek és friss fagokat termeltetnek, hogy az altaluk hordozott
genomialis DNS szakasz megfelel6 mennyiségben és mindségben alljon rendelkezésre a tovabbi vizsgalatokhoz.
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Egyedi, klonalis fag plakkok

A konyvtar tagjai az E. coli pazsiton megjelend
plakkok formajaban figyelhetSk meg

A lemezre nitrocelluldéz membrant fektetnek

A membranon létrejon az osszes plakk
lenyomata

A membranra tapadt fagok burkat NaOH
kezeléssel feltérik, a DNS4 a membranon

fixaljak

A membranon levd DNS-t jelolt probaval
hibridizaljak, majd a membrant a jelélésnek
magleleld médszerrel elGhiviak

! Az azonositott plakkok klénjait izolaljak és
tovabb vizegaljak

8.4. abra: Plakk hibridizacid

Ha nincs jelen olyan klon a kivalasztottak kozott, amelyik a teljes keresett szekvenciat tartalmazza, akkor a
,,kromoszéma séta” (chromosome walking) moddszerével azonositanak és sorba rendeznek tobb olyan atfedd
inszertet tartalmazo klont, amelyek egyiittesen tartalmazzak az 6sszes keresett informaciot (1d. 8.5. abra).

A keresett régio a genomban
|

5" marker A kényvtar szlirése az 5' prébéval 3" marker

1Az 5 proba szekvenciajat tartalmazé A klén
it d_-:’_.__--————-‘"‘"
s A konyvtar ismételt szlrése az

DNS
Jnszerl 3" végebdl készitett probdval
51

Uj préba elSallitdsa, a kisnyvtar
ismételt sziirése

Atfedés
=
A kiinyvtarat mindig szlirik a keresett régid 3' probajdval is mE

Végezetiil olyan klont azonositanak, amely az aktuilis

proba mellett a 3° proba szekvenciajat is tartalmazza

A keresett genomi régiot lefedd, egymassal atfedd inszerteket
hordozd, sorba rendezett kldnokat kontignak nevezziik

8.5. abra: Kromoszoma séta
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A kromoszoma séta soran sziikség van két ismert markerre, amelyek a keresett szekvencia két végén talalhatoak.
Az egyik probaval szkrinelik a kdnyvtarat, és olyan klénokat azonositanak, amelyek a keresett informacionak ezt
a részét tartalmazzak. Ezutan restrikcios térképezéssel feltérképezik az adott fragmentumot, és az elsdé probatol
legtavolabbi végével komplementer probat készitenek, amivel tjra sziirik a konyvtarat. igy ajabb klonokat talalnak,
amelyek az 0j proba szekvencijat tartalmazzak. A folyamat soran kivalasztott, egymassal atfedd és sorba rendezett
klonok dsszességét kontignak nevezziik.

8.2.4. Kozmid konyvtarak

A \-fag vektorok és a felhasznalasukkal készitett konyvtarak lehetévé tették, hogy 20-25 kbp atlagos inszert méretii
konyvtarakat hasznaljanak a genetikai €s genomikai kutatasok soran. Azonban szamos gén hossza ennél jelentésen
nagyobb lehet, ezért tovabbra is fennallt az igény nagyobb inszertet befogadni képes vektorok fejlesztésére, és
konyvtarak készitésére valo felhasznalasara. Erre a célra el6szor a kozmid vektorokat hoztak létre (1d. 7.4. fejezet).

8.2.4.1. Kozmid konyvtarak létrehozasa

Az ires, eredeti allapott kozmid vektor E. coli sejtekben plazmidként szaporithatd, és a plazmidokkal azonos
modszerekkel izolalhato. A konyvtarkészitési folyamat soran a vektort restrikcios endonukleazokkal felnyitjak,
majd a keletkez6 5°-végekrol a foszfat-csoportot eltavolitjak. A vektort ezutan egy masik enzimmel is megemésztik.
A reakcio 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 6sszekeverik
a klonozasra elokészitett, azaz a megfeleld enzimmel kezelt és defoszforilalt genomialis DNS-sel, és ligaljak a
komplementer DNS végeket. . A ligalas soran a A-fag vektorokhoz hasonléan konkatamer DNS molekulak jonnek
1étre. Ezekhez a hosszi DNS molekulakhoz preformalt A-fag fej és farok egységeket és a becsomagolashoz sziikséges
fag fehérjéket tartalmazo sejt kivonatot adnak. Ekkor a hosszi DNS molekulak a cos helyeknél elhasadnak és
egyesével fag burokba pakolédnak. A megfeleldé méretli inszertet tartalmazd vektorok becsomagolddasa
fert6zoképes fag részecskét eredményez.

A rekombinans kozmid vektorokat tartalmazo fagokat, azaz a kozmid kdnyvtarat izolaljak, majd azokkal baktérium
sejteket fertéznek. A sejtben a vektor koralaku molekulava zardodik, €s plazmidként replikalodik. 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 elénye, hogy ez a vesz€ly a fag burokba csomagolt
konyvtar esetében nem 4all fenn.

8.2.4.2. Kozmid konyvtarak szaporitasa, a konyvtar fenntartasa

A kozmid konyvtar klonjainak sokszorositasanak elsé 1épéseként a klonokat tartalmazo virusokkal E. coli sejteket
fert6éznek, majd rovid ndvesztés utan a sejteket a vektornak megfeleld antibiotikumot is tartalmazoé agar lemezekre
szélesztik. A lemezeket 37°C-on inkubaljak. Az antibiotikum szelekcionak koszonhetéen csak a kozmid vektor
klonnal transzformalt sejtek tudnak osztddni a lemezeken. Masnap a lemezekrdl a sejteket lemossak a megfeleld
tapoldattal és a kozmid vektorokat hordozo sejteket tartalmazo taplevest egy csében Gsszegyijtik és alaposan
osszekeverik. Ezt kovetden glicerinnel kiegészitik a mintat, szétosztjak tobb adagra, lefagyasztjak és -80°C-on
taroljak.

A kozmid konyvtarakat baktérium sejtekben, agar lemezek felszinén fenntartani, de a fent leirt moédon, ,,6mlesztve”
amplifikalni nem konnyt feladat. Egyrészt a nagy inszerteket hordoz6 klonok instabilak, masrészt a konyvtarban
maradt nem rekombindns, eredeti allapoti kozmiddal, vagy kisebb inszertet tartalmaz6 vektorral transzformalt
sejtek kisebb terhet viselnek, ezaltal gyorsabban osztédnak a nagy rekombinans vektort hordozé tarsaiknal.
Vizsgalatok kimutattak, hogy egy 2-3% eredeti vektort tartalmaz6 kozmid kdnyvtarban egy amplifikaciot kdvetden
a sejteknek akar 40%-a eredeti vektort hordozhat. Ezt kikiiszobolni rendkiviil sok munkat igénylé modon lehet.
Egy lehetséges mddszer az 0sszes klon megorzésére az, hogy az elkészitett konyvtarat sejtekbe juttatjak, és a
sejteket szélesztik agar lemezeken ugy, hogy a lemezeken egyedi, klonalis telepek néjenck. A telepeket ezutdn
egyesével leoltjak 96 lyuku sejttenyésztd lemezek taplevessel toltdtt mintahelyeire. Egy nagy kdnyvtar esetében
tobb tizezer klont kell kézzel leoltani, de igy biztosithatd, hogy minden kléon fennmaradjon. A lemezek Osszes
mintahelyérol idonként a sejtek egy része uj lemezekre atvihetd, és igy a konyvtar bizonyos ideig fenntarthatd. Ez
utdbbi miivelet robotok segitségével automatizalhaté. Osszességében elmondhat6, hogy a kozmid konyvtarak
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esetében megfontolando lehet a konyvtar ismételt elkészitése bizonyos id6kdzdnként, vagy akar minden ujabb
szkrinelést megel6zden.

8.2.4.3. A kozmid konyvtarak sziirése kolénia hibridizaciéval

A kozmid konyvtarak szkrinelése soran az agar lemezek felszinén novekedd baktérium telepek egy részét
nitrocellul6z membranra viszik at, majd a membrant néhany példanyban sokszorositjak. A telepek lenyomatat
tartalmaz6 egyik membrant NaOH oldattal kezelik, hogy a sejtek feltarddjanak, majd a DNS-t kémiai modszerrel,
vagy hevitéssel fixaljak a membranon. A fixalt membranokhoz radioaktivan vagy fluoreszcensen jelolt DNS
probakat hibridizaltatnak, igy azonositjak a keresett informacidt tartalmazo klonokat. Az eljarast kolomia
hibridizacionak nevezziik. A folyamat tulajdonképpen a legtobb 1épésében nagyon hasonlit a A-fag konyvtarak
plakk hibridizaciojahoz.

A szkrinelés soran pozitivnak bizonyult klonok felszaporitasa altaldban nem magatol értetddod feladat a kiindulasi
lemezeken tapasztalt nagy kolonia stiriség miatt. Ilyen esetekben az eredeti membranon az autoradiogram vagy
az el6hivott membranrdl késziilt fluoreszcens fotd alapjan azonositjak azt a régidt, ahol a pozitiv klon megtalalhato.
Ezutan a kivalasztott régidban talalhato sejtekkel taptalajt oltanak be €s a sejteket szaporitjak. A sejteket ezutan
higitjak és agar lemezen szélesztik tigy, hogy kis klonstiriiségii lemezek keletkezzenek, azaz a mésnapra megjelend
telepeket alkoto sejtek egyetlen kozmid klont hordozzanak. A kis klonstirtiségli lemezeket ezutan ismét szkrinelik.
A masodik sziirés soran azonositott pozitiv klonok mar izolalhatdak tiszta formaban.

A fent leirt két ciklusban torténd szkrinelésre azért van sziikség, mert ha a konyvtar 6sszes klonjat akarnak széleszteni
ugy, hogy klonalis telepek ndjenek fel a sziirendé lemezeken, akkor a lemezek szama csillagaszati lenne.
Osszességében sokkal kevesebb munkat jelent az 8sszes klont sziirni nagy klénstiriiségii lemezeken, majd a pozitiv
klonokat a fent leirt médon megkeresni a sziirés soran kivalasztott régiokban jelen levé klonok koziil.

A \-fag és a kozmid konyvtarak osszehasonlitasa soran a legfontosabb szempontok szerint arra a megallapitasra
juthatunk, hogy a kozmid konyvtarak a nagyobb befogadhat6 inszert méretének kdszonhetden feleannyi klonnal
lefedhetnek egy adott genetikai informaciot.

8.2.5. Mesterséges kromoszéma konyvtarak (BAC és
YAC)

Az eddig bemutatott rendszerek altal befogadhat6 inszert méret még mindig nem elegendéen nagy ahhoz, hogy
belathato és konnyen kezelhetd mennyiségii klon létrehozasaval a vizsgalt genomot, vagy annak kivalasztott részét
reprezentald konyvtarakat lehessen késziteni, valamint hogy a leghosszabb géneket, egyiitt szabalyozott
géncsoportokat egészében hordozo klonokat lehessen eldallitani. Ezt az igényt a mesterséges kromoszoma vektorok
kifejlesztése és genomialis konyvtarak készitésére torténd alkalmazasa elégitette ki. A mesterséges kromoszéma
vektorok sokkal nagyobb, néhany szaz kbp (BAC), vagy akar két-harom Mbp (YAC) méretii inszertek
befogadasara alkalmasak. Ez tobbszordse a korabban bemutatott rendszerek altal befogadhatd inszertek méretének

8.2.5.1. Mesterséges bakterialis kromoszéma (BAC) konyvtarak
létrehozasa

A BAC vektorok az E. coli F-plazmidjanak replikacios origojat tartalmazzak (1d. 7.5. fejezet). Ennek kdszonhetd,
hogy a BAC vektor példanyszama szigortian szabalyozott (stringens), és egy sejtben az osztdodast megeldzd
replikaciot leszamitva csak egyetlen példanyban fordul eld. A BAC kdnyvtarakat elterjedten alkalmazzak a genom
projektek soran a genom nagyobb részleteinek amplifikalasa, fenntartasa, a genom fizikai térképezése és szekvenalasa
soran (1d. 9.1.2. fejezet).

A BAC konyvtarak 1étrehozéasa soran alapvetden a korabban mar ismertetett technikakat hasznaljak. A nagy inszert
méret miatt ugyanakkor bizonyos dolgokra nagyobb figyelmet kell forditani. A genomialis DNS izolalasa soran
kertilni kell, hogy a DNS-re hat6 nyiréerdk kovetkeztében, vagy barmi mas okbol a DNS karosodjon. A DNS
szalon bekovetkezd nem célzott torések rontjak a klonozas hatékonysagat és csokkenthetik az elérhetd maximalis
inszert méretet is. A restrikcidos endonukledzzal kezelt DNS fragmentumok méret szerinti elvalasztasa is mas
modszerrel torténik a szaz kbp-os mérettartomanyban. A kivant 100-300 kbp tartomanyban a DNS molekulakat
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nem lehet méret szerint elvalasztani hagyomanyos gélelektroforézis technikak segitségével. A megoldas a pulzalo-
teri gélelektroforézis (PFGE: pulsed field gel electrophoresis) technika alkalmazasa (1d. 8.6. abra).

8.6. abra: Pulzalo-terti gélelektroforézis

A PFGE soran az alkalmazott fesziiltség iranya adott idokozonként valtozik. Az egyik legegyszerlibb elrendezésben
a gél hossztengelyére mer6leges iranyon kiviil a tengelytél mindkét irdnyban 60°-o0s szdget bezard fesziiltséget
alkalmaznak még. A mddszer alapja, hogy a fesziiltség irinyanak megvaltozasakor a kisebb molekulak gyorsabban
reagalnak, és kezdenek el a megvaltozott iranynak megfeleléen mozogni, ezaltal gyorsabban haladnak. Mivel a
kiilonboz6 iranyokban egyforma ideig alkalmazzak a fesziiltséget, ezért a haladas iranya Osszességében a gél
tengelyével parhuzamos marad.

A megfelelé mérettartomanyba esd DNS molekulak izoldlasara is tobb lehetéség van. Az egyik, a DNS molekuldkat
tartalmaz6 agar6z géldarab kezelése a polimerizalt agar6zt lebont6 agardz enzimmel. A DNS-re hatd nyiréerk
ezzel a modszerrel kizarhatdak. Egy masik modszer az ugynevezett elektroelucié. A DNS-t az izolalast kovetden
koncentralni is kell. Ez altalaban dializissel torténik a nyird erdk fellépésének elkeriilése miatt.

A BAC vektorokat a klonozast megeléz6en restrikcios endonukleazzal felnyitjak, majd a DNS végekrol a foszfat
csoportot alkalikus foszfataz enzimmel eltavolitjak, hogy megel6zzék a vektor dnzarddasat (1d. 3.4.2. fejezet). A
kezelt vektort és a genomialis DNS fragmentumokat ezutan dsszekeverik és ligaljak. A konyvtar sejtekbe juttatasa
vagy kémiai transzformaléssal, vagy a létrejovo vektorok nagy mérete miatt elektroporalassal torténik.

8.2.5.2. BAC konyvtarak sziirése és fenntartasa

A BAC konyvtarakat a kozmid konyvtarakhoz hasonldan lehet szkrinelni. A kiilonb6z0 eljarasok soran jelolt DNS
probakat hibridizaltatnak a klonok membranon fixalt DNS-éhez, majd a kivalasztott klonokat izolaljak, és tiszta
forméaban szaporitjak. A BAC konyvtarak fenntartasara szintén alkalmazhatoéak a kozmid konyvtarak esetében
ismertetett modszerek. Az eredeti agar lemezek lenyomatait tartalmaz6 membranok, vagy a klonalisan, sejttenyészto
lemezeken novesztett klonok formajaban a konyvtar hosszabb idon keresztiil, megfelel6 mindségben fenntarthato.

8.2.5.3. Eleszt6 mesterséges kromoszéma (YAC) konyvtarak és
létrehozasuk

A YAC vektorok a BAC vektorokhoz hasonldan eredeti allapotukban E. coli sejtekben fenntarthato, plazmid szerti
cirkularis DNS molekuldk (Id. 7.5. fejezet). Tartalmaznak bakterialis és élesztd replikacios origot, szelekcios
markereket a YAC-ot hordozé baktérium illetve éleszto sejtek szelekcidjdhoz, valamint multiklonozo helyet is. A
YAC vektoroknak rendelkezniiik kell a telomer és centromer régiokbol szarmazé szekvenciakkal is, ezek ugyanis
nélkiilozhetetlenek a genomialis DNS szakaszt tartalmazo YAC vektor élesztdsejtekben valo stabil fenntartdsahoz
¢s az osztddaskor torténd pontos szétvalasadhoz. A YAC vektorok altal befogadhaté 2-3 Mbp méretii inszertek
idealis eszkdzokké tehetnék ket a genom projektek, genomok térképezése és szekvenalasa soran, azonban szamos
olyan hatranyos tulajdonsaggal rendelkeznek, ami megneheziti a YAC konyvtarakkal valé munkat.

A YAC konyvtarakban tarolt informéacio joval kevésbé stabil, mint a BAC konyvtarakban tarolt. A YAC
konyvtarakban gyakran el6fordul, hogy az egyes klonok altal hordozott inszert nem a genom egyetlen, folytonos
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soran, vagy az, hogy a konyvtarral valo transzformalas soran egyetlen ¢élesztdsejtbe tobb YAC vektor is bejut, és
a vektorok kozott rekombinacids folyamatok jatszodnak le. Ezen kivill az inszert egy részének delécidja vagy
inverzidja is gyakran megfigyelhetd. Egyes vizsgalatok szerint a YAC konyvtarakban a klonok akar felére igaz
lehet, hogy a hordozott inszert nem felel meg egy folytonos genomialis régionak. Ez a jelenség kisérletes
mitermékeket eredményez, és téves kovetkeztetéseket okozhat. A fent felsorolt hatranyok ellenére bizonyos
esetekben a YAC vektorba torténd klonozas az egyetlen megoldas. Az éleszt6ben példaul sz¢élsGségesen magas
A-T tartalmi DNS szakaszok stabilabbak, mint bakterialis rendszerekben.

8.2.5.4. YAC konyvtarak fenntartasa és sziirése

A YAC konyvtarakat 96 vagy 384 mintahelyes sejttenyészt6 lemezeken lehet fenntartani. Ehhez a kényvtarral
transzformalt és taplemez felszinén novesztett élesztd klonokat egyesével le kell oltani és a sejttenyésztd lemez
mintahelyeire kiosztott taptalajba kell oltani. Adott idok6zonként a sejttenyészté lemezen nott sejtek egy részét )
sejttenyésztd lemezekre kimért friss taplevesbe viszik at. A konyvtar ilyen formaban 4°C-on néhany hétig tarthato
el, vagy a mintahelyeket glicerinnel kiegészitve a lemezek le is fagyaszthatoak, igy a konyvtar hosszabb ideig is
eltarthato.

A YAC konyvtarak szkrinelésének leghatékonyabb modja szintén DNS probék hibridizalasan alapul. A hibridizalas
soran hasznalt membrant agar lemezek felszinére fektetik, majd a sejttenyészté lemezeken fenntartott kdnyvtar
klénokat automatizaltan, robotok segitségével felviszik a membranra meghatarozott elrendezésben. A klonokat az
agar lemezen novesztik, majd a membrant eltavolitjdk. A membranon az Osszes klon jelen van szabalyos
elrendezésben. A membranon levd sejteket ezutan a korabban leirtakhoz hasonldan feltarjak, majd a DNS-t
denaturaljak és fixaljak a membranon. A proba hibridizalasa és eldhivasa utan azonosithatdak a membranon és a
sejttenyésztd lemezen azok a kloénok, amelyek a proba szekvencidjat hordozzak.

8.2.5.5. A BAC és YAC rendszerek osszehasonlitasa

A mesterséges kromoszoéma rendszerek 0sszehasonlitasa alapjan megallapithato, hogy a konyvtarkészités soran
kritikus transzformalasi hatékonysag a BAC konyvtarak esetében jelentdsen, mintegy két nagysagrenddel jobb,
mint a YAC konyvtaraknal. A cirkularis BAC vektorok kompakt, szuperhelikalis szerkezetiiknek kdszonhetéen
egyszerlien izolalhatoak, mig a linearis és nagyobb méretli YAC vektorok gyakran karosodnak a tisztitasi folyamat
soran. A YAC vektorok elénye viszont, hogy még a BAC vektorokhoz képest is hatalmas a befogadhat6 inszertek
mérete, valamint bizonyos esetekben a DNS YAC vektorba épitve és éleszt6 sejtekben fenntartva stabilabb, mint
bakterialis rendszerben.

8.2.6. Genomialis konyvtarak felhasznalasi teruletei

A genomidlis konyvtarakat széles korben hasznaljak genetikai és genomikai kutatdsokban, kiemelten a genom
projektekben. A felhasznalas célja lehet egy gén, gén klaszter vagy akar a teljes genom fizikai térképének
elkészitése, 11 markerek azonositdsa és elhelyezése a térképen, vagy akar a teljes genom szekvencidjanak
meghatdrozasa. Barmilyen alkalmazas sordn az els6 feladat, hogy az éppen keresett informaciot tartalmazo klont
vagy klonokat a kordbban bemutatott szlirési technikak segitségével megkeresik és izoldljak. A szkrinelés soran
kivalasztott klonok altal hordozott inszertek vizsgalatdnak elsé 1€épése gyakran a restrikciés térképezés. Ez a
modszer hasznos informaciokat szolgaltat az inszertrél a genom szekvenalasa soran, és akkor is, ha a cél a genom
gyljthetd arrél, hogy az adott inszertben bizonyos restrikcios endonukleazoknak hany hasitéhelye van, ezek milyen
sorrendben, és egymastol milyen tavolsagban helyezkednek el. Ez az informacio azért hasznos, mert a hasitohelyek
helyzetének ismerete egy korabban nem térképezett DNS szakasz fizikai térképének els6 ismert pontjait adhatja.
Ezek a pontok hatalmas segitséget nyujthatnak az inszert tobb részletben torténdé szekvenalasat kdvetéen az
egymassal atfedé szekvenciak sorba rendezésében, ha a l1étrehozott restrikcios térkép felbontasa megfeleld. (1d.
9.1.2. fejezet)
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8.3. cDNS konyvtarak

A cDNS konyvtarak készitésének célja alapvetden mas, mint a genomialis konyvtarak esetében. A ¢cDNS konyvtarak
a konyvtarkészités soran hasznalt sejttipusban kifejez6d6 fehérjék érett mRNS szekvencidirol késziilt komplementer
szalakat tartalmazzak. Ilyen konyvtarakat leginkabb adott fehérjék kodolo szekvenciajanak eldallitasara hoznak
létre. A cDNS konyvtarbol klonozott eukaridta gén intronokat nem tartalmaz. Ennek kdszonheten lehetséges a
fehérje bakterialis expresszios rendszerben torténd eldallitasa. A cDNS konyvtarak nem alkalmasak az egyes gének
kifejezodésének, az expresszio szabalyozasanak vizsgalatara, mert a génekhez tartozo6 szabalyozo elemek nincsenek
jelen. A cDNS konyvtar elkészitése elott koriiltekintoen, el6zetes ismeretek alapjan kell megvalasztani azt a
sejttipust, amelyben a vizsgalni kivant fehérjék nagy mennyiségben jelen vannak. A sejttipus megfeleld kivalasztasa
ndveli annak az esélyét, hogy a keresett gének jelen lesznek a konyvtarban.

8.3.1. cDNS konyvtarak létrehozasa

A cDNS konyvtarak létrehozasanak elsé fontos 1épése a megfeleld sejttipus vagy szovet, illetve az alkalmazott
vektor kivalasztidsa. A cDNS konyvtarak 1étrehozasa soran gyakran hasznalt vektorok kdzé tartoznak az inszercios
¢és szubsztitucios A-fag vektorok, valamint a plazmidok ¢és kozmidok. A cDNS konyvtarak atlagos inszert mérete
nem indokolja a mesterséges kromoszoma vektorok hasznalatat.

A kivalasztott sejtekbol izolaljak az RNS-t, majd az érett mRNS-ek 3’ poli-A farkahoz hibridizal6 oligo-dT primer
és reverz transzkriptaz enzim felhasznalasaval elkészitik az mRNS-ekkel komplementer DNS (cDNS) szalakat.
A cDNS molekulék vektorba klénozasdhoz sziikség van a l1étrejové RNS/DNS hibrid molekuldk kétszala DNS
megfeleldinek eldallitasara. Erre is tobb modszer all rendelkezésre. Az egyik leggyakrabban alkalmazott eljaras
soran 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 1étrehozza a DNS masik szalat.

A 1étrejovo kétszali DNS-t a vektorba ligalast megel6z6en még tovabbi kezelésnek kell alavetni. A molekulak
végein az egyik szal esetleges tilnyulasat egyszalu-specifikus DNS-exonukleaz enzimmel emésztik, vagy DNS-
polimeraz enzimmel feltoltik. A DNS vektorba ligalasahoz a terméket restrikcios endonukleazzal kell hasitani.
Ehhez el kell latni a DNS molekulak végeit a megfelel6 enzim hasitohelyével, valamint biztositani kell, hogy az
enzim csak a végeken hasitson. Ennek érdekében elészor metil-transzferaz enzimmel kezelik a DNS-t, ami az
alkalmazando restrikcios endonukleaz hasitohelyeit metilalja, ezaltal megovja azokat a késébbi hasitastol. Ezt
kovetden a DNS molekulak végeire tompa vég ligalassal linkereket illesztenek, amelyek tartalmazzak a restrikcios
endonukleaz metilalatlan hasitohelyet. A valasztott vektort és a cDNS-t restrikcios enzimmel kezelik, majd az
inszerteket a vektorba ligaljak. A vektor 6nmagaval vald zarédasanak megakadalyozasara alkalmazhat6 a vektor
foszfataz enzimmel vald kezelése. A ¢cDNS konyvtarkészités sémajat a 8.7. abran mutatjuk be.

5 e— S, B @ g AAAAA T
|
MRNS molekuldk 5 AAAAA X W c 5
; o 2
& AAAAA & go 3 TTr7T & - DNSIRNS hibrid molekulak
5 ABAAA 3
3 TTTITS
DNS pol, | RN&z H
= 5 ABARA 3
£ 5 TTTITH
- A AR
i | - . T % TTTTT g - Kétszald DNS molekulak
o Kiegészités linkerrel, 5 AAAAA 3
E emésztés restrikcios endonukledzzal, * TTTTT S
[*]

vektorba ligalas

8.7. abra: cDNS konyvtar készitése
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8.3.2. cDNS konyvtarak sziirése és fenntartasa

A cDNS konyvtarak fenntartasanak modjat az alkalmazott vektor tipusa hatarozza meg. A kiilonb6z6 vektorok
felhasznalasaval késziilt konyvtarak fenntartasaval kapcsolatos tudnivalok a genomialis kdnyvtarakkal foglalkozo
fejezetben talalhatoak.

A cDNS konyvtarak szkrinelésére is alkalmasak a kordbban leirt, jelolt DNS vagy RNS probak hibridizalasan
alapulo eljarasok. Bizonyos vektorok lehetdséget adnak a kdnyvtar szlirésének mas modjaira is. Az egyik lehetdség
az, hogy a vektorba ligalt inszertegy prométer mogott helyezkedik el, transzkripcioval atirédik mRNS molekuldkba
és végiil fehérje formaban megjelenik a sejtben. Ilyen esetekben lehetdség van specifikus, jelolt ellenanyaggal
azonositani azokat a konyvtar kolonidkat, amelyekben termelddik a klénozni kivant fehérje, vagy annak az ellenanyag
altal felismert részlete.

A c¢DNS konyvtarban eléforduld szekvencidk nagy része nem tartalmazza a fehérjét kodold6 mRNS teljes
szekvenciajat, csak annak egy részét. A teljes hosszisagi cDNS eléallitasahoz vagy megkereséséhez a konyvtarat
készitett probat hasznaljak. Szamos lehetdség van annak megallapitasara, hogy az azonositott klon vagy klénok
szekvenciaja tartalmazza-e a teljes mRNS szekvenciat. Talan a legegyszeribb az 5° és 3’ nem-atir6do régiok
meglétének vizsgalata. Ha valamelyik hianyzik, akkor biztos, hogy a megtalalt informacié még nem tartalmazza
a teljes mRNS szekvenciat. Ugyanakkor fontos szamolni azzal is, hogy egy adott génrdl alternativ splicing
(kivagddas) folyamatoknak koszonheten tobbféle mRNS is keletkezhet. Az azonositott és nem-atirddo régiokkal
is rendelkez6 szekvenciakrdl meg lehet allapitani, hogy a keresett fehérje génjének felelnek-e meg, vagy esetleg
alternativ splicing termékek. Ha ismert a fehérje molekulatomege, akkor ellendrizhetd, hogy az azonositott
szekvenciarol termelddo fehérje tomege megegyezne-e ezzel.

8.3.3. cDNS konyvtarak felhasznalasi teruletei

A cDNS konyvtarak nagymértékben megkonnyitik a vizsgalni kivant gének fehérje kodold szekvencidjanak
izolalasat. Az izolalt cDNS szekvenciak késObb valtozatos kutatasokban, sokféle céllal felhasznilhatok. A cDNS
konyvtarakat széles korben hasznaljak arra, hogy a vizsgalni kivant fehérjék génjeit olyan formaban izolaljak, ami
alkalmas a fehérje expresszios rendszerben valo eléallitasara.

Az izolalt cDNS szekvenciakbol jeldlt probak készithetdek. A probak segitségével vizsgalhatdo az adott gén
expresszidjanak szintje kiillonb6zo szovetekben, vagy az expresszid megvaltozasa kiilonbozé kezelések,
beavatkozasok hatasara. Ilyen probakat széles korben alkalmaznak genomialis DNS konyvtarak szkrinelése soran
is. Igy lehetéség nyilik olyan klonok azonositasara, amelyek a vizsgalt fehérje génjét szabalyozo régidkkal és
intronokkal egyiitt tartalmazzak. gy a gén elhelyezhetd az é161ény genomjanak fizikai térképén, valamint lehetéség
adodik bizonyos fenotipusok, példaul 6roklédé betegségeket markereivel vald kapcsoltsag vizsgalatara. A
génszabalyozo6 régiokkal egyiitt torténd izolalasa lehetévé teszi a génkifejezddés szabalyozasanak vizsgalatat is.

8.4. Tovabbi olvasnivalo6 a fejezethez

Deaven L. L. (1992) Recombinant clones for mapping and sequencing. Los Alamos Science 20:218-249.
She K. (2003) So you want to Work with Giants: The BAC Vector. BioTeach Journal 1:69-74.

Seidman J. G. (editor) (2003) Construction of Recombinant DNA Libraries. Current Protocols in Molecular Biology,
Ch 5.
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9. fejezet - Genom projektek

A genom egy adott organizmusban megtalalhato 6rokletes informacio osszessége ami altalaban a DNS-ben, de
pl. egyes virusok esetén az RNS-ben kddolt informacid. A genom projektek olyan tudomanyos vallalkozasok,
amelyek célja, hogy egy adott organizmus teljes genomjat meghatarozzak, vagyis az organizmus teljes DNS-ét
szekvenaljak. A genom meghatarozasanak kdvetkezo része, hogy a genomhoz biologiai informaciot rendelnek
hozza, a genomot annotaljak. Ennek soran meghatarozzak, hogy a genom mely szakaszai tartalmaznak fehérjék
kodolasaért felelds géneket, vagy egyéb fontos szakaszokat (pl. promoterek, enhanszerek stb). Ebben a fejezetben
bemutatjuk a teljes genomok vizsgalatara irdnyul6 kutatasok torténetét, a legfontosabb technologiai ujitasokat, és
genom projektek néhany eredményét.

9.1. A genomszekvenalas alapjai

A genom szekvenalasa, vagyis nagyon hosszl, dsszefliggd DNS szakaszok szekvencidjanak meghatdrozasa joval
komplexebb feladat, mint egy rovid DNS darab bazissorendjének meghatarozasa. Ennek oka, hogy a szekvenalas
eredményeként kapott néhany szaz bazispar hossziisagi DNS szakaszokbol dssze kell allitani a nagysagrendekkel
nagyobb genom (az egy-egy kromoszémanak megfelel6 DNS molekulak) teljes szekvenciajat. Az dsszeallitasra
alapvet6en két technikat kiillonboztethetiink meg. Az egyik, korabban kifejlesztett és nagyon munkaigényes technika
a térkép-alapu modszer. A masik az ugynevezett teljes genom shotgun (,,sorétes puska™) moédszer, amely
egyszeriibb, de nagyon komoly szamitastechnikai kapacitast igényel. A térkép-alapti modszert szoktak ,,feliilrdl-
lefelé* (top-down) mddszernek is hivni, mivel ebben az esetben a nagyobb egységbdl (genom vagy kromoszomak
térképezése) indulnak ki. A shotgun modszert ellenben ,,alulrél-felfelé* (bottom-up) moédszernek is nevezik, mert
a genom meghatarozasa gyakorlatilag vakon torténik, néhany szaz bp hosszisagli szekvencia részletek (read-ek)
Osszerakasabol all 6ssze a genom. Nagyméretli genomok esetén a két technika kombinacidja a leghatékonyabb.

9.1.1. Térképezés

A térkép-alapu (vagy mas szoval klén-kontig) médszer esetén a szekvenalas elbtt elkészitik a genom fizikai
és/vagy genetikai térképét, vagy mar meglevo térképet hasznalnak. A genom szekvenalas soran a térkép segit a
szekvenalt DNS darabok genomban torténd elhelyezésében. A fizikai térképezés egyik mddszere, hogy a genomot,
vagy nagyméretli genomok esetén a genom feldarabolasaval 1étrehozott oridsi DNS szakaszokat restrikcios
enzimmel (pl. HindIII) hasitjak, és a kapott darabokat gélelektroforézissel elvalasztjak. Az eredményként kapott
hasitasi mintazat (,,ujjlenyomat*: DNA fingerprint) elarulja, hogy mely DNS szakaszok tartalmaznak egymassal
atfedo részeket (hiszen ezeken a helyeken az ujjlenyomat megegyezik), és ez alapjan meg lehet mondani, hogy az
adott DNS szakasz hol helyezkedik el a genomban. A fizikai térképezés igy abszolut modon meghatarozza,
hogy egyes DNS szakaszok egymashoz képest hogyan helyezkednek el, és hol talalhatok (1d. 9.1. abra).
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Fizikai és genetikai térképezés

A) Fizikai térkep restrikcios B) Genetikai térkép
hasitéhelyek alapjan génmarkerek alapjn
I. Nagymeéretl, térképezett kidnok GENEK
m - mini szdmyak
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1l 1 1L i il
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y w ¥y m
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9.1. ébra: A genom szekvencia 6sszedllitasat jelentésen megkonnyiti, ha rendelkezésre all genetikai és/vagy
fizikai térkép. A) Fizikai térképezésre hasznalhatok restrikcios endonukleaz hasitohelyek. A nagymeéretii klonok
hasitasi mintazata alapjan 6sszeallithato egy klon kontig, és az egyes szakaszok helye a genomban kijelolhetd. B)
A gének és DNS markerek rekombinacios gyakorisaga alapjan megallapithatd az egymashoz viszonyitott helyzetiik.

A genetikai térképezés ezzel szemben az egyes DNS szakaszok egymashoz viszonyitott relativ helyzetérol ad
informaciot. Az egymashoz kozel elhelyezkedd gének illetve régidok nagyobb valoszinliséggel 6roklddnek egyiitt,
mint az egymastol tavolabbiak. Vagyis az egymashoz kozeli DNS szakaszok rekombinaciés frekvenciaja
alacsony, mig a tavolabbiaké magasabb. Tobb generacio vizsgalatdval és megfelel6 DNS markerek hasznalataval
feltérképezhetd kiilonb6z6 gének egymashoz viszonyitott tavolsaga. Ilyen markerek lehetnek fenotipusosan
megjelend tulajdonsagok is (Id. 9.1. abra). Tipikus DNS markerek a restrikciés fragment hosszlisag
polimorfizmusok (RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism), a szekvencia hosszusag polimorfizmusok
(SSLP: Simple Sequence Length Polymorphism), vagy az egyedi nukleotid polimorfizmusok (SNP: Single Nucleotide
Polymorphism). Az RFLP-k esetén egy restrikcios endonukleaz hasitasi mintazatat vizsgaljak a két allélon. Ha
ezek eltérnek, vagyis az egyik allélon hianyzik a hasitohely egy mutacio miatt, az adott helyet markerként lehet
hasznalni. Az SSLP-k valamilyen ismétl6d6 szekvenciarészletet tartalmaznak eltéré szamban az allélokon, mig
az SNP-k egy bazispar kiilonbséget jeleznek (pl. az egyik allélon C, a masikon T talalhato).

A genetikai és a fizikai térképezés soran kapott térkép, a két modszer kdzotti elvi kiillonbség miatt, a legtobb esetben
jelentdsen kiilonbozik (1d. 9.2. abra).
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A fizikai és a genetikai térkép kilonbozo lehet

Fizikai térkép Genetikai térkéep

& =) Cés ‘D eg'n_.rl!'nashcnz

B latszdlag kbzelebb van,
mert alacsony a
rekombinacios
frekvencia

E E és F egymastdl
tavolabbinak latszik a

E genetikai térképen, mert
magasabb koztik a
rekombinacids frekvencia

2

9.2. abra: A genetikai és fizikai térkép viszonya. A genetikai és fizikai térképek nem teljesen egyformak, mert
a genetikai térkép csak a markerek egymashoz viszonyitott helyzetérdl ad informaciot.

9.1.2. Genomszekvenalas térkép-alapu médszerrel

A térkép-alapu szekvenalaskor a genomot nagymeéretii, 40-200 kbp méretii darabokra hasitjak. Az igy kapott DNS
fragmentumokat ezutan olyan vektorokba klonozzak, amelyek képesek ilyen méretii szakaszokat is befogadni.
Tipikusan ilyen vektorok a BAC vektorok, de kozmidok vagy YAC vektorok is hasznalhatok (1d. 8.2.5. fejezet).
Mivel a genom hasitasa véletlenszeriien tortént, a kapott DNS fragmentumok is véletlenszeriien talalhatok meg a
BAC-konyvtarban, és a fragmentumok egymassal atfed6 szakaszokat tartalmaznak. A kovetkezd 1épés tehat az,
hogy megallapitsak, mely DNS darabok fednek at egymassal. Ennek soran a konyvtarban talalhatdé klonok
LHwjlenyomatat® készitik el (Id. 9.1.1. ). Ha ez rendelkezésre all, mar meg lehet hatarozni, hogy a sok DNS
fragmentumbol melyek azok, amelyeket felhasznalva fel lehet épiteni a teljes genomot. Ezt angol kifejezéssel
Hminimum tiling path““-nak hivjak (magyarul a ,legrévidebb kirakhaté ut*). Miutan a fizikai térkép elkésziilt, a
hatalmas, mar térképezett inszerteket tartalmazé BAC klonokat shotgun modszerrel szekvenaljak. Ehhez a
klonokat véletlenszeriien tovabb daraboljak maximum 1500 bp nagysagl szakaszokra, szubklonozzak (pl. M13
fag vagy plazmid vektorba), majd szekvenaljak. A kapott szekvencidkat az atfedd régiok alapjan egymashoz
illesztve meg lehet hatarozni az eredeti inszertek szekvenciajat, majd a térkép alapjan a teljes genomszekvenciat
(1d. 9.3. abra).
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9.3. abra: A genomszekvenalas modszerei. A klon-kontig stratégia esetén a kiinduld nagyméretii inszert helyzete
ismert a genomon beliil. Ezt shotgun mddszerrel szekvenaljak, majd a genomban elhelyezik. A kontigok genombeli

s

esetben jelentdsen segitheti a végsoé szekvencia dsszeallitasat.

Az Osszeillesztés természetesen nem mindig egyszerii. Ha az egyes DNS szakaszokat a rendelkezésre allo
informaciok alapjan nem lehet 6sszeilleszteni, itt a szekvencia egy lyukat, ,,gap*-et tartalmaz. Azokat a nagymérett,
térképezett DNS szakaszokat, amelyeket az atfedd klonok alapjan, ,,gap-mentesen® Ossze lehet illeszteni, klén-
kontignak nevezik (a contig elnevezés a contigous, magyarul dsszefliggd szobdl ered). A klon-kontigok némileg
kiilonboznek a szekvencia kontigoktdl, amikrdl a kovetkezd fejezetben lesz sz6. Ezt a mddszert hasznaltak a
sorélesztd (Saccharomyces cerevisiae) és a Caenorhabditis elegans nevi fonalféreg genomjanak meghatarozasahoz,
illetve a Human Genom Program soran is ezt a technikat hasznalta az egyik kutatécsoport.

9.1.3. A shotgun médszer

A shotgun moédszer esetén elézetes, térképezésbol szarmazo informacioé nélkiil torténik a szekvenalas, ezért
sokkal gyorsabb. A DNS-t itt is feldaraboljak, de joval kisebb szakaszokra. Készitenek egy kb. 2 kbp és egy kb.
10 kbp darabokbol all6 konyvtarat. Mivel a rovidebb inszertek miatt nincs sziikség specialis vektorokra, plazmid
vektorokat hasznalnak, ¢és a végeredmény egy sok szazezer vagy akar millié tagbol allo plazmid konyvtar. Az
igy kapott klonokat szekvenaljak, és az atfed6 szekvenciarészletek alapjan szekvencia-kontigokat allitanak 6ssze,
majd a teljes genom ,,mester* szekvenciajat. Fontos megemliteni, hogy nagyméretli, komplex genomok esetén a
végso szekvencia Osszeillesztésénél térképek felhasznalasa nagymértékben segiti a munkat (1d. 9.3. abra).

9.2. Egy példa: a Haemophilus influenzae
baktérium szekvenciajanak meghatarozasa

Eleinte a kutatok kételkedtek abban, hogy egyaltalan lehetséges a nagyszamu egyedi szekvenciabol egy teljes
genomot sikeresen Osszeallitani. 1995-ben azonban Craig Venter és munkatarsai publikaltdk a Haemophilus
influenzae baktérium 1830 kb hosszusag genomjat, amelyet shotgun médszerrel hataroztak meg (ld. 9.4. abra).
A genom szekvenalasanak els6 1épéseként a baktérium DNS-ét szonikalassal (magas frekvenciaju hanghullamok
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segitségével) kis darabokra torték. Az igy kapott DNS szakaszokat elektroforetizaltdk, és 1,6-2 kb nagysagu
darabokat izolaltak, majd klonoztak, 1étrehozva a plazmid konyvtarat. Ezutan 6sszesen 19.687 klont véletlenszertien
kivalasztva 28.643 szekvenalast végeztek, melynek soran néhany szaz bazispar hosszan tudtak leolvasni az egyes
klonok szekvenciajat (vagyis nem az egész klon bazissorrendjét hataroztak meg, csak a klonok ,,végét®) . Tébbnyire
egyetlen iranybol tortént a szekvenalas, azonban a szekvenalasok koriilbeliil egyharmadat a klonok masik végérol
is elvégezték (lasd 19.687 klon és kb. 30%-kal tobb szekvenalasi reakcid). Ez a megoldas komoly segitséget
jelentett a teljes szekvencia Gsszeallitdsaban. Az 6sszes szekvenalasi reakcid 16%-at sikertelennek itélték, mert a
kapott szekvencia kevesebb, mint 400 bazispart tartalmazott. A maradék 24.304 szekvenalas végiil 12.631.485
leolvasott bazispart jelent, ami mintegy hatszorosa a H. influenzae genomjaban talalhato osszes bazisparnak.
Ekkora rdhagyéas (~6x) sziikséges is ahhoz, hogy teljes lefedettséget lehessen elérni a genom meghatarozasakor.
Ezek utan kovetkezett a kapott szekvenciak 6sszeillesztése, vagyis a rovid szekvenalt DNS szakaszok atfedd részeit
felhaszndlva a szekvencia-kontigok 0sszeallitdsa, ami a szdmitastechnika akkori fejlettségét figyelembe véve,
komoly feladat volt. A konkrét kisérletben 30 6ran keresztiil dolgozott a szamitdgép, és végiil 140 szekvencia-
kontigot sikeriilt meghatarozni.

DNS kinyerés Szonikalds ~~~ —_~,
e S S
Rl . LA V] S
H. influenzae —_————
Agardz gélelekiroforézis
¥
f;‘;';?;’;wm' DNS izolalasa a gélbé
T T S =
Sy, "‘-....H":‘\J“\
iy,

l Klanok végeinek

szekvensldsa
"‘\
.‘_“-_-.-""- “.;-.:"‘u
.
™ Szekvencia
kontigok

Osszeillesztése

9.4. dbra: A shotgun médszer a H. influenzae példajan bemutatva. A baktériumbol izolalt genomialis DNS-t

szonikalassal daraboljak, majd agar6z gélelektroforézissel elvalasztjak, hogy 1,6-2 kb nagysagu darabokat tudjanak

izolalni. Ezekbdl késziil a klon kdnyvtar, amelybdl nagyszam, véletlenszertien kivalasztott klont szekvenalnak.
A szekvencia kontigok sszeillesztésével késziil el a genom teljes szekvenciaja.

Természetesen ezek utan a feladat a kontigok kozotti lyukak betomése. A hianyzéo DNS szakaszok egy részét
viszonylag egyszeriien meg lehetett hatarozni. Ehhez Gjra végignézték (szkrinelték) a konyvtar 6sszes klonjat, és
olyan klonokat keresetek, amelyekben egyszerre talalhaté meg két kiilonb6z6 kontig végszekvenciaja. Ekkor
ugyanis elegend6 volt végigszekvenalni az egész klont, és meg lehetett hatarozni a hianyz6 részletet a két kontig
kozott. Ezzel a modszerrel a 140 lyukbol 99-et sikeriilt is betomni. Még mindig maradt 42 lyuk, amelyet meg
kellett sziintetni. Mivel valdsziniileg a lyukakat tartalmazé DNS szakaszok nem voltak jelen a kdnyvtarban (mert
instabil klonokat eredményeztek), uj konyvtarat hoztak létre, \-fag vektort hasznalva. A 42 gap szélein talalhato
szekvenciakat felhasznalva 84 oligonukleotidot szintetizaltak, amelyekkel végigprobaltdk az 0j konyvtarat. Ha
egy klonhoz két oligonukleotid hibridizalt, akkor azt végigszekvenaltak, mivel az adott klonnak tartalmaznia kellett
két kontig kozotti szekvenciat. Ilyen moédon tovabbi 23 lyukat sikeriilt betomni (Id. 9.5. abra).
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9.5. abra: A genom szekvenalas befejezo 1épése a szekvencia javitasa és a lyukak eltiintetése. A) A szekvencia
lyukak javitasara a konyvtarban megtalalhat6 klonok koziil azokat lehet hasznalni, amelyek két kontig
szintetizalnak primereket, és ezeket egy teljesen uj konyvtar klonjaihoz hibridizaltatjak. Az ugyanazon klénhoz
hibridizal6 primerek jelzik, hogy az adott klon tartalmazza a hianyzo szekvenciarészletet (bal oldali panel). A
masik lehetdség, hogy az oligonukleotidokat parba allitva sok PCR-t végeznek, és a keletkezd terméket szekvenaljak.

A hianyz6 szakaszok meghatarozasahoz ugyanezt a 84 oligonukleotidot hasznaltak. Egyrészt véletlenszeriien
Osszeparositottak az oligonukleotidokat, majd PCR elvégzésével megnézték, hogy kapnak-e terméket a H. influenzae
genomjat templatként hasznalva. Ha igen, akkor a PCR termék szekvenalasaval meg lehetett hatarozni egy-egy
hidnyz6 DNS szakaszt. Mivel a lehetséges oligonukleotid parok szama tiil magas lett volna ahhoz, hogy mindegyiket
mindegyikkel kiprobaljak, egy masik modszert is alkalmaztak. A primereket olyan H. influenzae DNS szakaszokhoz
hibridizaltattak, amelyeket a genom restrikciés endonukledzzal torténd emésztésével allitottak eld. Azon
oligonukleotidok, amelyek azonos restrikcids fragmentumhoz kétédnek, nagy valoszintiséggel egymashoz kozeli
DNS szakaszokhoz tartoznak. Az igy kapott primerparokkal PCR-t végeztek, majd a terméket szekvenaltak. Végiil
az Osszes hianyzé DNS szakaszt sikeriilt meghatarozni, és ezzel megsziiletett a H. influenzae teljes genomja (1d.
9.6. abra).

A fenti példaval sikeriilt bebizonyitani, hogy a shotgun stratégia mikodoképes és nincsen sziikség eldzetes
informaciora a genomrol ahhoz, hogy a szekvenciajat meg lehessen hatarozni. Az azdta eltelt évek soran ezres
nagysagrendii prokariota szervezet genomjat szekvenaltak, koztiik olyan fontos patogénekét, mint pl. a TBC-t
okoz6 Mycobacterium tubercolosis, vagy a kolera, a tiidogyulladas, az anthrax (l1épfene) korokozojaét. A kapott
genomszekvenciak alapjan meghatarozhatok a korokozok génjei altal kodolt fehérjék, és 0j terapias megoldasok
kidolgozasara nyilik lehetdség.
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9.6. abra: A H. influenzae genomtérképe.

9.2.1. A lefedettség (coverage) jelentdésége

A H. influenzae éltal bemutatott példan mar emlitettiik, hogy az 6sszes megszekvenalt bazispar koriilbeliil hatszorosa
volt a baktérium teljes genetikai allomanyanak. Altalinossigban elmondhat6, hogy a szubklon konyvtarak
létrehozasanak fontos szempontja, hogy a klonok szama optimalis lefedettséget (coverage) vagy mas szdval
tobbletet (redundancy) biztositson. A két kifejezés arra utal, hogy a szekvenalas soran az eredeti genom méreténél
joval nagyobb szamu bazispar meghatarozasara van sziikség ahhoz, hogy a teljes genom reprezentalva legyen. A
lefedettség jellemzésére egy szamot szoktak megadni. Az 1x lefedettség nem jelenti azt, hogy a teljes genom
minden régidja szekvendlasra keriilt. Mivel a klon konyvtarakbol véletlenszertien keriilnek kivalasztasra a
szekvenalando klonok, el6fordul, hogy ugyanazt a szakaszt tobbszor is megszekvenaljak, mig mas régiok teljesen
kimaradhatnak. A kutatok jellemzéen 6x-10x lefedettséget alkalmaznak, ezzel biztosithato, hogy a genom 99,8-
99,99%-a legyen szekvenalva. Tovabbi elonye a nagy feleslegnek, hogy igy megnovekszik az atfedd szekvenciak
szama, ami a kontigok 0sszeallitasaban jelent komoly segitséget.

9.2.2. Paired-end szekvenalas

Ugyancsak a H. influenzae példajan lattuk, hogy a szekvenalasi reakciok szama nagyobb volt, mint az dsszes
kivalasztott klon szdma, mert a szekvenalasok kortilbeliil egyharmadat a masik iranybdl is elvégezték. A szekvencia
read-ek egymashoz rendelése, egymassal valo dsszekapesolasa komoly feladatot jelent, és rengeteg hibalehetdséget
is rejt magaban, elég csak példaul az ismétlodo szekvenciarészletek okozta problémakra gondolni. A kdnyvtarakat
ugy hozzak létre, hogy az ezekben talalhatdo DNS szakaszok koriilbelill egyforma hossziisaguak legyenek. A paired-
end szekvenalas soran a klonozé vektor mindkét vége felél késziil egy szekvencia. Ennek hatalmas elénye,
hogy mivel az adott DNS szakasz hossza ismert, azt is tudni lehet, hogy a két read milyen tdvolsagra van egymastol.
A teljes szekvencia Osszeallitasa soran figyelembe tudjak venni ezt a tavolsag informaciot, igy ha egy paired-end
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szekvenalasi reakcio két termékét a szamitogép egymastol szazezer bazisparra helyezi, akkor egyértelmtien kidertil,
hogy hiba tortént az egymashoz rendelés kdzben (Id. 9.7. dbra).
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9.7. abra: Paired-end szekvenalas. A 2-3 kb hosszisagu klonok végeir6l néhany szaz bp hosszusagu read-ek
késziilnek. Ha mindkét oldalrél szekvenaljak a klonokat, akkor az ellentétes oldali szekvenciak kozotti tavolsag
koriilbeliil megegyezik, feltéve, hogy nagyjabol egyforma hossziisagu inszerteket szekvenalnak. Ez az informacio
felhasznalhato a szekvenciarészletek dsszeillesztésekor.

9.3. A Human Genom Projekt (HGP)

A molekularis biologia rendkiviil gyors fejlddésének egyik legjobb példaja a Human Genom Projekt, amely nem
kisebb célt tlizott ki maga elé, mint meghatarozni a teljes emberi genomot. 1953 aprilisaban jelent meg a DNS
szerkezetét leir6 publikacio James Watson és Francis Crick szerzoségével a Nature-ben, és a hetvenes évek kozepén
fedezték fel a DNS szekvenalas technikdjat. Alig harminc évvel késébb pedig meghataroztak a teljes emberi
genomot. Erdekesség, hogy Watson 1990-ben a Huméan Genom Projekt vezetdje lett és 1992 aprilisaig dolgozott
ebben a pozicidban. (Azért mondott le ilyen gyorsan, mert Osszekiilonbozott a fonokével a gének
szabadalmaztatasanak ligyében. Watson allaspontja az volt, hogy a projekt 6sszes eredményét szabadon elérhetéve
kell tenni.) A gyors technikai fejlodés azt is lehetdvé tette, hogy a projekt az eredetileg tervezettnél két évvel
korabban befejezddhessen. A mikrobialis genomok atlagosan 3 millié bp-bol allnak, mig az emberi genom ennél
harom nagysagrenddel tobb, mintegy 3 milliard bp-t talrtalmaz. A Human Genom Projekt tizenharom éven keresztiil
zajlott, és 2003-ban zartak le. A projekt céljat az alabbiakban hataroztak meg:

1. A human DNS 6sszes génjének (a korabbi becslés ~100.000 volt, a mai ismert szdm <23.000) azonositasa.

2. A humén DNS nagyjabol 3 milliard bazisparjanak meghatarozasa.

[O8)

. A kinyert informaciomennyiség adatbazisban torténto tarolasa.

4. Az adatfeldolgozasi eljarasok korszeriisitése.

9]

. A projekt soran 1étrehozott illetve korszertisitett technolégiak atadasa a maganszektornak.

6. A felmeriilo etikai, jogi és tarsadalmi kérdések tisztazasa.

9.3.1. Nehézségek a human genom vizsgalataban

Mar a projekt legelejétdl vilagos volt, hogy a biologiai tudomanyok eddigi legnagyobb volument és rengeteg
technikai nehézséggel jar6 munkéjaba vagnak bele. Az elsé nehézség mindjart a vizsgalni kivant genom mérete
volt, amely tobb nagysagrenddel meghaladta a korabban vizsgalt genomok méretét. Masik komoly nehézség volt
az ismétlodo szekvenciak jelenléte.

Egyrészt a DNS-polimeraz nem olvassa le a teljes szekvenciat, megakad vagy atugrik szakaszokat, ha tal sok A
és T vagy G és C koveti egymast akar tobb szaz nukleotidon keresztiil. Még komolyabb problémat jelentenek a
hosszabb (a szokasos 500 bp-os leolvasott szekvencia szakaszoknal hosszabb) ismétlddd régiok, hiszen ezek
egymastol megkiilonboztethetetlenek. Duplikaciok esetén az is eléfordulhat, hogy az dsszeillesztés csak egyszer
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veszi figyelembe az adott szekvenciarészletet, és igy a végso szekvencia ,,0sszeomlik®, rovidebbnek adodik, mint
a valosagban (1d. 9.8. abra). Mindezen problémak miatt a kutatok fontosnak tartottak, hogy jo mindségli genetikai
¢s fizikai térképek késziiljenek a human genomrol.

Tkb hosszu duplikalt szekvencia (LINE szegmens)

A genom szegmens shotgun
szekvenalasa, majd a szekvencia
l kontigok Gsszedllitasa utan két
lehetséges szekvencia variaciot
kapunk. A felsd a hibas,
“Osszeomlott” genom részlet.

_+_

9.8. abra: A kontigok osszeillesztésének problémai. Ha a genom hosszu ismétlédé szekvenciakat tartalmaz, mint
példaul egy 7 kb hossztsdgu LINE szegmens (long interspersed element), az ismétlodo részletek egymastol nehezen
megkiilonboztethetdk a szekvencia kontigok 0sszeillesztése soran. A rossz egymashoz rendelés eredménye a
szekvencia Osszedllitas ,,0sszeomlasa“ lehet, amikor az egymashoz tartozd, de két LINE régiot tartalmazo szakasz
helyett két kiillonbozo kontigot allit 6ssze a szoftver, €s a duplikécio eltinik.

9.3.2. Elindul a HGP

A teljes human genom vizsgalatanak otlete a 80-as években meriilt fel komolyabban, mikor lehetdvé valt a DNS
automata szekvenalasa. 1987-ben az Egyesiilt Allamok Energia Hivatala (U.S. Department of Energy) részvételével
indult el egy korai genom projekt, amelynek célja a radioaktiv sugarzas hatasanak vizsgalata volt, kiilonos tekintettel
arra, hogyan lehet megvédeni a genomot a mutagén hatasoktol. Tovabbi megbeszélések kovetkeztek, melyben mar
az NIH (National Institute of Health) is részt vett, és a két kutatokozpont k6zos eréfeszitésének eredményeként
1990 oktdberében hivatalosan is elindult a HGP. Szinte azonnal nemzetk6zi egyiittmiikddés alakult ki, amiben
Anglia, Németorszag, Franciaorszag, Kina és Japan is részt vett, kialakitva a Human Genom Konzorciumot. Bar
a projekt indulasakor még sok kutatd komoly ellenérzéssel szemlélte a munkat, megkérddjelezve az egész projekt
hasznossagat, mar a 90-es évek kozepére jelentés mennyiségli adatot sikeriilt gylijteni. A huméan genom egyes
részeinek fizikai térképe mellett human és egér genetikai térképek sziilettek, nagyszamu ¢cDNS szekvencia,
és teljes bakterialis genom szekvenciak valtak elérhetévé. Kialakult a genomika tudomanya. Erdekesség, hogy
James Watson mar a projekt legelején felhivta a figyelmet arra, hogy a megsziiletd eredményeknek jelent6s bioetikai,
szocialis hatési lehetnek. Ezért a projekt 6sszkoltségvetésének eldszor harom, majd késébb 6t szazalékat az ezzel
kapcsolatos kutatasokra forditottak.

9.3.3. Megjelenik egy versenytars

1998-ban Craig Venter (aki a H. influenzae genom projektet is vezette) bejelentette, hogy Celera Genomics néven
létrehoz egy vallalatot, ami 2-3 éven belill végez a teljes human genom szekvenalasaval. Terviik szerint shotgun
modszert alkalmaznak, és igy el tudjak keriilni az id6 és pénzigényes térképezést. Nem csak gyorsabban, de
olcsébban is dolgoznak: a 3 milliard dollaros allamilag finanszirozott projekttel szemben 300 millié dollaros
koltségvetést tartott realisnak. Osszességében a kialakult verseny jot tett a teljes HGP-nek. Mindkét kutatoi csapat
nagy erdfeszitéseket tett, hogy minél hamarabb elkésziiljon az elsé ,,drafi*, vazlatos szekvencia. Ebben a legnagyobb
nehézséget a fentebb mar emlitett szekvencia 0sszeillesztés okozta. Mindkét csoportnak sikeriilt olyan algoritmusokat
kidolgozni, amik a korabbinal joval nagyobb hatékonysaggal tudtak az egybefiiggd szekvenciarészleteket
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Osszeallitani. A Celera kutat6i hamarosan publikaltak a Drosophila melanogaster vazlatos szekvenciajat, megmutatva,
hogy a shoutgun modszernek a bakterialis genomoknal joval nagyobb méretii genomok esetén is van 1étjogosultsaga.

9.3.4. A human genom vazlatos (draft) szekvenciaja

A HGP egyik legfontosabb mérfoldkove egy 2000 juniusaban tartott sajtokonferencia volt, ahol a Huméan Genom
Konzorcium és a Celera egyiitt mutatta be a human genom elsé vazlatos szekvenciajat A human genom projekt
ekkor még messze volt attol, hogy késznek lehessen tekinteni. Az eukromatinnak, vagyis a kromatin génekben
gazdag részének koriilbeliil 90%-a volt megtalahato a bejelentett szekvenciaban, de sok hibaval és nagyon sok
gap-pel. A két szekvenciat 2001 februarjaban publikaltak. A Huméan Genom Konzorcium a Nature-ben, a Celera
Genomics pedig a Science-ben, mivel utobbi nem volt hajlando a teljes szekvenciat teljesen elérhetdvé tenni, amibe
pedig a Nature szerkeszti nem egyeztek bele. Bar mindkét szekvencia er6sen hianyos volt, mégis rengeteg 0]
informaciot tartalmazott. Sok ujdonsag deriilt ki az ismétlddé szekvencidk és a gének genomon beliili
elhelyezkedésérdl, illetve fény deriilt arra is, hogy a korabban eldrejelzett 100 000 helyett csak alig 23000 gén
talalhaté meg a human genomban, koriilbeliil annyi, mint az ecetmuslica genomjaban.

9.3.5. 2003-ra elkészul a szekvencia

A draft szekvenciak elkésziilte utan a feladat a hibak kijavitasanak és a lyukak betomésének sziszifuszi munkéja
volt. A hibajavitasban nagy segitséget jelentettek a kiillonbdz6 megoldasokkal késziilt térképek. Egyedi DNS
markereket kerestek, amiket a térképekbdl szarmazo6 informacidkkal dsszeparositva meg lehetett allapitani, hogy
egyes kontigok mely mas kontigokkal kapcsolédnak Ossze. A H. infulenzae leirdsanal emlitett modszereket is
alkalmaztdk a lyukak betomésére. Voltak olyan gap-ek is, amelyek éppen egy paired-end modszerrel szekvenalt
3kb-os klon kdzepére estek. Ebben az esetben primer walking modszert alkalmaztak, vagyis a klon két végén
talalhato, nagyjabol 500bp-os mar megismert szekvenciara terveztek egyedi oligonukleotidokat. Megszekvenaltak
még 500 bp-t, majd tjabb olgonukleotidokat terveztek, és igy ,,végigsétalva“ az adott klénon annak szekvenciaja
ismertté valt. Az egyes javitasok utan jabb és Ujabb szakaszok valtak teljessé, amit megint Gjabb javitasok
kovethettek a kapott 0j szekvencia informaciok alapjan. Ezzel az iterativ, az el6z6 eredményekre épiild modszerrel
végiil sikeriilt megalkotni egy majdnem teljes, jo minéségii genom szekvenciat.

A projekt 2003-as befejezésére az eukromatin 99,3%-ardl allt rendelkezésre szekvencia informacio, és a 2001-
es, tehat a draft szekvencia bejelentésekor még meglevo 145 514 lyukat minddssze 281-re sikeriilt leszoritani. A
kész szekvencia bejelentése 2003. arilis 25-én tortént meg, éppen 50 évvel a hires Watson és Crick publikacid
megjelenése utan.

9.3.6. A szekvenalas technikajanak fejlodése

A Human Genom Projekt sikeréhez nagyban hozzajarult, hogy az évek soran a DNS szekvendlas technikaja is
jelentés fejlédésen ment at. A fluoreszcens technikaés az automata szekvenatorok megjelenése komoly
elérelépésnek szamitott a korabbi manualis technikahoz képest, hiszen nem kellett radoaktivan jelolt nukleotidokat
¢és az el6hivashoz rontgenfilmet haszndlni. Mindez azonban nem lett volna elegendd egy ilyen nagyszabasu
projekthez, mert a teljes human genom szekvenalasdhoz koriilbeliil 1 milli6 gélelektroforézist kellett volna végezni,
mindegyik gélen 48 szekvenalasi reakcioval. Az attorést a kapillaris elektroforézisen alapuld technika hozta meg,
amely joval hatékonyabbnak bizonyult, mert igy nem volt sziikség akrilamid gélekre a szekvenalashoz. A 2001-
ben bemutatott masodik generacios szekvenalod késziilékek tovabb ndvelték a hatékonysagot, napjainkra pedig a
.harmadik® vagy , kdvetkez6* generacios késziilékek és az 0ij-generacios szekvenalasi eljarasok (Id. 5.3. fejezet)
bizonyitjak, hogy egészen olcso és gyors is lehet a teljes genom szekvenalasa.

9.3.7. Etikai kérdések avagy kinek a DNS-ét hasznaltak
a szekvenalashoz?

Ahogy korabban emlitettilk, mar a projekt legelején felmeriilt, hogy a HGP komoly etikai, jogi és szocialis
vonatkozéasokkal is rendelkezik. Az egyik legels6 fontos etikai kérdés az volt, hogy kinek a DNS-ét hasznaljak a
szekvenalashoz, illetve hogyan kezeljék a szekvenalas soran keletkezd bizalmas adatokat. A Human Genom
Konzorcium munkatarsai kiilondsen nagy hangsulyt fektettek arra, hogy teljesen anonim legyen a szekvencia, €s
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még utdlag se lehessen visszakdvetni, hogy kinek a DNS-ét hasznaltdk a munkahoz. Ehhez példaul a mar eredetileg
is anoniman kezelt DNS mintak koziil 10-bdl egyet valasztottak ki, amelyekrdl eltavolitottak mindenfajta jelzést.
Maéra annyit lehet tudni, hogy a HGP soran meghatarozott genomszekvencia 70%-a egy donortoél, mig a maradék
30% tobb kiilonb6zo donortél szarmazik. A Celera Genomics is anonim moédon tervezte kezelni a mintakat.
Huszonegy, kiilonbdzd etnikai csoporthoz tartozé donortdl szarmazo mintabol véletlenszertien valasztottak ki a
ténylegesen felhasznalt DNS-t. A Celera akkori vezetdje, Craig Venter a vallalattdl tortént tdvozasa utan bevallotta,
hogy varialt a mintakkal, és az 6 DNS-e volt az egyik, amit a munkéhoz hasznaltak. Bejelentette, hogy a szekvencia
alapjan szivbetegségre és Alzheimer-korra van hajlama. A tudomanyos kozvélemény rendkiviil etikatlannak tartotta
az eljarast, mert ugyan Venter-nek joga van ahhoz, hogy a vilag elé tarja a sajat DNS-szekvencidjat, ezzel a
rokonair6l is bizalmas informaciokat tesz kdzz¢, amihez azok nem jarultak hozza. Bar Venter szerint az 6 példaja
megmutatja, milyen fantasztikus eszkdz a sajat genetikai informacionk ismerete (aminek hatasara 6 egyébként
azota tobb testmozgast végez €s diétazik), egyben arra is ravilagit, milyen komoly etikai, és az egyének életére
kozvetleniil kihaté problémakat vet fel a genom szekvenalas. Kiilonos tekintettel arra, hogy a szekvenalas
lehet meghatarozni az egyes emberek teljes genetikai dllomanyat. (Valdjaban azt is mondhatjuk, hogy ez a korszak
el is érkezett. Van mar olyan amerikai cég, amely pontosan 1000 dollar ellenértékeként barki teljes ,,exom®-jat,
azaz a teljes fehérjekodold DNS szekvenciat elkésziti; a teljes eukromatint tartalmazé genom pedig 1500 dollarba
keriil).

9.4. Tovabbi genom projektek

A szekvenalasi technikdk fejlodésével, ami a genom meghatarozas idejét és koltségét egyarant jelentdsen
csokkentette, tovabbi genom projektek megvaldsitasara nyilt lehetéség. Ezek koziil érdemes megemliteni a
Csimpanz genom projektet, aminek célja, hogy 6ssze lehessen hasonlitani a féemldsok €s az ember genomjat,
és ezaltal tobbet tudjunk meg arrél, mi kiilonbozteti meg az embert mas fajoktol. Kiilondsen érdekes vallalkozas
volt a Neandevélgyi ember genom projekt, aminek célja fossziliakbol meghatarozni a neandervolgyi ember
genomjat. A draft szekvenciat 2010-ben k6zolték a Science-ben, és ez alapjan a genom 99,7%-a megegyezik a
Homo sapiens-ével (mig a csimpanz esetén ez 98,8% volt). A neandervolgyi projektben a legnagyobb nehézséget
a mintak kezelése jelentette, hiszen a fosszilidk egyrészt nagyszamii mikrobaval szennyezettek, masrészt a
fossziliakkal kapcsolatba keriil6 kutatok DNS-e is beszennyezhette 6ket. A kutatok szerint azonban ezek a problémak
jol kezelhetdk, és pl. az emberi szennyezé DNS mértéke nem tobb, mint 1%. A genom projektek jovoje az egyes
fajokon beliil minél t6bb egyed genetikai allomanyanak meghatarozasa, amellyel kozelebb juthatunk az egyedek
kozotti genetikai diverzitas jobb megértéséhez. (Az ,,egyéni human genomok k6z6tt az els6k kozott szekvenaltak
James Watson-ét).
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10. fejezet - Bevezetés a
bioinformatikaba

A biologia, kiilondsen a molekularis bioldgia 20. szdzad végi és 21. szazadi fejlédése elképzelhetetlen lett volna
megfelel6 informatikai hattér nélkiil. Egyediil a szamitogépek képesek ugyanis attekinthetéen tarolni azt a hatalmas
mennyiségl adatot, ami a biologiai polimerek szerkezetének és miikodésének megértéséhez sziikséges. Ugyanezek
a szamitogépek teszik lehetdvé a genomok automatikus Osszeallitasat, gének azonositasat, a nukleinsavak és
fehérjék tulajdonsagainak joslasat - évrél-évre egyre nagyobb pontossaggal. A szamitogépeket Osszekapesold
vilaghalo segitségével a publikaciok, kisérletes eredmények, a genomok, gének, nukleinsavak és fehérjék adatai
ma mar barhonnan elérhetéek. Ezen feliil szamos, szabadon hozzaférhet6 program all rendelkezésre az interneten,
amelyekkel nagyon kénnyli molekularis bioldgiai elemzéseket végezni. A kozvetett informaciokon alapulo joslat
természetesen nem helyettesiti a pontos mérési eredményeket. Ennek ellenére, a molekularis szinti kisérletek
tervezéséhez ¢és értékeléséhez a megfeleld teljesitményli és tarold kapacitasii szamitégépek ma mar
nélkiilozhetetlenek.

10.1. B ioinformatikai adatbazisok
10.1.1. Bibliografiai gyiljtemények

Az olvaséban elsd kérdésként bizonyara felmeriil, hogy mi lehet az internetes oldalak haszna a biologiai kutatas
szamara. A valasz igen sokrétli. A legnagyobb eldny a kisérletes adatokhoz val6 szabad hozzaférés - akar teljes
cikkek alakjéban, akar elemi adathalmazok formajaban. Miel6tt hozzakezdiink barmilyen kisérletsorozathoz, azt
altalaban jelentds tervez6i munka kell, hogy megel6zze. Ebben az els6 és legfontosabb forrasunk az irodalomban
mar publikalt eredmények lesznek. A vilag legnagyobb ilyen irodalmi adatbédzisa az amerikai NCBI (National
Center for Biotechnology Information) PubMed nevil gylijteménye. A keresdprogramja nem tal latvanyos, de
nagyon intelligens: kereshetiink kulcsszavakra, szerzok, vagy folyoiratok szerint is. Az egymasra hivatkozo, rokon
cikkeket Ossze is flizi a keresdprogram (a "related" oszlopban tekinthetok meg). Mindemellett egyéb keresok,
koztiik a Google Scholar keresofeliilet hasznossagat sem szabad lebecsiilni, ha irodalmat kutatunk. A mar leirt
eredmények ismerete mar csak azért is fontos, hogy ne ismételjiikk meg feleslegesen a mar jol ismert tényeket
bizonyito kisérleteket, illetve hogy ne allitsunk fel elvben is megvalodsithatatlan kisérleti terveket.

10.1.2. DNS szekvencia-adatbazisok: GenBank és
Ensembl

Egy molekularis bioldgiai laboratérium mindennapi munkaja szamara az egyik legfontosabb forrasként a gének
és fehérjék pontos “képletei”, azaz szekvenciai szolgalnak. Az ezeket tarold és interneten hozzaférhetd
gyljteményeket nevezik elsddleges szekvencia-adatbazisoknak. Az ismert fajokbdl nyert elsddleges genetikai
informacio harom nagy nemzetkdzi oldalon férhetd hozza: Ilyen az NIH intézménye, az NCBI altal fenntartott
GenBank adatbazis (USA), az EMBL (European Molecular Biology Laboratory) gyiijteménye, az ENA (European
Nucleotide Archive) illetve a DDBJ (DNA Data Bank of Japan) adatbankja. A gyakorlatban leginkabb a GenBank
adatbazist szoktuk hasznalni. Itt a genomikus adatokon til cDNS informaciékat is tarolnak. A cDNS szekvencidkat
konnyen lefordithatjuk aminosav szekvenciakra, de a klonozasi feladatokhoz is elengedhetetlen az ismeretiik. A
primerek tervezéséhez is ismerni kell a cDNS pontos szekvenciajat, akar a nem kddolo szakaszokat is beleértve.
A GenBank adatbazisa lehetové teszi a gének latvanyos megjelenitését is: ez a Map GeneViewer, amely a Google
térképek szoftveres feliiletén alapszik (Id. 10.1. abra). A kijelolt génszakaszt felnagyitva (zoom) lathatova valik
az egyedi nukleotid sorrend. A program kiilon jel6li az mRNS-re atir6do szakaszokat (az 0sszes ismert varianst),
¢s nemcsak az exonokat, de azok pontos aminosav-forditasat is megadja. S6t, még a fiziologias variansokat
(polimorfizmusokat) s a patologias mutaciokat is jeloli. Ez azonban nem az egyetlen genom-vizualizacios program.
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10.1. abra: Az NCBI grafikus ,,nézegetd” feliilete, a GeneViewer. A human MEF2A gén részlete

Az eurdpai Ensembl genom-adatbazis (amely f6leg gerincesek és néhany modell gerinctelen é161ény teljes genom
szekvenciait tartalmazza) internetes feliilete szintén konnyen kezelhetd. Az utobbi elonye, hogy tartalmazza példaul
a génekben az eddig leirt potencialis mRNS szekvenciakat (azokat is, amelyekrél nem torténik fehérjeszintézis),
az ismert epigenetikai modositasokat, tovabba rengeteg bioinformatikai joslassal (predikcio) kapott informaciot
is.

10.1.3. Fehérje-szekvencia adatbazisok: UniProt

A nukleotidokkal ellentétben, a jelenleg 1étezd legjobb fehérje adatbazis nem az USA-ban taldlhatd, hanem
Eurépaban. Ez nem mas, mint a svajci UniProt (régebben SwissProt) gyiijteménye. Ezen adatbank nemcsak a
sokféle elérejelzd programnak kdszonheti kivalosagat, hanem az adatok manualis feldolgozasanak is. Az adatbazisban
modunk van a fehérjék neve (akar szinonimak) vagy azonositdja alapjan kutatni. A UniProt adott fehérjéi szekvencia
hasonlésag alapjan, a BLAST programmal is megkereshet6ek (I1d. 10.2.3. fejezet). A benniinket érdekld talalatokat
a kijelolésiik utan kotegelve ("batch" formajaban) is letdlthetjiik, tovabbi analizis céljabol. A szekvencidk FASTA
formatumban fognak megjelenni: a kdtelezé ">" jel utan a fejléc-sor tartalmazza a szekvencia azonositojat, a
fehérje nevét, és az organizmus nevének betiikodjat. A masodik sortol kovetkezik csak a tényleges aminosav
sorrend, egybetlis kodban.

A UniProt azonban nem csak a fehérjék szekvenciajat adja meg: az egy génhez rendelhetd kiilonféle (alternativ
splicing és alternativ inicidcié kovetkeztében keletkezd) izoformak is kdzos oldalon taldlhatoak (a kiillonbségekre
az oldal kiilon felhivja a figyelmiinket). Ezenkiviil informaciot kapunk a kisérletesen azonositott kdtopartnerekrol,
az egyes szerkezeti elemekr6l, €s masodlagos (poszttranszlacios) modositasokrdl is. A weboldalak rengeteg hasznos,
direkt hivatkozast is tartalmaznak, mas adatbazisokra, példaul a gén, mRNS és a térszerkezet kapcsan (1d. 10.2.
abra). Jollehet a GenBank nukleotid szekvenciaihoz is megadjak az aminosav szekvencia forditast (translation),
altalaban jobb, ha a szekvencianak egy dedikalt fehérje adatbazisban is utdnanéziink. A UniProt manualisan
ellenérzott fehérje-szekvenciai mar jorészt mentesek a predikcids vagy szekvenalasi hibak soran adodo kellemetlen
kovetkezményektol (pl. nem 1étezd izoforma, esetleg leolvasasi keret eltolodas, angolul frameshift vagy korai stop
kodon). Ha egy fehérjével problémak vannak, példaul csak egy gén alapjan josolt (predicted) szekvencia, vagy
még nem is ismert a teljes hossza (incomplete), erre a UniProt kiilon figyelmeztetést ad. igy nagyobb biztonsaggal
tervezhetjiik az adott szekvenciaval a tovabbi géntechnoldgiai munkat (pl. klonozas expresszids vektorba).
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10.2. abra: Az UniProt adatbazis egy oldala. A human ciklin C (CCNC) fehérje aminosav szekvencidja és az
annotacio egyes elemei.

10.1.4. Az "omikak" vilaga. Fajonkénti adatbankok.

Az eddig emlitett néhany adatbazis csupan példa a molekularis bioldgiai kutatasi teriiletek egyedi adatgyiijteményeire.
Az ilyen teriiletek neveit divatos szoval "-omika" végzddéssel szokas ellatni (s a mara a bioldgiai kutatasok egyik
6 iranyava valt rendszerbiologia részét képezi), magat az adathalmazt pedig (etimologiailag nem teljesen helyes
moddon) "-om" végzddéssel. A gemomika a genomok vizsgalatanak tudomanya, a transzkriptomika az atirt
nukleotidoké (mRNS), a proteomika a fehérjéké. Ezenkiviil beszélhetiink tobbek kozott epigenomikarol (DNS-
modositasok), metabolomikarol (anyagesere koztestermékek), lipidomikardl. Ezen résztudoméanyok szdmara
kiilon adatbazisok is rendelkezésre allnak. Példaul a kinom (ami az &sszes protein-kinaz enzimet jeloli) részletes
leirasara ott vannak a KinBase vagy a PhopsphoSitePlus adatbazisok. Hasonldan, a glikom az 6sszes bioldgiailag
érdekes szénhidratot jeloli (amivel a glikomika tudomanyteriilete foglalkozik), kiilon adatbazisokkal (ilyen példaul
a cukorlanc szerkezete alapjan keresheté GlycomeDB). A lipideket kutat6 szakemberek szintén sajat adatbankokat
hasznalhatnak (pl. Lipidmaps), amire elsésorban a poliketidek nagy variabilitdsa miatt van sziikség. Az anyagcsere-
utak nyomon kovetésére pedig ott a jol ismert KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), amely
enzimenként és 1épésenként tekinti at az egész intermedier anyagcserét, interaktiv térképekkel. Szak-adatbdzisokat
azonban nem csak az egész élovilagot attekintd, integrativ jelleggel hoztak létre. Léteznek egy-egy modell-
organizmusra fokuszal6 genetikai, proteomikai, és egyéb kisérletes adatokat dsszesitd adatbankok is. Ilyen példaul
taglalo FlyBase, vagy a Saccharomyces cerevisiae (sorélesztd) genetikajaval foglalkozoé SGD adatbazis. Ezek az
oldalak 6sszehasonlitasokkal is szolgalnak: az Interactive Fly példaul a rovaroktdl emberig konzervalt fehérje-
rendszerek mitkodésének az egyik 1étezo legjobb leirasat adja.

10.1.5. Szerkezeti és funkcionalis adatbazisok

Az el6z6 alfejezetben lattuk, hogy adatbazisokat nem csak az elsddleges DNS vagy fehérjeszekvenciakbol lehet
1étrehozni. Rengeteg génrdl (illetve annak fehérjetermékérdl) allnak rendelkezésre a szekvencian messze tilmutatd
szerkezeti és miikodési adatok. Sok fehérje harmadlagos szerkezetét is mar meghataroztak. Ezeket (de a
nukleinsavakét is) a Protein Data Bank (PDB) adatbazis dsszesiti. A PDB valojaban harom nagy szerkezeti
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srr

minden kutat6 szdmara szabadon elérhetéek legyenek. Ennél persze sokkal feldolgozottabb (masodlagos) adatbazisok
is léteznek. A fehérjék szerkezettel bir6 doménjeit a legtobb esetben elegendd egy egyszeri doboz-modellel
abrazolni. Ilyeneket talalunk a SMART (Simple Modular Architecture Research Tool) masodlagos adatbazisban,
amely - nevének megfelelden - nagyon intelligens keresvel rendelkezik: a megkeresett fehérjében (amit akar
szekvenciajaval is megadhatunk) automatikusan bejeloli az ismert doméneket, az intron-exon hatarokat, s6t még
listazni is képes a nagy vonalakban hasonlé domén felépitési, rokon fehérjéket (1d. 10.3. abra).

Fontos ismeretlen szerkezetl vagy
rendezetlen fehérje-régiok

P

@ € e
‘ ‘ % =

AN T
NS T
Ismert szerkezet(,
rendezett domenek

(PDZ, SH3, Guanilat-kinaz)

179

i

=

c

Intron-exon hatarok

10.3. dbra: A SMART adatbazis részlete. A human PSD-95 idegi szinapszis-szervezo fehérje domén felépitése.

Ha csak a fehérje-fehérje kolcsonhatasokra vagyunk kivancsiak, erre is szamos, kivalo weboldal all rendelkezéstinkre.
Ilyenek az IntAct vagy a BioGRID; de az egyik leglatvanyosabb (mind adatok, mind grafika tekintetében) a
STRING adatbazis (1d. 10.4. abra). Ez a kolcsonhatasokat, a SMART elemzéseit, s6t, a haromdimenzios
szerkezeteket is egyetlen hatalmas graf-modellbe integralja. Minden esetben mod van sziirdk beallitasara: ha
példaul csak a kisérletekkel megerdsitett kolcsonhatasok utan érdekelddiink, a nagy ateresztoképességii (hight-
throughput) mérések és az adatbanyaszattal (data mining) nyert automatikus kovetkeztetésekre vagy joslatokra
nem, erre is megvan a mod. Az interakcids grafot pedig tetszés szerint végigjarhatjuk, igy az azonos funkcidéhoz
tartozo fehérjék biokémiai halodzata is megfigyelhetd lesz. A fehérjék mitkodésének legrészletesebb osztalyozasat
egy masik adatbazis, a GO (Gene Ontology) ill. annak keresdje (AMIGO) tartalmazza. A GO minden egyes
fehérjéhez egy hierarchikusan felépitett miikddési leirast ad. Példaul az emlds izomzat fejlddését szabalyozo
MEF2A transzkripcios faktorra egy alapszintii leiras a "transcription, DNA dependent" lehet, egy ennél joval
specifikusabb pedig a "heart development". Ha a sejten beliili szabalyozasi mechanizmusok finom részletei
érdekelnek benniinket, felkereshetjiik a Reactome vagy a SignaLink oldalat is. Itt minden egyes biokémiai Gitvonalra
kiilon graf-modellt talalunk. A szines folyamatabrak nagyban segithetik a komplex biokémiai folyamatok megértését,
de a kisérletek tervezését is.
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10.4. abra: A STRING adatbazis részlete. A human PSD-95 fehérje fontosabb ismert kdtOpartnerei.

10.2. Szekvencia-illesztések és egyéb fontos
algoritmusok

10.2.1. Paronkénti szekvencia-illesztések (pairwise
alignments)

A paronkénti szekvencia-illesztés a molekularis biologia egyik leggyakrabban hasznalt algoritmusa. A feladat az,
hogy két, hasonl6 kodsort a lehet legpontosabban megfeleltessiink egymasnak - ha sziikséges, akar rések (deléciok)
és beillesztések (inszerciok) segitségével. A kddsor egyedi betlii lehetnek nukleotidok (nukleinsavak esetén) vagy
aminosavak (fehérjék esetén): az algoritmus mindkét esetben nagyon hasonlo lesz. A két kodsor megfeleltetésének
problémaja visszavezethetd egy hires feladatra, a “manhattani turista problémaja".
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10.5. abra: A ,,manhattani turista” problémaja

A kérdés: hogyan tudunk eljutni egy teljesen négyzethalos térképen az utcak (élek) mentén az utcasarkokon
(csucsokon) keresztiil a bal felso sarokbodl a jobb alsoba, ugy hogy kdzben a lehetd legtobb nevezetességet érintjiik?
(1d. 10.5. abra). A problémat nagyon konnyti szamitogéppel megoldani, amely pontozassal megtalalja az optimalis
utat. Ugyanigy lehet DNS vagy fehérjeszekvenciakat pontos parokba allitani, itt a “bejart Git” az elfogadott vagy
elvetett parokat mutatja meg (1d. 10.6. abra). Erre a feladatra szamos program all rendelkezésre:pl. a CLUSTAL

programcsomag (1d. 10.2.5. fejezet).
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10.6. abra: A paronkénti szekvencia-illesztések problémaja

10.2.2. A szekvencia-illesztés paraméterei

Az illesztés josaga a pontozasi rendszertdl fligg. Egyrészt sulyozni kell az egyes betiik hasonlosagat: egy leucin
aminosav példaul jobban hasonlit egy izoleucinra, mint egy argininre. Ezt kiilonféle hasonlosagi matrixok
segitségével lehet megtenni (a részletekre itt most nem tériink ki). A gyakorlatban a fehérjék szamara a BLOSUM,
GONNET vagy PAM matrixokat hasznaljuk, a nukleinsavaknak egyszeriibb matrixok is megfelelnek (ID). A
hosszusagbeli eltéréseket, inszerciokat/deléciokat szintén pontozni kell, méghozza negativ (blintet6) pontokkal. A
jobb illesztdprogramok altalaban megengedik ezen paraméterek valtoztatasat, erre pedig a kovetkezd ok miatt lehet
szilikség: alacsonyabb fokl hasonlosag vagy nagyon eltérd hosszusagi parok esetén a modszer sokszor nem talalja
meg az Osszetartozd szakaszokat. Ilyen problémak gyakoriak példaul rendezetlen fehérjeszekaszok evoliciods
vizsgalata esetén (ahol nagyon alacsony a konzervaltsag). Tehat ha felmeriil a gyant, hogy a modszer tévedett, ne
sajnaljunk "jatszani" a paraméterekkel, egy jobb mindségl illesztés érdekében!
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10.2.3. A BLAST algoritmus

A paronkénti illesztést nem csak egyenként lehet végrehajtani. A legtobb adatbazis lehetéséget kinal arra, hogy
az Osszes ott tarolt szekvencia ellenében automatikusan lefuttassuk a paronkeénti illesztést, és a talalatokat josag
alapjan rangsorolva visszakapjuk: ez a BLAST algoritmus (Basic Local Alignment Search Tool). A BLAST-nak
szamos valtozata 1étezik: fehérjékre és nukleinsavakra egyarant hasznalhato. A program a megadott szekvenciaban
elébb (heurisztikus modon) kellden egyedi, kicsi darabokat azonosit, ezzel keres, majd az elsddleges talalatokon
végzi el a teljes illesztéseket. Az NCBI és a UniProt oldalai automatikusan felkinaljak a BLAST programot minden
egyes oldalon, az éppen aktualisan kijelolt szekvenciara. A visszaadott talalatokon altalaban jelolik a megfeleltetett
szakaszt, az azonossag/hasonlosag mértékével egyiitt (szinkoddal is). A véletlen egyezés (vagyis a tévedés)
valoszintiségének értékét is megadjak (ez a p-érték), a rangsor ennek alapjan késziil (1d. 10.7. abra).

Filter
Dataset Taxonomy
| UniProtkB (250) | |Eukaryota (250) ‘ | Filter |
Y e
Graphical overview :_I_?_t—::n_tis_z_t—:ir_te_ir_]i_g%t_][q_i
_______________________________ ;
Color code for identity 0-100% = -_— 1 Szinkod (szekvencia-hasonldsag) |
Accession Entry name 0 Query hit 410 0Match hit (sqrt scale}1497 Name {Organism)
I Query 20130518275210HDZ9
[~ G7TPXE1 GTPX51_MACFA G1/8-specific cyclin-E1 (Macaca fascicularis)
I~ LaJvaz L&JV32_PTEAL G1/5-specific cyclin-E1 (Pteropus alecto)
I~ coJzuo C9J2U0_HUMAN * G1/S-specific cyclin-E1 (Homo sapiens)
[~ B2RS11 B2RS11_MOUSE - Cyclin E1 (Mus musculus)
I~ Q61457 CCNE1_MOUSE G1/5-specific cyclin-E1 (Mus musculus)
[~ Q91za7 QYI1ZAT_CRILO Cyclin E (Cricetulus longicaudatus)
I~ FTBEHS FTBEHE_MACMU * Uncharacterized protein (Macaca mulatta)
[~ E1BIU2 E1B3U2_BOVIN Uncharacterized protein (Bos taurus)
I~ G1P665 G1P6BRS_MYOLU Uncharacterized protein (Myotis lucifugus)
I D2H398 D2H398_AILME Putative uncharacterized protein (Ailuropoda melanoleuca)
¥ P4g707 CCNE1_CHICK G1/5-specific cyclin-E1 (Gallus gallus)
[~ K7GESS K7GES5_PELSI Uncharacterized protein (Pelodiscus sinensis)
I~ F1gaxz F1Q3X7T_CANFA Uncharacterized protein (Canis familiaris)
" LaLELS LoLELE_MYODS G1/5-specific cyclin-E1 (Myotis davidii)
I~ F1NGT1 FINQT71_CHICK G1/S-specific cyclin-E1 (Gallus gallus)
I~ HozFgs HOZF96_TAEGU Uncharacterized protein (Taeniopygia guttata)
" GINID7  GIN1D7_MELGA Uncharacterized protein (Meleagris gallopava)
I~ AQJLNZ ACJLMNZ2_MOUSE L Ccnet protein (Mus musculus)
" 131413 13L413_HUMAN G1/5-specific cyclin-E1 (Homo sapiens)
" FEWGAS  FBVGAS MOMDO - Uncharacterized protein (Monedelphis domestica)
I~ HoGLIg HIGLI9_ANOCA - Uncharacterized protein (Anolis carolinensis)
I~ Gawumz GIWUM2_SARHA" Uncharacterized protein (Sarcophilus harrisii)
M H2Z7YD1 H2Z7YD1_LATCH Uncharacterized protein (Latimeria chalumnae)
" ABUKES  ABUKES RABIT -1 Cyclin E1 (Oryctolagus cuniculus)
I~ AUMSA AIUMS1_XENTR Cyclin E1 (Xenopus tropicalis)
[~ FeQTPO FEQTPO_ORMNAM - ‘ Uncharacterized protein (Ornithorhynchus anatinus)
U A kivalasztott | o, v ATy (o s | T T '
KA A ST Olly, | A megfeleltetett régiok | ! Fehériék (gének) |
i sZzekvencidk | ' grafikus megjelenitése | U e fai S
i s i ; R i ésfajok nevel |
! (letoltéshez) | (oda-vissza parositds) | [

10.7. abra: Protein BLAST keresés a UniProt szerveren (human ciklin E1 fehérje)

10.2.4. Szekvenalas ellenorzése illesztésekkel. Plazmid
szerkesztok

A gyakorlatban a paronkénti illesztéseket leggyakrabban a molekularis klonok ellenérzésére hasznaljuk. A
szekvenalassal meghatarozott bazissorrendet ugyanis dssze kell hasonlitani az eredetivel. Kényelmes megoldas
lehet egy-egy BLAST futtatas akar DNS szinten, akar a leforditas utan fehérje szinten. Ennek azonban vannak
bizonyos hatuliitéi: a BLAST elsésorban kisebb darabonkénti egyezéseket keres, igy a mutaciok, inszerciok és
deléciok esetleg elkeriilhetik a figyelmiinket. Tovabba a BLAST nem tud mit kezdeni a szintetikus, nem természetes
génekkel (pl. emberi vagy egér eredetii géndarab egy bakterialis plazmidban), igy az eredmény néha meglehetdsen
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rossz illesztés lehet. A legmegbizhatobb megoldas, ha elébb "megépitjiik" a klonunk elméletben vart szekvenciajat,
majd ezt az elméleti szekvenciat hasonlitjuk Ossze a szekvenalds altal megadottal. A bazissorrendet akar
szovegszerkesztokben is Osszeallithatjuk (megkeresve a restrikcios helyeket, és kicserélve a sziikséges
oligonukleotidokat), de nagy segitség lehet egy-egy plazmid szerkeszt6 program is. Ilyen példaul az ApE vagy
a BioEdit, amelyek ingyenesen hozzaférhetdek €s telepithetdk az internetrél. Ezek a szerkesztGprogramok
megkonnyitik az automatikus restrikcios enzim hasitohely keresést, emellett megtalaljadk a plazmidok replikacios
origdit, a gyakoribb promotereket és egyéb fontos régidkat, valamint lehetdvé teszik a transzlacio tesztelését is.

10.2.5. Tobbszoros illesztések (multiple alignments). A
Clustal programcsomag

Az egyszeriibb feladatok megoldasara a paronkénti illesztés altalaban megfelel. Ha azonban evolicios
Osszehasonlitdsokat szeretnénk kapni, akkor gyakran nagyszamu rokon szekvenciat kell egymashoz illeszteni.
Hogyan lehet ezt végrehajtani? A tobbszords illesztés probléméja szerencsére visszavezethetd a paronkénti
illesztésekre. A legtobb modern illesztdprogram el6bb végrehajtja az 6sszes lehetséges paronkénti illesztést, majd
a két legjobban illeszked6 szekvenciat kivalasztva, konszenzust képez. Ezek utan hierarchikusan haladva épiti fel
avégleges illesztést. A modszer 1ényegébdl fakadoan automatikusan generalt "torzsfat" is kapunk, amely az egyes
szekvenciak "rokonsagi" (hasonldsagi) viszonyait mutatja. Ahogy paronkeénti illesztésekre, itt is szamos kiilonféle
szoftver all rendelkezésre. Talan a legnépszertibb a Clustal programcsomag: ennek mind a helyileg telepithetd
valtozata (ClustalX), mind az interneten futd valtozatai (ClustalW2 és ClustalO) ingyenesek, és kdnnyen
hasznalhatoak. A bemeneti szekvenciadkat FASTA formatumban kell megadni (a nukleotidok vagy aminosavak
egy betiis kodsora folé kell egy fejléc-sor, amelynek ">" jellel kell kezdédnie, és egy egyedi névvel kell folytatodnia).
A program automatikusan detektalja, hogy DNS-r61, RNS-rél, vagy fehérjérdl van-e sz6, valamint hogy egyszeres
vagy tobbszoros illesztést hajtunk-e végre. A kész illesztés alatt a csillag (*) karakter jeloli a teljes egyezést, a
pontok (: és .) a kiilonféle foku részleges egyezéseket (kémiailag rokon aminosavak). Az inszerciokat illetve
deléciokat kotdjelek (-) mutatjak. A Clustal program tobbszords illesztés esetén a torzsfat is megadja, akar kladogram
(azonos aghosszak), akar dendrogram (hasonlésag-sulyozott aghosszak) formajaban (1d. 10.8. abra).

Az apoptdzist szabalyozé PEA15 fehérjék Az eredményll kapott A paronkénti

tobbszorés illesztése (a ClustalW2 szerveren) hasonlésagi fa illesztések
(kladogram) sorrendje
Sp | Q15121 |PEALS_HUMAN MAEYGTLLQDLTNNITLEDLEQLKSACKEDIPSEKSEEI TT GSAWFSFLE S50 1' 3' 4' 5'
sp | Q52048 |PEALS_MOUSE MAEYGTLLQDLTNNITLEDLEQLKSACKEDIPSEKSEEI TT GSAWFSFLE S50
Er |Q2KPTS | Q3KPTE_XENLA MEEYDSLLQELTENITNEDLDL LKSACKEDIPSEKSEQIASCQEWFSFLE 50 PEA1S HUMAN \
Er |H3A592 |H3AS92_LATCH MAEYNALLDDLMDNITNEDLEQLKSACKEDIPSDKSEEI TCSKEWFNFLE S50 -
tr |E7FEHS | ETFEHS_DANRE MSEYSSLLSDLSENITNEDLEQLKSACKEDI PEEQSNSIACSRDWESYLE 50 (ember)
£r |HZSKES |H2SKBS_TAKRU MAEYTSLLSDLSENITNEDLEQLKSACKEDIPEDQSNNI TSSKEWFSYLE S50
*ORK cRE oK HAN WNK . AXANANNNAN - ok K LA S 4 PEA15_MOU5E
(e0er)
Sp | Q15121 |PEALS_HUMAN SHNKLDKDNLSYIEHIFEI SRRPDLL TMVVDYRT RVLEISEEDELDTHKLT 100
5P| Q62048 |PEALT_MOUSE SHNKLDKDNLSYIEHIFEISRRPOLL TMVVDYRT RVLKISEEEELDTHKLT 100 Q3KPTG6_XENLA
Lr |Q3KPTE | Q3KPTE_XENLA KHEKLSKDNLSYIEHIFEISRRPOLL TMVIDYRT KVLKISAEEELDTHKLT 100 (karrnn_sbeka}

£r |H3ABSZ |H3AG92_LATCH
tr |E7FEHS | E7FEHS_DANRE

KHEKLSKDNLSYIEHIFEL SRRPOLL TMVIDYRT KWVLKISEDEEIDTHLT 108
FNOKLAQDNLSYIEHIFEL SRRPOLL TRVIEYRT TVLKISEDDEIDTHLT 108

£ |HZSKES | HZSKES_TAKRU KNDKLAQDNLSYIEHIFET SRRPDLL TRVWEYRT TVLKISEDDEIDTKLT 100 H3AG92_LATCH
LR E rRREREAREKR AR RXARTRRL Kook TH RAREE ok o HREER (bojtosiszds hal) 2
5P| Q15121 |PEALS HUMAN RIPSAKKYKDI IRQPSEEEITKLAPPPKKA 130 E7FEHO_DANRE
5p | 062048 | PEALS MOUSE RIPSAKKYKDI IRQPSEEEITKLAPPPKKA 130 (zebradinio)
£r | Q3KPTE | Q3HPTE MENLA RIPSAKKYKDI IRQPSEEEITKLAPPPKKA 130
£r |H3ABDZ | H3AB9Z_LATCH RIPSAKKYKVELFPPTRNSIFPLVPPOFDH 130
tr | E7FEHS | E7 FEHI_DANRE RIPSAKKYKDI IRQPSEDE ITKLAPPPKKA 130 HZS.“BsrT‘;R’#
tr |H2SKBS |H25KES_TAKRU RIPSAKKYKDI IRQPSEDE ITKLAPPPKEA 138 (lapan gombhal) )

L R T

10.8. abra: Tobbszoros szekvencia illesztések (példa: human PEA15 fehérje). Az abra jobb oldalan az illesztés
alapjan osszeallitott kladogram lathato.

10.2.6. Evolucidésan konzervalt elemek azonositasa

A rendelkezésiinkre all6 nagyszamu teljes genom lehetdvé tesz egy teljesen 11j megkozelitést a molekularis
biolégidban. Ma mar viszonylag nagy megbizhatdsagu konzervaltsagi analizist tudunk végezni a legtdbb gén vagy
fehérje esetében. A tobbszoros szekvencia-illesztések rendkiviil értékes adatokkal szolgalnak. Az a tény, hogy
egy gén vagy fehérje miikodéséhez nélkiilozhetetlen elemek az evolicid soran hosszan megmaradnak, magatol
értetddd. Ezen allitas megforditasa, hogy a konzervalt elemek egyben fontosak is a makromolekula miikodéséhez,
altalaban nem igaz. Ha azonban elegendden tavoli organizmusokat vizsgalunk (pl. ember, béka és hal vagy csiga,
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fonalféreg és ecetmuslica), ahol a véletlen mutaciok mar szinte minden olyan poziciot kicseréltek, amely nem volt
abszolut nélkiilozhetetlen, akkor a megforditas is igazza valik. Ilyen esetekben a tobbszoros szekvencia-illesztések
rendkivill értékes adatokkal szolgalnak. Ezekhez az elemzésekhez nincs sziikség semmiféle szerkezeti ismeretre;
igy egy hasznos kiegészito technika lehet a kisérletes eredmények értelmezésére vagy akar ellenérzésére. Példaul
a DNS-ben talalt hosszi konzervalt szakaszok legtobbszor az exonoknak felelnek meg, mig a koztes, alig-alig
konzervalt szakaszok lesznek az intronok. Hasonloan, a fehérjékben lathatd, hosszan konzervalt blokkok altalaban
a szerkezettel rendelkezd doméneket mutatjdk meg, mig a meglrzott aminosavakat nem mutatd szakaszok
legtobbszor rendezetlenek. Az egyébként teljesen valtozatos fehérjeszekvencia kdzepén itt-ott talalhato, révid
konzervalt szakaszok a molekuldk dsszekapcsolodasat segitd felismerd elemeknek (linearis motivumoknak)
felelhetnek meg. Ugyanigy, a gének promoterében taladlhatd konzervalt "szigetek" igen gyakran a transzkripcios
faktor kotohelyeket jelzik. A modszer hasznalatdhoz minddssze arra van sziikség, hogy megtalaljuk azt az optimalis
evolucios tdvolsagot, ahol a kérdéses gén vagy fehérje miikodése még kozel azonos, viszont a szekvencia mar
eléggé kiilonbozo. Feltéve, hogy a szekvencidk megbizhatdak, az adatbazisbol BLAST segitségével nyert talalatok
ovatos illesztése ilyenkor nagyon sok informaciot nyujthat. (1d. 10.9. abra)

gerincesek Ciklin E1 génjei ValészindsithetSen rendezetlen (sajdt szerkezet nélkiili) fehérje-régio
(josolt fehérje-szekvenciak) Linearis motivumok Linearis motivum
SR 77T
CCNEL HUMAN (ember) MPRERRERDAFERDTMEE DG GAEFSARS HKRKANVTVFLQDF'DEEHPKIDRTAHDQCGSQ-F'NDNNAVE'ADF'CSL'IF'T FEDD- DRWYPNSTCKPRILA 93
CCNE1_MOUSE (eger) MPR.- - -ERDS TDHSNHKEEGGSDLEVRS HKRKANVAVFLQDF'DEEEHKIDKI’VKEEDSSQ-F'NDDNSAENDF'CSI#IF‘T FEEDNELEYPRTAFQPRKIR 26
CCNEL CHICK (héZit)’ﬂK) MRRE- - SDCAEEKAFPAKGE EG GAE ITVRARKRKADVATF LQOPDEET MK IEMSRHKQYEND - LSWNN- INKDPHMUI PTPDKDDD- PVGVDY SHFIHLNVA 95
CCNEZ_XENLA (larn'osbém) MPWVI- -SNFA\EKS-Tmme¢\m F{KRKADVTIFLQDF'DI:_TLbSLEMTKKKQYQDRGF'WSNEMTCKSF‘HKL:IF‘TF#EKEEHEF'NF'TNYSHFASLRFS a7
HZZ¥D1_LATCH (bDj toslszds hal) MPRK- - RSDQAGNIAT KAEESSDUSTHP RERKANVAICLQDPDEETWE IQATKHKREHE TEP FWNSNPDLS SPSRUL PTPOKEVDEVVP IDSCSHAHSESR 92
CCNE1_DANRE (zebradinid) MPSK- -KVLQ TEHINT TDEAPKT TSVRF RKRKADVAIHLGDPDEEV]T- - EMTRKKQCASQACWNF DTG YT SPCRAIPTH- DEVEEFVAFGSVGFTQYASE 95
QOPVTT_CARAU (aran‘yhal) MPSK- -KVLRTEQFNT TD EAF'ICI'PF\«"RF' RKRKADVAIHLQDF'DEEE:S- -EMTRN(F'CQSQACNNF‘DTGWSF‘CRHIIF'TF'I- DEVEEPVAVGEVGFAQYASE 95
* . . . . . . . * [R5 5" .

foroawEwr g amwawx g |

Ciklin domén

P o o e

CCNEL HUMAN  (ember) PS----- RGEPLPVLSWANREEVWK IML NKE KT YL RDQHF LEQHPL LQPKMRA IL LDWLMEVCEVYKL HRETF YLAQDFFDRYMATQENWKT LLQLIGT | 193
CCNEL MOUSE  (egér) PP----- RASPLPVLNWENREEVWRTMLNKE KT YL RDEHFLQRHPL L QARMRAVL LWL MEVCEV YKL HRETF YLAQDFFDRYMASQHNIT KT LLQLTGT | 181
CCNEL CHICK (hdzityiik) ST----- RSEPLP TLGWANRDODVWKNMI NKEET YVRDKLY MQRHPL LQPKMRT IL LDWLMEVCEVYKL YRETFYLAQDFFDRFMATQQNWIKTLLQLIGT | 190
CCMEZ_XENLA  (kmrmosbéka) Py - - SVEPLPRLGWANGDDVWRNML NKDR YL ROKNFFQKHPQLQPNMRATL LDWLMEVCEVYKL HRETF YLAQDFFDREMATQKNVIKSRLQLIGT | 192
H2ZY¥D1_LATCH (bojtosiszds hal) SMWLF -NRSSPLPVLSWASQNDVWKNMI RKEEMYVKDKRFEMQRHPL LQPKMRATL LDWLMEVEEVYKL HRETFYLAQDFFDRFMG TQQNWKTRLQLIGT | 137
CCHEL DANRE  ({zebraddnis) SIFITPTRETPLPAL CWA SKDEVWNNLL GKDKL YL ROT RVMERHPN L PKMRA TL LIWLMEWC EVYKL HRETFYLEQDYFORFMATOENVLKT TLQLIGT | 185
Q9PVTT_CARAL (araryhal) NIFVTPTRS]PLPALCWASRDDVWNNLL RKDKL YLRDT HVMERHPHLQPKMRATL LDWLIEVCEVYKL HRETFYLGQDYFDRFMATQENVL KT TLQLIGT | 195

BEEE K K| yaakk | ay Ky Kpak PraEE KR KR s REREA R RRRR AR RENENR R WAR N ok kerky KAEERE
|

Rendezett (sajdt bels6 szerkezettel rendelkezd) fehérje-domén

10.9. abra: Evolucios analizis tobbszoros szekvencia-illesztés alapjan (szerkezeti €s szekvencialis predikciok)

10.2.7. Automatizalt modszerek a szekvenciak
elemzésére

A bioinformatika egyik legnagyobb kihivasa, hogy ismeretlen makromolekulék tulajdonsagait kell6 biztonsaggal
meg lehessen josolni. Ezekre az elorejelzésekre (predikciokra) szamos moddszer all rendelkezésre, itt csak a
leggyakrabban hasznalt néhany algoritmus alapjait fogjuk attekinteni.

10.2.7.1. Pontozématrixok (PSSM: Position Specific Scoring
Matrices). Logék

Abban az esetben, ha csak egy-egy rovid, jol definialt szakasz felelés a DNS, RNS vagy a fehérje adott biologiai
funkcidjaért, viszonylag egyszerli feladat joslatokat adni. Ezeket az elemeket szoktak linearis motivumoknak
nevezni. Példaul az allatvilagban megtalalhato ugynevezett SH3 domén egy konzervalt szerkezeti elem, és olyan
partnerfehérjékhez kotddik, ahol (a fehérje rendezetlen részén) két prolin egymastdl harom aminosav tavolsagra
van, 6ket pedig megfeleld pozicidoban egy arginin koveti. Ilyesfajta szekvenciak azonban o6ridsi szamban vannak
a fehérjékben: nagy résziik nem tud SH3 doménekhez kotddni. Hogyan tudjuk mégis jo eséllyel megmondani,
hogy melyek a valédi motivumok? Minden ilyen interakcid a polipeptidlanc specialis szerkezetével fligg ssze,
amely ,,0sszefér” a partner domén felszinével. A szerkezetnek azonban pontosan tiikkrozédnie kell az aminosav-
Osszetételben és sorrendben. Ha az ismert példak szekvenciait megfelelé modon illesztjiik, latni fogjuk, hogy
nemcsak a Pro vagy Arg aminosavak a rogzitettek, hanem a kdztes poziciokban is hatarozott preferenciak lathatoak.
Ezeket pozicid szerinti (20 tagti) vektorokkal lehet kifejezni, az 6sszes vizsgalt pozicio vektorai pedig egy pozicio
specifikus matrixot fognak kiadni, amelyet PSSM-nek roviditiink (Position Specific Scoring Matrix). A szekvencia-
preferencidkat leglatvanyosabban tin. szekvencia logé formajaban lehet abrazolni: Itt minden egyes betii (szimbdlum)
magassaga aranyos a matrix neki megfelel6 stlyaval (ezt a gyakorisag értéket az y tengelyen az adott szimbolum

120

http://www.renderx.com/



render

Bevezetés a bioinformatikaba

informacio tartalmaval, bit-ekben fejezik ki). (I1d. 10.10. &bra) Magat a matrixot pedig fel lehet hasznalni a tobbi,
potencialis motivum josaganak vizsgalatara is: azok a talalatok lesznek a legesélyesebbek arra, hogy valoban
mitkodéképesek legyenek, amelyek szekvencia-eloszlasa leginkabb hasonlit a mar ismert példakéra. Sajnos a
modszer alkalmazasa feltételezi azt, hogy nagyszamu, kisérletesen azonositott motivumot ismeriink, amelyek mind
egyforma modon kdtddnek a partner molekulak felszinéhez: a gyakorlatban ezért gyakran pontatlan eredményeket
kapunk.

Funkcida nelkili rész Linearis motivum Funkcida nelkili rész

Crk-kétésrr; specifikus P-x-x-P-X-RIK
aminosav-preferencia alapmotivum

10.10. &bra: A human Crk fehérjéhez kot6do peptidek szekvencia logdja

10.2.7.2. Rejtett Markov-modellek (HMM: Hidden Markov Models)

A legtobb bioldgiai funkcid nemcsak egy-egy rovid motivum jelenlététol vagy hianyatol fiigg, hanem nagyobb
szerkezeti blokkok jelenlétét feltételezi. Ezek a blokkok azonban minden esetben lebonthatéak elemi motivumokra:
a motivumok sorrendje pedig altalaban rogzitett, a hossza viszont valtozatos lehet. Példaul egy eukaridta gén
esetében a promoter régié utan exonok kdvetkeznek, kozottiik intronok, azok utan pedig egy poliadenilacios hely,
mindegyik jellemzd szekvencia-6sszetétellel. Ezen ismereteket fel lehet hasznalni példaul a gének automatizalt
joslasara. A rejtett Markov-modellek (Hidden Markov Models) a bioinformatika "nagyagyti", amelyeket
pontosan ilyen problémak megoldasara dolgoztak ki (1d. 10.11. abra).

Maga a modell nem mas, mint egy graf, amely allapotokbdl (csticsokbodl) és allapot-atmenetekbol (élekbdl) all.
Az egyes allapotok kozotti atmenet mindig megadott valoszintiséggel lehetséges. Az egyes allapotatmenetek pedig
fiiggetlenek a megel6z6ektdl (a fenti példaban: az exonban haladva minden nukleotid utan egyforma valdszintiséggel
folytatodhat az exon vagy kdvetkezhet egy intron, és ez nem fligg attol, hogy mennyi nukleotid volt mar elétte).
A statisztikdban az ilyen rendszereket hivjak Markov-lancnak.
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Nem kdédolé ---*{ Promoter
p=0.01

p=0.35 p=0.05 p=0.25
p=0.35 p=0.05 p=0.25
p=0.15 p=0.45 p=0.25
p=0.15 p=0.45 p=0.25

Reijtett valtozo: Ne Ne Ne Ne Pr Pr Pr Pr K6 Ko Ko

—_— . —— —— —— —— —— ——= —— ——

Atmenet-valészinijségek; 9.99 9.99 8.99 ©.81 @.75 0.75 ©.75 ©.25 0.98 0.98

Megdfigyelt szekvenciaz: A T T A 6 € 6 € A T 6

10.11. abra: Példa a rejtett Markov-modellek alkalmazasara

Ez a lanc pedig azért rejtett, mert nem figyelhetjiikk meg kdzvetleniil a bels6 allapotokat (pl. intron/exon), csak egy
attol fliggd kiils6 valtozot (példaul a nukleinsav-Osszetételt). Vegyiik a kdvetkezo, egyszerli modellt: egy képzeletbeli
organizmus génjeiben a nem kodolo régiok A/T gazdagok, a promoter régié nagyon G/C gazdag, mig a kodolo
régid nukleotid eloszlasa egyenletes. Az erre az ismeretekre felépitett rejtett Markov-modell alapjan pontosan ki
lehet szamolni hogy a genomban legval6sziniibben hol vannak a fehérje-kodold gének. A triikkk az, hogy minden
egyes allapot atmenetkor dsszeszorzodnak a valosziniiségek, és a végén vissza lehet szamolni (szamitogéppel) az
egyes allapot-utakhoz tartoz6 egyedi valdsziniiségeket. Az efféle modelleket nagyon széles korben hasznaljak: de
ezek felépitéséhez komoly mennyiségli kisérletes adatra van sziikség.

10.2.7.3. Neuralis halé médszerek (Neural net)

A biologiai gyakorlat tele van olyan problémakkal, ahol viszonylag kevés és nehezen rendszerezhetd kisérleti adat
all rendelkezésre, és ezek alapjan kell komplex joslatokat adni egy masik rendszer viselkedésére. Az ilyen esetekre
nehéz egzakt statisztikai modelleket alkotni. Viszont e nélkiil is lehetséges joslatokat adni, méghozzad olyan
mddszerekkel, mint a neuralis halé algoritmusok. Maga a neuralis halé6 nem mas, mint az agykéregrol "lemasolt"
szamitogépes modell. Az egyes esomépontok ("neuronok") egymas feletti rétegekben talalhatoak: a legfelsod réteg
kapja a direkt bemenetet (a nyers informaciot hordozo valtozok formajaban), az ez alatti rétegek pedig mindig a
megel6z6 réteg csomopontjaiban levd (szamszerit) valtozok kiilonféle logiai kombinaciot kapjak (pl. "és" operator,
"vagy" operator, stb.). A végén, a legalso réteg kimenete fogja megadni a kivant joslatot. A rendszer mitkk6déséhez
elébb "tanitasra" van sziikség: ismert tulajdonsagn példak feldolgozasaval a neuralis haloban eldbb rogzitjiik a
rétegek kozotti logikai kombinaciokat. Csak ez utan kovetkezhet az ismeretlen mintak elemzése. A neuralis halo
miikddésének hatékonysaga a tanitd példaktol fiigg: elegendd szamu példaval megfeleld mindségli modellt és
viszonylag megbizhato joslatokat kaphatunk. Megjegyzendd azonban, hogy a neuralis halé nem csodaszer: abban
az esetben, ha egzakt modell felallitdsara megvan a mdd, az gyakran jobb eredményeket nytjt, mint a neuralis halo
modszer.

10.2.7.4. A Bayes-statisztika és a dontéselmélet alapjai (Bayesian
inference)

A legutoljara emlitett, fontos matematikai modszer a Bayes-statisztika. Ezt nemcsak a bioinformatikai joslasokra,
hanem a kisérleti eredmények kiértékelésére is fel lehet hasznalni (vagyis az elméleti modellek ellenérzésére). Az
egész Bayes-statisztika egyetlen fontos fogalommal kapcsolatos: ez a feltételes valoszinliség. Amikor a kisérleti
rendszeriinkben egynél tobb véletlen valtozot figyeliink meg egyidejlileg, akkor nemcsak az egybeesések k6zos
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valoszintségét lehet kiszamitani (P(A=x, B=y): Mi a valosziniisége hogy A és B egyszerre x illetve y értékii?),
hanem a feltételes valosziniiségeket is, mint példaul P(A=x|B=y) (Mi a valosziniisége hogy A=x, ha azt taldaljuk
hogy B=y?). A feltételességet a képletbe tett fiiggdleges vonal jeldli, és mindig az els6é valtozordl van szd, a
masodiktol fiiggéen. A kétféle, "forditott" P(A=x|B=y) és P(B=y|A=x) feltételes valdsziniiségek altalaban
kiilonbozbek: itt a két ellenkez6 iranyt logikai kovetkeztetésrol van sz6. Vagyis: ha A-bol kovetkezik B, ez még
nyilvanvaléan nem jelenti azt, hogy B-b6l is kdvetkezik A. Tegyiik fel, hogy a kisérletiinkben az A valtozo rejtett,
nem mérhetd (de ezt akarjuk tudni), viszont van egy téle P(B|A)-szerint fliggd B valtozo, amit meg tudunk mérni.
Az altalunk tanulmanyozott B valtozé méréseibdl szeretnénk az A-ra kdvetkeztetni. Ha csak a B valtozot tudjuk
megfigyelni, akkor a kisérleti rendszerb6l adodo P(BJA) feltételes valosziniiség 6nmagaban még nem mondja meg
hogy mi lehet az A valtozo legvalosziniibb allapota. Ehhez a forditottjat, P(A|B)-t kellene tudnunk! Szerencsére
van egy képlet, amely segitségével a kétféle feltételes valoszinliség: P(A|B) és P(B|A) atszamolhatoak egymasba.
Bayes tétele szerint:

P(B|A) - P(A
p(aB) = ——2L 22 LD[JB)‘ )

Az egész dontéselmélet Iényegében ezen az egyetlenegy képleten alapszik. Mindig az A valtozo azon értékére kell
szavaznunk, amelyre a P(A|B) valosziniiség (a mért B-vel) maximalis. Ekkor lesz a dontésiink hibaja a legkisebb.
A forditott, P(B|A) értékek a kisérleti rendszer alapjan hatarozhatéak meg, a P(A) valoszinliségek pedig elézetes
mérésekbdl, vagy akér az irodalombol becsiilhetéek. igy donthetiink két vagy tobb rivalis hipotézis, vagy akar
tudomanyos elmélet kozott is.

10.3. Nukleinsavak tulajdonsagainak joslasa

10.3.1. Leolvasasi keretek és gének joslasa

A modern vilagban, ahol az eddig ismeretlen organizmusok teljes genomjanak szekvenaldsa ma mar rutinszerQ
eljarasnak szamit, égetd sziikség van olyan modszerekre, amelyekkel a nyers szekvencidkban teljesen automatizalt
moddon meg lehet keresni a fehérjekddold géneket. Az elsd és legfontosabb feladat minden ilyen esetben a helyes
nyitott leolvasasi keret (ORF: open reading frame) megtalalasa. Mindez egy nagyon egyszerii elven alapszik:
egy START kodon jelenlétén és a STOP kodonok hidnydn. Mivel a nem-kodolo régidk nincsenek semmiféle
nyomasnak kitéve a kodon-Osszetételiiket tekintve, a STOP-ok véletlenszertien gyakran fordulnak benniik el6. Ezt
egyszer moédon mi is kiszdmithatjuk. Tegyiik fel, hogy a vizsgalt genom nukleotid-eloszlasa (jo kdzelitéssel)
egyenletes. Ebben az esetben minden harom nukleotidonként 3/64 valdsziniséggel talalunk stopot, tehat p=0.047
valészintiséggel ér véget a leolvasas és 1-p=0.953 valdszintiséggel folytatddik. Legalabb két kodont (1-p)"2
valoszintiséggel olvashatunk le, legalabb harmat (1-p)*3-nal, stb. A latszélagos ORF-ek hosszisaga igy exponencialis
eloszlast fog kdvetni:P(x)~(1-p)"x, vagyis pontosabban:

P(x) = -In(1-p))*exp(x*In(1-p)).
Ennek varhato értéke:
-1/In(1-p) = 20,8 kodon

(azaz 62,5 nukleotid). Ez lesz az atlagosan leolvashat6 szekvencia hossz, amennyiben véletlenszerti szekvenciat
probalunk leforditani. Ugyanez a helyzet, ha egy kddold régiot nem a megfeleld keretben probalunk leolvasni. Ha
a gyakorlatban azt talaljuk, hogy tobb szaz, esetleg tobb ezer nukleotid hosszan értelmes leolvasast kapunk, annak
a valoszinlisége, hogy ez véletlen lesz, igen kicsiny (a fenti eloszls birtokaban ezt pontosan ki is szamolhatjuk).
A modszer igy nagyon alkalmas arra, hogy akar kézzel meghatadrozzuk a DNS szekvencidnk helyes leolvasasi
keretét, példaul a klénunk szekvenaldsa utan. Ha nincs delécionk vagy inszercionk, altalaban az a keret lesz a
helyes, amelyben a leghosszabban értelmes szekvenciat kapjuk. igy miikodnek az ORF-keresé prediktorok (pl:
OREF Finder), és ezt hasznaljak ki az automatikus gén-annotald szoftverek is (a prokariota génekben nagyon ritkédk
az intronok). Réadasul a legtobb bakterialis gén igen jellemz6 promoter szekvenciakkal kezdddik (-35 régio és a
-10 "Pribnow box" motivumok, Shine-Dalgarno szekvencia a transzlacios start hely el6tt). A rejtett Markov-modell
alapti modern génjosold programok, mint pl. a GLIMMER igy képesek a bakterialis genomok csaknem teljes
génallomanyat elére jelezni.
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10.3.2. Gén meghatarozas cDNS alapjan. Eukariéta gének
analizise

A fehérjét kodold géneket természetesen kisérletes uton is meghatarozhatjuk. A reverz transzkripciéval cDNS-re
atirt, érett mRNS-ek szekvencidit 6sszevetve a genomikus DNS-sel, pontosan meghatarozhat6 az atirddott régio
kiterjedése. Amennyiben a cDNS konyvtar nem tartalmazza a teljes hosszisagi mRNS-t, csak rovid darabokat,
ugynevezett EST-ket (Expressed Sequence Tag), a helyzet valamivel nehezebb. Ilyenkor el6bb szamitogépes
analizissel Ossze kell rakni az Osszetartozd EST-kbol a teljes mRNS varhatd szekvencidjat (ahogy a genomi
szekvenciat is a rovidebb kontigokbdl lehet 6sszeallitani). A teljes cDNS ismeretére azért van sziikség, mert igy
konnyen megadhatdak az intron-exon hatarok is. Noha az intronok kivagodasi helyei (splice sites) jellemzd
szekvenciakkal rendelkeznek, az intronok €és exonok - csak a genomi DNS-sen alapul6 - josldsa ma is nagyon
nehéz feladat. Ennek az egyik 6 oka, hogy a szerkezetileg "unalmas" DNS-sel ellentétben az egyszala RNS-eknek
nagyon komplex térbeli szerkezete lehet, rdadasul rengeteg, ma még kevéssé ismert RNS-kot6 fehérje befolyasolja
az intronok felismerését. Tovabbi nehézség, hogy az eukaridta promoterekben nincsenek kotelezd elemek (a
Pribnow-box homologja, a TATA-box az egyik leggyakoribb elem, de ez is csak a gének 10%-aban talalhaté meg).
Ezen okok miatt az eukariota gének automatikus analizise sokkal nagyobb kihivas, mint a prokariotaké. A kivagasi
(splice) helyek predikcioi ma is meglehetésen pontatlanok: az adatbazisokban szerepld, genomikus DNS-b6l josolt
fehérjékben bizony gyakoriak a hibasan megadott exonok. A transzlacios start hely joslasa is bizonytalan lehet. A
legtobb eukariota mRNS-en a metilguanozin-sapka utani els6 AUG kodont tekintik a transzlacios start helynek,
de ez a sejtben nem mindig van igy. Az eukaridta gének transzlacids kezd6pontjat az elsé kodont korbevevo
szekvencia kornyezet (az ugynevezett Kozak-szekvencia) hatdrozza meg. Nagyon er6s kontextus esetén el6fordulhat,
hogy nem AUG, hanem mas (pl. CUG) kodonnal indul el a fehérjeszintézis. Gyenge kontextus esetén pedig a
riboszéma "atugorhatja" az els6 AUG kodont. Sajnos ezeket a kiilonlegességeket a mai prediktorok egyaltalan
nem veszik figyelembe, ahogy az IRES-eket (Internal Ribosome Entry Site) sem. A szokatlan helyen kezd6do
fehérjeszintézis kisérleti bizonyitdsa sem egyszerti (N-termindlis fehérje szekvenalasra van sziikség). Eukariota
gének elemzésére ezért Gjabban egyre nagyobb mértékben hasznalnak evoluciés moddszereket is: igy az atirt
szekvencia, az exonok pozicidja és a transzlacids start helyek joval nagyobb megbizhatdsaggal josolhatoak.

10.3.3. DNS és RNS szerkezetek joslasa. Oligonukleotid
tervezés

A dezoxiribonukleinsav volt az els6 a bioldgiai makromolekulak koziil, amelynek a szerkezetét sikeriilt exakt
modon, rontgenkrisztallografidval meghatarozni. Ebben az is szerepet jatszott, hogy a DNS szerkezete meglehetdsen
szigoruan rogzitett: a dimer két szala kozotti kapcsolodast az egymadssal szemben 1évo bazisok parosodasa és az
egymads alatti bazisok kozotti masodlagos kotderdk (delokalizalt elektronpalya kdlesonhatasok: pi-pi stacking)
adjék. Ez a szerkezet annyira stabil, hogy csak nagy ritkan - példaul az eukariota telomereken - képesek az egymassal
szembeni monomerek "kihurkolodni". Mivel a sejtben megtalalhatd RNS-ek oroszlanrészének nincs komplementer
parja, az 6 esetiikben a stabilitas alapja teljesen mas lesz. A f6 kdlcsonhatdsokat itt is a bazisparosodasok és a
bazisok atlapolddasa fogja adni, de ezek az egyszali molekulan beliil, 6nmagukba hurkolédva fognak kialakulni.
Az eredmény minden esetben egy komplex térszerkezet. A rovid, egymassal kettdshélixben parosodo, hajtiikanyar
szakaszok (stems) kozotti részek kihurkolédhatnak (loops), néha pedig - ahol tobbféle szakasz parosodik egymas
utan - komplex csomok (knots) is 1étrejohetnek. A belso szerkezetnek komoly szerepe van az RNS-ek biologiai
funkcidjaban: elég csak a riboszémakra vagy a tRNS-ekre gondolni. A korabban emlitett Kozak szekvencia is egy
"nyeles hurkot" (stem-loop structure) képez az iniciator kodon koriil: a szerepe nem kozvetleniil a riboszoma
kotése.

Mivel a nukleinsavak masodlagos (és harmadlagos) szerkezetének kialakuldsat 1ényegében csak a bazis-
komplementaritas vezérli, kisebb molekuldk esetén az alapvézat sokszor kdnnyti in silico megjosolni. Ilyenkor
madd van az egyes lehetséges alternativ konformaciok energidinak becslésére, és a legstabilabbak kivalasztasara.
Szamos szoftver all rendelkezésre a nukleotidszalak szerkezetének kiszamitasara (RNA123, KineFold). Talén az
egyik legkényelmesebb modszer az mFold szerver hasznalata (1d. 10.12. abra). A természetes RNS-hez hasonloan,
a szintetikus, rovid DNS-oligonukleotidoknak szintén lehet belso szerkezete (Primer Premier, DNASTAR) Ha
egy primernek szant DNS oligonukleotid dnmagaba hurkolddik, az ronthatja vagy esetleg lehetetlenné is teheti a
PCR reakcid kivitelezését. Ezért ujabban tobb erre szakosodott cég is javasolja, hogy in silico modszerekkel
ellendrizziik az oligonukleotidunk lehetséges belsé szerkezeteit, az ahhoz tartozé elméleti energiakat és
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"olvadaspontokat", miel6tt megrendelnénk a PCR primereinket. Jo esetben ezeknek a szerkezeteknek illik megsziinnie
a PCR-hez hasznalt anellalasi homérsékleten

PA'_.
- 4 ¥ nicidtor AUG kodon

i 5 (hosszi izoforma)
Bdzispdrosodds
nélkili hurok Nyeles hurok szerkezet

("stem-loop" structure)

e, daKozak szekvencia

-
=

Intramolekuldris kettds . Sty bt
helix szerkezetl szar )

A Hajtlkanyar ("hairpin")

Hurkokkal megszakitott
hosszil hajtiikanyar

10.12. abra: A humén JNK mRNS josolt szerkezete az mFold programmal

10.3.4. Nukleinsavak "olvadaspontja"

A nukleotidok szerkezetjoslasaban szerepet jatszo energiatényezoket egyszeriibb, és sokkal gyakorlatiasabb célokra
is fel lehet hasznalni. Ki lehet szamolni példaul a nukleotidok és nukleotid-parok denaturacios hémérsékletét: ezt
a gyakorlatban legtobbszor csak "olvadaspontnak" (T,,: melting temperature) nevezik. Ez természetesen érzékenyen
fiigg a DNS (vagy RNS) monomer-dsszetételétdl: a C-G parok harom, mig az A-T parok csak két hidrogénkdotésre
képesek, ami alacsonyabb kotési energiakat fog okozni az A/T gazdag molekulaparokban. A legrégebben ismert
kozelités az oligonukleotid-parok olvadaspontjara az un. Wallace-szabaly:

T,, (°C) = 2*N(A+T) + 4*N(G+C).

Itt az olvadaspontot kdzvetleniil az egyes parok tipusabdl becsiilhetjiik (N(G+C) = G/C parok szama, GC%= G/C
parok aranya). Ez a szabaly csak 20-40 nukleotid hosszisagu tartomanyban igaz, de ott is elég gyenge kozelitésnek
szamit. Ennél sokkal jobb becslést ad - kiilondsen az 50 nukleotidnal hosszabb parokra - az alabbi, szintén kdzismert
képlet:

T,, (°C) = 81.5 + 16.6*log([Na']) + 41*GC% - 600/L.

Itt figyelembe vettiik nemcsak az oligonukleotid hosszat (L), de az oldat ionersségét (pl. [Na']) is. Az eddig
emlitett képletek azonban mind csak empirikus kozelitések és meglehetdsen korlatozott pontossaggal igazak csak.
Belso szerkezetek joslasara egyik sem alkalmas. A mai korszerti T,,, becslések a kotési energia kdzvetlen szamitasan
alapulnak. Tudjuk, hogy egy-egy komplementer nukleotid par dnmagéban még nem képes stabil kdtodésre (mert
nem tud pi-pi kolcsonhatasra 1épni a szomszédjaval). igy nem az egyedi nukleotid parokat, hanem a parok parjait
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vessziik figyelembe. A kozelités neve ezért "a legkozelebbi szomszéd modszere" (Nearest-neighbour method). A
kotési energiakat mar minden szomszéd-parra megmérték, igy konnyen rendelkezésre allnak (az dsszegiik is). A
szamitas pedig a kovetkez0, ismert termodinamikai dsszefiiggésen alapszik:

AG = - R*T*In([A]*[B]/[AB]).

Mivel T,, az a hémérséklet, ahol a parok pontosan fele disszocialt, ezért ha csak a dimer DNS-b6l indultunk ki,
akkor

[A] = [AB] = [ABlyiindulasi’2
gy a
Tp=- AG / (R*In([ABlyiindulasi’2))-

A megfeleld, egyedi AS és AH értékek ismeretében ez szamitogéppel konnyen kiszamithato. A s6 koncentracioval
valamint a terminalis nukleotidok gyengébb kdtésével (A) korrigalva jo egyezést kapunk a kisérletes adatokkal.
Maga a teljes képlet a kdvetkezd :

T, (°C) = AH*1000 / (A + AS + R*In([DNS giner)/2)) - 273.15 + 16.6*log[Na'].

Ezt a képletet hasznaljak az internetes "oligd kalkulatorok", és a nukleotid szintézisre szakosodott cégek oldalai
is. Sajnos 50-nél hosszabb nukleotidok esetében a szomszédossagi modszer hatékonysaga csokken: igy ez a képlet
nem josolja meg egész plazmidok vagy kromoszomak denaturacios hémérsékletét

10.4. Fehérjék tulajdonsagainak joslasa

10.4.1. A fehérjék egyszerii fizikai tulajdonsagainak
becslése. Reverz transzlacio

Hasonl6an a nukleinsavakhoz, a fehérjék szamos elemi tulajdonsagat is konnyen kiszamolhatjuk a szekvencia
ismeretében. A molekulatomeg szamitasa akar papiron is elvégezhetd, ugyanigy a molaris abszorbancia (extinkcios
koefficiens) kiszamitasa. Utobbihoz csak az egyes, az UV tartomanyban elnyelé aminosavak elemi extinkcios
egyiitthatoira van sziikség. Mindezeket azonban kdnnyebb szamitégépes programmal elvégezni. Vannak azonban
olyan paraméterek, amelyeket "kézzel" kiszamolni meglehetésen faradsagos lenne: ilyen példaul az izoelektromos
pont szamitasa. Egyedi, semleges aminosavak esetén, ahol az egyes savi (pK,) és bazis (pKy) allandok messze
esnek egymastol, az allandok szamtani kézepével a pI konnyen megbecsiilhetd. Ez azonban nem igy van a nagyobb
peptideknél, vagy fehérjéknél. Mivel az egzakt szamitas - még elhanyagolasokkal egyiitt is - hosszadalmas,
szamitogépes programok hasznalata sziikséges. Ezek az algoritmusok is altalaban kozelitésekkel talaljak meg a pl
értékét: nevezetesen, felveszik a becsiilt titralasi gorbét, és megkeresik annak metszéspontjat az x-tengellyel. Ehhez
a szamitashoz persze bizonyos elhanyagolasokat kell tenni. Ilyenkor is altalaban azt szoktuk feltételezni, hogy a
pK, és pK, értékeket nem befolyasolja a molekularis kdrnyezet, valamint azt hogy minden aminosav érintkezik
az oldoszerrel. Ezért a becsiilt pl is inkabb csak a peptidekre érvényes, nagyobb fehérjékre nem, legalabbis nativ
allapotban nem. Bizonyos programok megjelenitik a teljes titralasi gorbét: ez sokkal jobban alkalmas a tisztitasi
folyamat (pl. ioncsere) tervezéséhez, mint a pl egymagaban, hiszen megadja az elméletileg vart, atlagos toltésszamot
az illetd pH tartomanyban. Ezek és sok mas fizikai paraméter kiszamitasara alkalmas internetes programcsomagot
tartalmaz az ExPaSy oldala. Nukleinsavak és fehérjék tulajdonsagait egyarant josolhatjuk a Sequence Manipulation
Suite (SMS2) javascript alapu programjaival. Itt még komplexebb feladatokat is elvégezhetiink. Példaként emlitjiik
areverz transzlaciot: meg kell keresni egy ismert fehérje-szekvencidhoz tartozo legvaldsziniibb DNS szekvenciat.
Mivel a DNS-kodban gyakran tobbféle kodon kddol egy-egy aminosavat, ez a megfeleltetés nem egyértelmii. Ha
azonban az a feladatunk, hogy tervezziink egy olyan mesterséges gént, ami adott (esetleg szintén mesterséges)
fehérjeszekvenciat kodol, akkor statisztikai megkozelitést érdemes hasznalni. Az egyes €161ények kodon-eloszlasa
ugyanis nem egyenletes: mindig vannak ritka kodonok, amelyhez tartozo tRNS is csak kis mennyiségben van jelen
az illet organizmus sejtjeiben. Igy tehat, a megfelelé mértékii fehérjeszintézishez érdemes a leggyakrabban hasznalt
kodont valasztani. Ez a megfelel6 program és kodon-hasznalati adatbazis segitségével konnyen kivitelezhetd.
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10.4.2. Linearis motivumok keresése fehérjékben (és
nukleinsavakban)

Ahogy azt korabban emlitettiik, a fehérjék tulajdonsigainak j6 részét a benniik talalhaté aminosavak adott
kombinacioéi (szekvencia-motivumok) hatarozzak meg. Amennyiben ezek egymas mellett, rogzitett tavolsagra
talalhatoak, linearis motivumokrol beszéliink. Ezek az esetek tobbségében a fehérjék rendezetlen részein talalhatdak
¢s mas molekuldkhoz valé kapcsolodasra szolgalnak. Az ilyen motivumok azonban alapvetden befolyasoljak a
polipeptidlanc sorsat és lehetséges modositasait. Példaul ha egy eukaridta fehérje N-terminalis vége megfeleléen
elrendezett Arg/Lys €s hidrofob aminosavakkal kezd6dik (szignal peptid), azt a transzlokonok felismerik, igy az
extracellularis vagy transzmembran helyzetii lesz. A szignal peptid elérejelzésére ma mar nagyon jo algoritmusaink
vannak (pl. a neuralis halo alapu SignalP). Ha a fehérje ezenkiviil tobb rovid (~15-30 aminosav), tisztan hidrofob
szakaszt is tartalmaz, akkor valosziniisithetden tobbszordsen transzmembran szerkezetli lesz a sejtekben. Meglep6
megbizhatdosaggal tudjuk josolni, olyan programokkal, mint a Phobius (amely rejtett Markov-modell alapt). Van
mad a sejten beliili lokalizacié megjosolasara ismert példak alapjan, neuralis halé algoritmussal is: ilyen a WolfPSort
program. Az exportra szant fehérjén glikozilacios helyek lehetnek, amelyek szintén elére jelezhetdek (NetNGlyc).
Az endoplazmas retikulum fehérjéire pedig a ,,visszatartd” motivum (idealizalva: KDEL, Lys-Asp-Glu-Leu)
jellemz0, ez példaul pontozématrixokkal talalhatdo meg kdnnyiszerrel. Egyeldre azonban nincs egyszer(i modszer
a Golgi-apparatus fehérjéinek megtalalasara. A mitokondrialis, kloroplaszt és peroxiszomalis fehérjék viszont
mind-mind jellemzé N-terminalis vagy C-terminalis tranzit- vagy import-szignalokkal rendelkeznek, amelyek
segitségével in silico is nagy valoszinliséggel azonosithatok (pl. TargetP-vel).

A citoplazmaban marado fehérjéken is kiilonféle linearis motivumok iranyitjak a legtobb poszt-transzlacios
modositast. A foszforilacio vagy ubiquitinilacio altalaban szigoraan szabalyozottan torténik, de az enzimet felismerd
(kinaz-koté vagy ubiquitin-ligaz k6td) motivumok gyakran tavol esnek a ténylegesen modositott helyt6l. Mas
motivumok, példaul a proteazok felismerd helyei, leggyakrabban az aktualis modositas helyén talalhatdak. Ezeket
a rendkiviil sokrétli modositasokat lehet akar egyszerre is josolni. Az ELM (Eukaryotic Linear Motifs) szervere
erre a feladatra specializalodott. A megadott fehérjeszekvenciaban megkeresi az ismert motivumokkal 6sszeférd
szakaszokat, sot még pontozast is végez, mégpedig szerkezeti (rendezetlenségi) és evolucios konzervaltsagi alapon.
Az ismert kotdelemeket és modositasi helyeket a program kiilon kiemeli. Az eddig azonositott tobb szaz kiilonféle
linearis motivum tobbsége nem a mddositasok irdnyitasara szolgal, hanem egyszertien csak adott fehérje komplexek
Osszeszerelodésére. Ilyen motivumokat keresni a DNS-en is lehet, s6t érdemes is: A transzkripciés faktorok
kotéhelyei példaul DNS-alapu linearis motivumok, amelyeket pontozomatrix modszerrel lehet azonositani a genom
kiilonféle helyein. Ugyanigy josolhatéak a masodlagos (példaul DNS metilacios) modositasi helyek is (pl. az
ugynevezett CpG szigetek)

10.4.3. Fehérjeszerkezetek joslasa. Rendezett és
rendezetlen régidk

A 21. szazad egyik legnagyobb informatikai kihivéasa a fehérjék szerkezetének szekvencia alapu joslasa. Ellentétben
a nukleinsavakkal, a fehérjék szerkezetét a legvaltozatosabb oldallanc-oldallanc kdlcsonhatasok tartjak ossze, igy
a lanc helyi dsszetétele nem josolja meg még a masodlagos szerkezetet sem: a haromdimenzios kényszerfeltételek
ismeretére van sziikség. Amennyiben mindenféle el6zetes ismeret nélkiil szeretnénk térszerkezetet josolni (ab
initio folding), egy nagyon er6sen szamitogép igényes feladat elé néziink. Ilyen szimulacidkat példaul a ROSETTA
programmal lehet végeztetni, de a futasidbk ma még altalaban elégtelenek a nagyobb, stabil szerkezetek
meghatdrozasara.

127

http://www.renderx.com/



render

Bevezetés a bioinformatikaba

1 MPRERRERDAKERDTMKEDGGAEFSARSRKRKANVTVE LQDPDEEI'~1AKIDRTARDQCGSQPWDNNA\:’CADPCS LIPTPDKEDDDRVYPNSTCKPRIIAPS 100

----------- HHHHHHHHHHHHHH- - - - - - - - - - - - - - - -HHHHHHHHHHHHHHHHH - - - - - - HHHHHHHHHHHHHH - - - - - - - - HHHHHHHHHHHHHH
SRR NAYE SWA TR EEVWII ML NKE KT gRGODIE F L EQ SIARRP KMRATL L DWLMEVCEVILUIGRE T FY L AQDFFDRYMAT (LA 0L TGISSLFIAAREI:]S)
------- HHHHHHHHH————HHHHHHHHHHHHHHH————————HHHHHHHHHHHH———————————— HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH - - - -HHH
2081 [EIEIYPPKMMEH SIGDEIL TMELMTMKAL KWHARSHRETVSWLNVYMOVAGEIGISVL LR 00 IFIQIAELLDLCY Dm:F' 300
-------------- HHHHHHHHHHHHHHHHHHH - - - - - -HHHHH- - - == == - = -E- - - - - - - - -HHHHHHHHHHH - - - - - - - - - - - - === - - -

01 MFSSSELMQK\-‘SGY e U L VR TG S SKLKHFRGVATTE L Q THROEIMADKARAKKAMLSEQNRASPLPSGLLTPPQSG 400

481 KKQSSGPEMA 410 Szamitégéppel jésolt szerkezeti elemek Rontgenkrisztallografiaval mért

(valodi) masodlagos szerkezet

Emberi cilin Ef fehérje | H | helical (@) | E | extended (3) | T | m [ ochelic |

10.13. abra: A ciklin E1 fehérje Jpred programmal josolt méasodlagos szerkezete és a valdos mésodlagos szerkezet
Osszehasonlitasa

Valamivel kénnyebb dolgunk van, ha csak azt tlizziik ki célul, hogy szeretnénk a masodlagos szerkezeti elemeket
megjosolni. Az olyan prediktorok, mint a JPred konnyen megtalaljak a masodlagos szerkezeti elemeket, de a
valddi tipusukat (a-hélix, B-redd, kanyar) sokszor elvétik (1d. 10.13. abra).

Példaul a B-redoket gyakran hélixnek josoljak, vagy forditva. Altalaban elmondhat6, hogy a stabil szerkezet
jelenlétének ténye sokkal kdnnyebben jelezhetd elére, mint maga a konkrét szerkezet. Ha csak az a célunk, hogy
elkiilonitsiik a rendezett doméneket a szerkezet nélkiili, flexibilis régidktol, mar ma is szamos megbizhatd program
all rendelkezésre. Ezeket elsdsorban a rendezetlenség - aminosav-0sszetétel alapu - jelzésére dolgoztak ki (pl.
DisoPred, PondR), de a mddszer megforditasaval képesek a domén jellegii, rendezett régidkat is megadni (pl.
IUPred). Az eljaras elonye, hogy a teljesen ismeretlen doméneket is eldre lehet vele jelezni (de a szerkezetiiket
természetesen nem) (Id. 10.14. abra).

Az ismert szerkezetli domének azonositasa leghatékonyabban a homoldgia-alapu keresdkkel végezhetd el. Az
egyik legszélesebb korben hasznalt ilyen keres6 szerver a PFAM (Protein Families). A PFAM az 6sszes fontosabb
ismert domén egyedi motivum-lenyomatat tartalmazza, amelyeket (rejtett Markov-modellek segitségével) végigfuttat
az altalunk megadott szekvencidn. A statisztikailag er6sen szignifikans talalatokat visszaadva, megkaphatjuk a
fehérjénk homologia alapu szerkezeti modelljét. Ilyen kereséseket mas szervereken is lehet végeztetni. A ProSite
(ExPaSy) programcsomag példaul nem csak a linearis motivumok keresésére alkalmas: a keresdje szamara
megadhatunk akar teljesen egyedi domén definiciokat is, ha jszerti doméneket szeretnénk azonositani. Persze az
a tény, hogy két domén belseje hasonlit egymasra, még nem adja meg automatikusan a valaszt, ha a rendezettség
pontos kiils6 hatarait szeretnénk tudni: ehhez konzervaltsagi analizisekre is sziikség lehet. A domének illetve azok
hatarainak ismerete nagyon fontos a géntechnologiai alkalmazasok szamara: A fehérje fragmentumok klonozasat
mindig ugy kell tervezni, hogy ne vagjunk bele a rendezett domének belsejébe. Ilyenkor ugyanis (jo eséllyel) egy
nagyon instabil, nehezen oldhat6 és mindenhez aspecifikusan, véletlenszertien k6tddo fehérjét kapnank. E miatt
korabban sajnos nagyon sok fehérje-fehérje kolcsonhatas-térképezési kisérlet bukott meg.
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10.14. abra: Rendezett domének €s rendezetlen régiok joslasa az IUPred programmal

10.5. In silico szerkezeti analizisek

10.5.1. Makromolekulak grafikai megjelenitése

Bar a makromolekulak térszerkezetének kisérletes meghatarozasa atomi felbontasban nehéz feladat, ennek ellenére
egyre novekszik az ismert fehérje, fehérje-fehérje és fehérje-nukleinsav komplex szerkezetek szdma. A legfontosabb
szerkezeti adatbdzis a PDB. Az itt elhelyezett szerkezeteket altalaban kisérletes titon, rontgenkrisztallografiaval
(X-raydiffraction), vagy magi magneses rezonancia-spektroszkopiaval (NMR) hataroztadk meg. Az adatbazisbol
letolthetd file *.pdb kiterjesztéssel rendelkezik: ez tartalmazza az atomok elemi koordinatait. Ezen feliil szamos
egyeb fontos adatot szoktak mellékelni (annotécio): ilyenek példaul a szerkezet ,,josagat” jelzo statisztikai adatok,
a szerkezeti szimmetridk, és a méréshez felhasznalt fehérje fragmentumok pontos szekvencidja. Az atomi
koordinatakat erre a célra alkotott molekuléris rajzold programokkal jelenithetjiik meg ,,élvezhet6” formaban.
Rengeteg ilyen vizualizacios program létezik: SwissPDBviewer, Chimera, RasMol, JMol, stb. A legtdbbjiik
ingyenesen letolthetd és hasznalhato.

A gyakorlatban talan a legelterjedtebbnek szamit a PyMol program hasznalata (ennek hasznalatahoz el6bb a Python
programnyelvet is telepiteni kell). A megjelenitésnek szamos fajtaja lehetséges (1d. 10.15. abra).

A legegyszerlibb mddban csak az atomokat 6sszekoté kémiai kdtéseket abrazoljuk, szines vonalak formajaban
(lines). A szineket a vonalak egyes atomok alapjan kapjak, de mod van az atszinezésre az egyedi lancok alapjan
is: a komplexek igy konnyebben megfigyelhetoek. Pusztan az a tény, hogy egy szerkezetben egynél tobb fehérjelanc
latszik, dnmagaban még nem igazolja a komplexek 1étét: a molekulak a kristalyosodas soran is Osszeallhatnak
(mesterséges dimerekké, oligomerekké). A szamunkra kevéssé érdekes lancokat, aminosavakat vagy atomokat a
kijelolésiik utan egy kattintassal atlatszova téve akar el is tiintethetjiik.
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10.15. &bra: Fehérjeszerkezetek megjelenitése PyMol programmal. Drotmodell (A), palcika modell (B), cartoon
(,,rajzos”) modell (C) és a molekulafelszin abrazolasa (D)

A vonalas modelleknél persze vannak sokkal szebbek is: ilyen példaul az "iskolai kémiai épitokészlet" golyo és
palcika (stick) modellje: ez féleg kis molekuldk esetén nagyon latvanyos (Id. 10.16. abra). A vonalas vagy palcika-
modellek nem igényelnek nagy szamitasi kapacitast, de az oldallincok mar a néhany tucat monomerbdl allo
makromolekulak esetén is attekinthetetlen "dzsungelt" eredményeznek. Nagy molekulak esetén ezért gyakrabban
hasznaljuk a f6 lancot szalaggal abrazolo (ribbon) vagy a rajzos (cartoon) modot.

10.16. dbra: Kismolekulas ligandumok (A) és fehérje-fehérje kolcsdnhatasok (B) latvanyos megjelenitése kiilonféle
modellek kombinacidjaval, PyMol programmal

Rajzos modellben a nukleinsavak cukor-foszfat gerince vastag csének, mig a nukleinsav bazisok lapocskaknak
fognak latszani. A fehérjék béta-redds régioit lapos nyilakkal, az alfa-hélixeket "hajcsavarokkal", mig a tobbi
fehérjeszakaszt vékony csével jeldlik a programok. A publikacidokban is leggyakrabban ezzel a megjelenitési
modddal talalkozhatunk. Fontos megjegyezni, hogy az eddig emlitett modellek egyike sem veszi figyelembe az
atomok valodi térkitoltését. De ennek abrazolasara is van mod: akar haloval (mesh), akar teljes felszinnel (surface).
Fehérjék és kisebb molekulak kolcsonhatasa kiilondsen latvanyossa tehetd, ha a kis molekulat palcikakkal, a fehérjét
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pedig a felszint mutaté modban abrazoljuk. A felszin abrazolasakor szinezhetiink is: nem csak az egyes atomok
tipusai, hanem a felszin karaktere szerint is: példaul abrazolhatjuk a hidrofobicitast vagy a toltéssiirtiséget. Ha
pedig két rokon molekulat szeretnénk Osszehasonlitani, arra is van mod: a legtobb ilyen megjelenitd program
tartalmaz "térbeli illesztést" lehetdvé tevd algoritmusokat. A PyMol "align" és "super" parancsa az elsdként
megadott molekulat addig tolja és forgatja a térben, amig az a masiktol minimalis tavolsagra és orientacidba nem
keriil (az atomi koordinatak "euklideszi" kiilonbségeit tekintve).

10.5.2. Homoloégia-modellezés és in silico dokkolas

A makromolekuldk térbeli szerkezetének elemzése nem csak "kézzel" lehetséges. Az egyes atomi koordinatak
ismerete lehetdséget teremt arra, hogy kiilonboz6 szerkezeteket automatizalt médon dsszehasonlitsunk, sét, akar
ismeretlen szerkezeteket is elore josoljunk, méghozzd a homologia-modellezés modszerével. Erre elsGsorban
akkor van madd, ha az altalunk vizsgalt fehérje domén szerkezete ugyan nem ismert, de egy vagy tobb kozeli rokonaé
igen. A homologia-modell felallitasara jol hasznalhato példaul a SwissModel szerver: Bemeneti informacionak
egy minél pontosabb paronkénti illesztést kell megadnunk, és az ismert partner szerkezetét mutaté fajlt (vagy pdb
kodot). Az eljaras soran a program nagyrészt valtozatlanul hagyja a fehérje f6 lancanak lefutasat, de az oldallancokat
méghozza a polipeptidlanc lefutasanak ésszerii korrekcidjaval. De a szerkezetek ismerete nemcsak homologia-
modellezésre hasznalhato, hanem ismeretlen partnerek kotddésének modellezésére is. Ennek mindenekel6tt a
gyogyszermolekulak tervezésében van Oriasi jelent6sége. A legtobb, kis szerves molekula esetén a bels6
konformacios atmenetek szerepe elhanyagolhato, igy a kis molekula teljesen rigid darabként kezelheté. A modszer
neve ezért "merev-test dokkolas" (Rigid body docking). A szamitogép a gydgyszermolekulat a "végtelenbdl"
kozelitve a célzott felszinhez, megkeresi a lehetséges helyi energiaminimumokat, beillesztve a kis molekulat a
fehérje megfeleld kotézsebébe (AutoDock). Ilyen szimulaciokat peptidek esetére is végezhetiink: itt azonban a
lehetséges konformaciok nagy szama neheziteni fogja a szamitast. Ha rendelkeziink egy megbizhat6 (homologia-
megbecsiilhetd: igy miikodik a FoldX nevii szimulator program. Ez féleg olyankor hasznalhatd, ha egy szerkezetileg
jol ismert fehérje-fehérje kdlcsonhatasrol van sz6. Természetesen arra is van mdd, hogy a peptidlanc konformacidja
véletlenszertien valtoztathato legyen. Ilyet kinal fel a (Rosetta alapl) FlexPepDock szerver. Noha helyesebb
modellnek tlinik, ezen megkozelitésnek van egy komoly hatranya: a peptidlanc modellje hajlamos beragadni a
lokalis energia-minimumokba, igy a modszer altalaban alabecsiili a valosagban mérhetd koétési energiat.

10.6. A predikcios modszerek pontossaga

Tl | 1 4 V4 V4

10.6.1. Egy predikcio "josagat” leiré6 paraméterek.
Optimalis dontések.

Az elbrejelz6 modszerek részletes targyalasa utan nem keriilhetjiik el, hogy magarol az elérejelzés mindségérol
ne beszéljiink, ezt kell ugyanis mérlegelni akkor, amikor arrdl dontiink, hogy elfogadjuk-e egy modszer joslatat
vagy sem. A predikciok josaganak targyalasahoz el6bb néhany statisztikai fogalmat kell bevezetniink. Egy keét-
kimenetelll (+/-) mérés, elemzés vagy dontés esetén szenzitivitasnak nevezziik a sikeresen felismert elemek aranyat
(az dsszes pozitiv elem koziil), specificitasnak pedig a sikeresen elvetett elemek aranyat (az dsszes negativ elem
koziil). A legtobb eddig leirt algoritmus rendelkezik egy vagy tobb valtoztathatdé paraméterrel, ami befolyasolja a
modszer josagat. Példaul az illesztések magas p-érték mellett nagyon magas szenzitivitassal (megtalaljak az 6sszes
egyezést), de alacsony specificitassal (rengeteg véletlen egyezést is talalnak) fognak rendelkezni. Alacsony p-érték
(mint hatarérték) esetén megfordul a helyzet: az dsszes egyezés jo lesz (magas specificitas), de a valodi egyezések
csak kis hanyadat talaljuk meg (alacsony szenzitivitas). A dontésre hasznalt hatarértéket szoktuk levagasi értéknek
(cutoff) nevezni. Egy-egy levagasi érték josagat pedig - a mérndki tudomanyokbol kolcsonvett modszerrel - az
ugynevezett ROC gorbével fejezhetjiik ki. Az ROC (Receiver Operating Characteristics) grafikon pontosan
mutatja, hogy egy adott paraméter-érték, mint levagasi érték esetén a valodi pozitivoknak mely részét talaltuk meg,
illetve hogy az 6sszes lehetséges elem hanyad részét fogadtuk el (1d. 10.17. abra). Az optimalis dontéseket a valodi
pozitivok aranyanak becslésével (Bayes-analizis alkalmazéasaval) ilyen gorbék alapjan mar viszonylag konnyti
megadni (foleg a tévedés "koltségének" ismeretében). E szerint minden mddszer rendelkezik egy ra jellemzd, fix
hibavaloszintiséggel, még az optimalis dontés esetén is: ezek léte a modszer 1ényegébdl fakad.
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10.17. abra: ROC gorbék hasznalata bioinformatikai josl6 modszerek josaganak elemzésére

10.6.2. Adatbazisok mindsége: elsédleges és
masodlagos hibak

A joslataink helyességét nemcsak az eredend6 hiba befolyasolja. Az adatbazisokban tarolt szekvencidk mindsége
is lehet hibaforras. Koénnyt belatni, hogy ilyen mennyiségii biologia adat mérésénél és elemzésénél hiba nélkiil
dolgozni szinte lehetetlen. Az adatbazisokban eléfordulhatnak elsédleges hibak: ezek a mérési hibakbol fakadnak,
példaul egy-egy kétes mindségii szekvenalasbol. Erdekes tény példaul (és konnyti megfigyelni) hogy a legkordbban
szekvenalt modell- organizmusok (pl. Mus musculus, Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae) genomi
és cDNS szekvencija sokkal tobb hibaval rendelkezik, mint az Gjabban szekvenaltaké. igy ha azt taléljuk, hogy
az egér egy adott génjének adott aminosava eltér az Gsszes tobbi emlésben megfigyelhetd, mindig konzervalt
aminosavtol, az eltérés eredete vélhetden szekvenalasi hibaban keresendd: nem arrdl van szo6 ugyanis, hogy az
egér "feltalalt" volna szamos, amugy teljesen szokatlan biologiai megoldast. Mivel a legtobb él61ény ¢cDNS-
szekvenciai nem, vagy csak darabokban hozzaférhetéek, nagyon sok, az adatbazisokban talalhato fehérjeszekvencia
valdjaban csak joslat (ez a tény fog remélhet6leg megvaltozni az RNAseq 0j-generacios szekvenalas elterjedésével,
1d. 5.3. fejezet). Az ilyen, prediktalt szekvencidkban pedig viszonylag gyakoriak a masodlagos hibak: tévesen
josolt transzlacids kezdéhelyek, eltévesztett exonok (valdjaban intron-szekvenciak, exonként atirva) és hianyzo
szakaszok. Ezek az annotalé-program tévedésébdl fakadnak. Az ilyen hibakat leginkdbb a biologiai korrelaciok
segitségével, tobbszords szekvencia-illesztésekkel sztrhetjiik ki. Ha példaul a 16 egy adott, genomi szekvenciabol

crer

mindig konzervalt), akkor ebben az esetben egy hibasan josolt exonrol lehet szo6 (1d. 10.18. abra).
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Egy példa-fehérje és rokcnainak tobbszoros illesztése (ClustallV2)

Téves iniciacio Valdszinl szekvenalasi hibdk
: - T
Homo_sapiens FEAEDMAL DSAFWEFMCTICVEWRFVSTHANDKATCVSANCYDDVMSKKRDNKLSQQQIEISPENYD 66
Mus_musculus MALDSAFWEFMCTICVKCRFVSTHANDRASCVSANCYDDVMSKKRDNKLSQQQIEISPENRD 66
Canis_familaris MALESSFWEYMCTICVEWRFISTHANDRATCVSANCYDDVMSKRKDNKLSQQNVEVTPDNFD 6@
Equus_caballus MALESTFWEYMCTICVEWRFISSHAG----- ISDLPKSPWFQMAR- - - IDSPRVEITPDNYD 52
Loxodonta_africana MALESSFWEFMCTICVEWKF ISTHANITASCISANCVEEVLSKRRDNKLTQQNIEVSPENFD 66
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' SRR L RAXEEE . 4R HE L ‘ LE . aW.E W
i i
|

’ |

L 1
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10.18. abra: Fehérje-szekvencia adatbazisokban eléforduld gyakoribb hibak tobbszords illesztéssel kimutatva.

10.6.3. Ellenérzott adatbazisok. Ellentmondé kisérleti
eredmények kezelése

Az els6dleges adatbazisok mindsége javithatd, ha nem csak automatizalt modszerekkel eldallitott adatokat
tartalmaznak. Az ilyen, szakemberek altal ellenérzott rendszerek (manually curated databases) kozé tartozik
példaul a UniProt fehérje adatbazis (Id. 10.1.3. ). Itt a gépi analizist kisérleti adatokkal valtjak fel, amikor azok a
szakirodalomban elérhetévé valnak. Ezek a kézi annotaciok jelentés emberi munkaer6t kotnek le, cserében viszont
a legmegbizhatobb adathalmazt nyujtjak. Persze a szakirodalomban leirt kisérletek sem mindig mentesek a hibaktol:
mérési hibak éppugy el6fordulhatnak, mint hibés értelmezések. Ebbdl fakaddan taldlkozhatunk egymasnak
tokéletesen ellentmondé publikacidkkal is: hol az egyik, hol a masik, esetleg mindkét kutatdcsoport tévedett..
Mindezek rontjék a "kézi" annotaciok pontossagat is. Ezért a szakemberek altal ellendrzott adatokat sem szabad
feltétleniil hibatlanként kezelni.

10.6.4. Mikor hasznaljunk jéslasokat?

Mindezek utan bizonyara felmeriil az olvasoban a kérdés: érdemes-e egyaltalan elérejelz6 programokat hasznalnunk?
Es ha igen, akkor mikor? Altalanos aranyszabalynak annyit mondhatunk, hogy a kisérletes adatok altaldban
pontosabbak, mint a joslatok. A prediktald modszereket is mindig a rendelkezésre allé informacio alapjan valasszuk
meg. Tehat amennyiben mod van pl. egy fehérje doménjének homologia alapu elemzésére, ne kezdjlink ab initio
folding szimulacidkba. Fontos megjegyezni, hogy a kutatas maga kétirany: a mar kisérletesen igazolt eredményeket
is érdemes Ujra szamitogépes analiziseknek alavetni, és (ij modelleket épiteni rajuk.

10.7. Tovabbi olvasnival6 a fejezethez
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11. fejezet - In vitro mutagenezis

Az 1980-as években kialakuld és napjainkig toretleniil fejlodé géntechnologiai modszerekkel a rekombindns
fehérjéket kodoléo DNS-ben — igy a human fehérjéket kodolé DNS-ben is — mara egyszeriien, olcson és gyorsan
hozhatok létre mutaciok, akar iranyitottan is. A DNS-en torténd valtoztatas lehet delécio, amikor tetszleges szamu
nukleotid eltavolitasa torténik; inszercio, amikor tetszéleges szami nukleotid beillesztése torténik; vagy szubsztitucio,
ami egy nukleotid masik nukleotidra valo kicserélését jelenti. Az in vitro mutagenezis kidolgozasaval beindult a
reverz genetika korszaka.

Miért lehet sziikség a fehérjéket kodolo DNS vagy a vizsgalandé gének szabalyzé elemeinek célzott vagy
véletlenszerii megvaltoztatasara? Egyrészt azért, mert az egyes biologiai folyamatok vizsgalata és megértése
gyakran a folyamatok részlépéseinek defektusain keresztiil torténik. A klasszikus genetikai vizsgalatokban az egyes
gének vagy szabalyzo elemeinek funkcidjara, az adott folyamatok miikddésére csak azok természetes mutacidinak
és valtozasainak fenotipus vizsgalataval volt lehetdség. Az 6rokitdanyagban bekdvetkezd valtozasok a természetben
azonban nem célzottak és nem érintik az Osszes régiodt, ezért szamos esetben a fehérjék, fehérjerészletek vagy
génjlik szabalyoz6 elemeinek funkcidja nem vizsgalhat6. A kutatok érdeklodésének kdzpontjaban gyakran az
ember all. A géntechnologiai modszerek kifejlesztése eldtt a human fehérjék funkciojanak vizsgalata is csak a
természetben eléforduld mutaciok és rendellenességek vizsgalataval volt lehetséges. Az iranyitott mutagenezis
moédszerekkel rekombinans fehérjékben — akar human fehérjékben is — gyorsan és hatékonyan tudunk véletlenszer(i
vagy akar célzott valtozasokat 1étrehozni. Az egyes aminosavak mas kémiai karakterrel rendelkez6 aminosavakra
megvaltozott tulajdonsagbdl kdvetkeztetni tudunk az adott aminosavnak vagy a fehérjerésznek a fehérje
enzimaktivitasaban, szerkezetében vagy funkcidjaban betoltott szerepére.

Az in vitro mutagenezis masik felhasznalasi teriilete a racionalis fehérjemérniokség, vagy az iranyitott fehérje
evolucid, melyek soran irdnyitott vagy nem-iranyitott mutacios modszerek segitségével fehérje varians sereget
hozhatunk 1étre (1d. 16. fejezet). Ebbdl a varians seregbdl altalunk meghatarozott szelekcios koriilmények kozott
végeredményben megvaltoztatott, valamilyen szempontbol szamunkra elénydsebb, vagy akar ujfajta tulajdonsaggal
rendelkez6 fehérjék, enzimek, fehérje inhibitorok szelektalhatok (pl.: proteaz inhibitorok; stabilabb és gyorsabb
enzimek).

A rekombinans fehérjék in vitro mutacios 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-iranyitott és irdnyitott mutagenezis modszerek. A mutagenezis modszerek kihagyhatatlan
Iépése és szerves része a mutans DNS szekvencia ellendrzése, aminek a legbiztosabb modszere a DNS szekvenalasa.
A kiilonbozd szekvenalasi és ellendrzési modszerekrdl részletes informacio a 5. fejezetben talalhato.

11.1. Nem-iranyitott in vitro mutagenezis
modszerek

Nem-iranyitott mutagenezis modszerek gyakran hasznélatosak iranyitott fehérje evolucios modszerek esetében,
mint példaul az in vitro kompartmentacio, a fag bemutatis vagy a baktérium bemutatas (1d. 16 . fejezet). Az
iranyitott fehérje evolucios modszerek soran a természetben torténd evolucios torténéseket utdnozva (diverzifikacio,
szelekcio és replikacio) egy varians seregbdl altalunk meghatarozott koriilmények kozott szelektalodnak a szamunkra
megfeleld tulajdonsaggal rendelkezd konyvtartagok. A modszer els6 1épése a megfeleld varians sereg 1étrehozasa.
A nem-iranyitott in vitro mutagenezis modszerekkel Iétrehozott variansok tulajdonsagai a mutacio fajtajatol fliggéen
akar nagymértékben is eltérhetnek a kezdeti templatként (vazként) hasznalt fehérje tulajdonsagaitdl. Végeredményben
szolubilisabb, szerkezetileg stabilabb vagy akar teljesen Gjfajta tulajdonsaggal, Gjfajta enzimaktivitassal rendelkez6
fehérjék, enzimek is 1étrehozhatok.

11.1.1. Mutator baktérium sejtvonalak

Kiilonféle mutator baktérium sejtvonalak hasznalataval gyorsan és egyszerlien lehet nem-iranyitott mutaciot
létrehozni a vizsgalando rekombinans fehérje DNS szekvenciajaban. A modszer alapja, hogy a rekombinans fehérjét
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kodolo DNS-t tartalmazo plazmid sokszorositasahoz hasznalt baktérium sejtvonalakban nem miikddnek megfeleléen
a DNS hibajavito rendszerek. Példaul plazmid vektorok sokszorositasahoz altalanosan hasznalt Escherichia coli
baktérium egyik sejtvonalaban, az XL1-Red-ben (endA 1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac mutD5 mutS mutT
Tnl0 (Tet")) hianyzik a DNS hibajavité Gitvonalban szerepet jatszo harom ,kules” fehérje; a mutS, a mutD és a
mutT. A mutS fehérje az ,,error prone mismatch” hibak javitasban, a mutD fehérje a DNS-polimeraz 111 3°—5’
exonukleaz aktivitasaban, a mutT fehérje az oxidativ folyamatok soran torténé DNS karosodas javitasaban vesz
részt. A nem megfelelé DNS hibajavitas 5000-szer nagyobb mutacids gyakorisagot eredményez ennél a sejtvonalnal
a vad tipust Escherichia coli sejtvonalakhoz képest. A modszer elénye, hogy két egyszerii 1épéssel, a plazmidnak
amutator sejtekbe transzformalasaval, majd a sejtek felndvesztése utan a mar mutans plazmid DNS-ének kinyerésével
gyorsan, sokfajta mutacio (delécid, szubsztitcid, inszercio) létrehozasa lehetséges. Egyéb géntechnologiai
modszerek, mint restrikcios emésztés, PCR vagy ligalas nem sziikséges. A mddszer hatranya, hogy a mutacios
rata a mutator sejtvonalak hasznalata mellett is igen alacsony (0,5 mutacié/kbp). Nagyobb mutacios ratat a sejtkultiira
fenntartasi idejének megndvelésével lehet elérni. A mutator sejtvonalak a DNS hibajavitd rendszer hianya miatt
azonban igen gyorsan halmoznak fel mutacidkat sajat genomjukban és a plazmidnak nem a vizsgalando fehérjét
kodolo DNS részében is. Megfeleld méretii varians sereg létrehozasa ezért gyakran ismételt transzformalasi és
plazmid tisztitasi épéseket igényel.

11.1.2. Hibat ejté (error prone) PCR mutagenezis

Az egyik leggyakrabban hasznalt nem-iranyitott mutagenezis modszer az ugynevezett hibat ejté (error prone)
PCR. Alapja, hogy a vizsgaland6 fehérjét kodolo DNS szakasz PCR altali sokszorositasa soran a DNS-polimeraz
szamara nem optimalis koriilményeket hasznalnak. Nem megfelel6 koriilmények kozott a DNS-polimeraz mutaciods
frekvenciaja megnd. A felszaporitott DNS-ben a mutaciok véletlenszeriien keletkeznek, szamuk a ciklusszammal
nd. Error prone PCR soran altalaban a Thermus aquaticus baktériumbdl izolalt, alacsony hiiségii (,,/ow fidelity)
Taq DNS- polimerazt hasznalnak. A Tag-polimerdaznak hidanyzik a 3°—5’ exonukle4z aktivitdsa, ezért ha a
polimeraz a lanchosszabitas soran nem a DNS bazisparosodas szabalyainak megfeleld bazist épit be, akkor nincs
lehetésége a hiba javitasara. A Tag-polimeraz optimalis reakciokoriilmények kozotti mitkodése soran atlagosan
egy szubsztitucids mutacio torténik 10* bazisparonként. A Mn**, a Mg2+, a DNS-polimeraz és a dNTP
bazisparosodas specificitasa, igy tovabba novelheté a rosszul anellalodott primer oligonukleotidrol tdrténd
lanchosszabitas valdsziniisége. Osszességében a Tag-polimeraz mutacids gyakorisaga elérheti ciklusszamonként
a 0,066%-ot (30 ciklus soran). A mutaciok feldisulasat tovabb novelhetjiik a PCR soran alkalmazott ismételt
higitasos 1épésekkel és a ciklusszam novelésével (60 ciklus; 1d. 11.1. abra). Ezzel a mddszerrel 6sszességében a
felsokszorozandd DNS szekvenciajanak akar a 3,5%-a is megvaltozhat.

Az error prone PCR soran deléciok és inszerciok is el6fordulhatnak, jellemzéen azonban szubsztiticiok térténnek.
A legtobb polimeraz esetében nagyobb valosziniiséggel torténik A—G vagy T—C tranzicié (purin—purin,
piridin—piridin), mint transzverzié (purin—piridin, purin—piridin). A négy dezoxiribonukleozid-trifoszfat
aranyanak eltolasaval és mddositott Tag-polimeraz enzim (Mutazyme) hasznalataval ez a mutacids aranytalansag
(mutational bias) javithato. Az error prone PCR haszalataval 1étrehozott DNS inszert ezutan megfeleld restrikcios
enzimmel valé emésztés utan a kivant plazmidba ligalhat6. A modszer hatranya, hogy a 1étrehozhato varians sereg
méretét korlatozza a szubklonozasi 1épés soran alkalmazott ligalas hatékonysaga.
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11.1. abra: A hibat ejt6 (error prone) PCR soran alkalmazott higitasos modszer. A hibat ejtd (error prone)
PCR mutagenezis soran nem optimalis koriilmények kozott mikodé DNS-polimeraznak megnd a mutacios
frekvenciaja (ciklusszamonként a DNS 0,066%-a valtozhat meg). A ciklusszam névelésével novelheté a DNS-ben
keletkez6 véletlenszerii mutaciok szama. A higitasos modszer minden 4. ciklusa utan a minta koriilbeliil 10%-at
atoltjak egy kovetkezo reakcioelegybe. Az atoltassal frissitik a reakciot, igy novelhetd a ciklusszam egészen 60-
ig. Osszességében 60 ciklus utin a DNS szekvenciajanak akar 3,5%-a is megvaltozhat.

11.2. Helyspecifikus in vitro mutagenezis
modszerek

Clyde Hutchison és Marshall Edgell mar 1971-ben felvetette a kis DNS fragmentekre épiil6 iranyitott mutagenezis
otletét (DNS kazetta mutagenezis, 1d. 11.2. abra). Hutchison és Michael Smith 1978-ban kifejlesztett egy altalanosan
hasznalhato, szintetikus oligonukleotidokra épiild mddszert, mellyel mind inszercio, delécid €és szubsztiticid is
létrehozhatd. Az eredeti protokoll szerint a mutalandé DNS fragmentumot el6szor FX 174 fag DNS-be klonoztak.
A mutaciot tartalmazo szintetikus oligonukleotidot ezutan az egyszali FX174 fag DNS-re anellaltak, majd DNS
polimeraz és ligdz hasznalataval szintetizaltak és cirkularizaltdk a mutaciot tartalmazo uj szalat. Az azéta kifejlesztett
helyspecifikus in vitro mutagenezis modszerek mindegyike szintetikus oligonukleotidot hasznal a rekombinans
fehérjék tetsz6leges modositasara.

A szintetikus oligonukleotidok tervezésénél ajanlott, hogy az oligonukleotid a mutaciétél mind 5°-, mind 3’-iranyban
is legalabb 15 bazisparnyi szakaszon komplementer legyen a templat szallal és a 3’ végén lehetdleg G/C bazisokat
tartalmazzon. A mutaciotdl 5°- és 3’-iranyban talalhato 15 bp altalaban elegend6 a mutacio specifikus kijelolésére.
A mutécio jelentheti egy bazispar megvaltoztatasat vagy az oligonukleotid , kihurkolodasaval” érinthet akar egy
nagyobb régiot is. Ezekkel a modszerekkel altalunk szabalyozott mdédon barmely pozicioban megvaltoztathato a
fehérjéket kodold DNS szekvenciaja. Az iranyitott mutagenezis sordn barmilyen ,,szabas-varras” kivitelezheto;

s

is Az alabbiakban a legelterjedtebb és a leghatdsosabb modszerek keriilnek bemutatasra.

11.2.1. DNS kazetta mutagenezis

Hutchison és Edgell altal leirt DNS kazetta mutagenezis a legegyszertibb ¢s leghatékonyabb iranyitott helyspecifikus
mutagenezis modszer (1d. 11.2. dbra). A mutdlandé DNS fragmentumot egy dupla szali plazmid tartalmazza. Két
restrikcios endonukledz emésztésével hasitjuk ki a mutdlandé DNS szakasz kdrnyezetét, majd a megfeleld ragados
véggel rendelkez6, mutaciot tartalmazo szintetikus oligonukleotidokkal elkészitett DNS kazettat T4 ligaz segitségével
a plazmidba ligdljuk és E. coli baktériumba transzformaljuk. A DNS kazetta mutagenezis egy gyors, hatékony és
konnyen kivitelezheté modszer. Fontos szempont, hogy a restrikcios enzim felismeréhelyek a mutalandé DNS
szekvenciahoz kozel helyezkedjenek el, igy csak 60-80 bp hosszit DNS kazetta szintézise sziikséges. Ilyen méretii
oligonukleotid szintézise olcsé és gyors. Ha nagyobb méretli DNS kazetta sziikséges (100-1000 bp), a szintézis
koltségei jelentdésen megndvekednek. Ezekben az esetekben az alabbiakban is emlitett, rovid oligonukleotidokat
igénylé modszerek koltséghatékonyabbak.
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11.2. abra: DNS kazetta mutagenezis modszer. A dupla szalu DNS plazmidot a mutdlandé DNS szekvencia
kozvetlen kdrnyezetében restrikcios endonukleazzal emésztjiik. A kiesd DNS fragmentum helyére ligaljuk a
mutaciot tartalmazo szintetikus DNS kazettat.

11.2.2. Szelektiv templat lebontason alapu mutagenezis
modszerek

A Smith és Hutchinson altal kifejleszett iranyitott mutagenezis médszer (Id. 11.2. ) hatékonysaga igen Kkicsi.
Elméletben a mutacios rata maximum 50%-os lehet, de a gyakorlatban a nem megfeleld oligonukleotid letapadas,
a polimerizéci6 és a ligalas hidnyos miikddése miatt a legjobb esetben is csak par szazalékot ér el. A modszer
hatékonysaganak novelése érdekében az tijonnan létrejové mutaciot tartalmazé plazmid DNS-t szelektalni kell
a vad tipusu plazmid DNS-t6l.

11.2.2.1. Kunkel mutagenezis

A rekombinans fehérjék iranyitott mutagenezisének egyik legrégebbi, de néhdny teriileten még a mai napig is
hasznalatos modszerét Thomas Kunkel 1985-ben kozolte (1d. 11.3. dbra). A moddszer nagy hatékonysaggal képes
altalunk meghatarozott pozicioban inszerciok, deléciok és pontmutaciok Iétrehozasara. A modszer alapja, hogy a
mutaland6é DNS inszertet egy M13 bakteriofag alapu egyszala DNS fiagmid tartalmazza. Erre, mint templatra,
a mutaciot tartalmazé oligonukleotidot anellalnak, majd T7 DNS-polimeraz hasznalataval szintetizaljak a mar
mutéciot tartalmazé uj szalat. A mutaciot tartalmazo plazmid végiil megfeleld baktérium torzsekben szelektalhato.

Az elso 1épés a mutalandd DNS inszert M 13-alapt fagmidba klénozasa. Az inszertet tartalmazé fagmidbdl ezutan
egyszali DNS-t hoznak 1étre, ami a mutagenezis soran templatként fog szolgalni. A M 13 fagmid vektor 6tvozi a
kétszali DNS plazmidok és az egyszaluo DNS fag tulajdonsagait, amirdl nevét is kapta (Id. bévebben a 7.3.2.
fejezetben). E. coli sejtekben képes kétszali DNS plazmidként szaporodni (ez az un. replikativ forma). M 13 helper
fag hatasara azonban egyszali DNS masolatok jonnek Iétre, amelyek a helper fag altal termelt M 13 bakteriofag
burokfehérjéibe csomagolodva M 13 virionokat alakitanak ki. Az M13 bakteriofag egy nem-litikus bakteriofag, a
kialakulé virionok a baktérium kultira feliiliszojaba szekretalodnak, feldasulnak, ahonnan kdnnyen tisztithatok
¢és beldliik egyszaltt DNS izolalhato.
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11.3. abra: Kunkel mutagenezis modszer sematikus abraja. A mutalandé DNS fragmentumot hordoz6 fagmidbol
egyszalu, uracil tartalmia DNS templatot allitunk eld dut-, ung- E. coli baktériumtorzsben. A mutaciot tartalmazo,
szintetikusan eldallitott oligonukleotidot a templat DNS-re anellaljuk, majd T7 DNS polimerdzzal , korbeirjuk®
azt, végiil az ujonnan szintetizalt szalat T4 ligdzzal cirkularizaljuk. A duplex DNS-t dut+, ung+ E. coli
baktériumtdrzsbe transzformaljuk, melyekben a mutans szal szelektalodik és a vad tipust szal lebomlik. A mutans
fagmid tovabb szaporithatd, beldle kétszalu vagy egyszala DNS hozhat6 1étre.

Masodik 1épésben az egyszali templat DNS-hez a mutaciot tartalmazé oligonukleotidot anellalnak. Egy mutacios
1épésben akar tobb oligonukleotid is hasznalhatd, igy egymastol tavolabb talalhaté DNS szakaszok egyszerre is
megvaltoztathatok. A kovetkezd 1épésben T7 DNS-polimeraz hasznalataval torténik meg az egyszali templat
fagmid , korbeirasa”, a kétszalt heteroduplex DNS 1étrehozasa (az egyik szal az eredeti ,,vad tipusu” templat, a
masik szal a mutans). A T7 DNS polimerdz egy processziv polimeraz, azaz képes hosszu, akar masodlagos
szerkezettel rendelkezd templat atirasara is anélkiil, hogy a templat szalrél disszocialédna. Erdemes az
oligonukleotidok 5°- és a 3’-végére lehetéleg G/C bazisokat tervezni, hogy elkeriiljiik a rossz helyre anellalast
(mispriming) és ezaltal a nem-megfelel6 termékek keletkezését. A 3’-végen talalhaté G/C bazisparok biztositjak
a T7 DNS- polimeraz pontos mitkddéséhez sziikséges kezdd poziciot. Az oligonukleotid 5°- végén talalhato G/C
bazisparok pedig megakadalyozzadk a T7 DNS polimeraz tilmiikodését, az oligonukleotid 5’ végének a templat
DNS szalrol valo ,letirasat”. Az ujonnan szintetizalt, mar a mutaciot tartalmaz6 DNS szalat T4 DNS-ligaz
segitségével cirkularizaljak. A T4 DNS-ligdz miikodéséhez sziikséges a szintetikusan eldallitott oligonukleotid 5’
végének foszforilalasa, amit az oligonukleotidnak a templat szalhoz valdé hozzaadasa el6tt polinukleotid-kindz
enzimmel lehet elvégezni.

A kialakulo kétszalu heteroduplex DNS fagmidot E. coli sejtekbe transzformaljak €s igy a tovabbiakban plazmidként
szaporithatd. Smith modszeréhez hasonldan az ilyen modon létrehozott fagmidoknak a legjobb esetben is csak az
50%-a fogja tartalmazni a mutaciot. A Kunkel-modszer soran ez az 50%-o0s mutdcios rata a templat DNS szal
szelektiv lebontasaval csaknem 100%-ig eltolhato. Ennek alapja, hogy a templatként szolgalo egyszalu fagmid
timin helyett nagyrészt uracilt tartalmaz. Ezt Gigy érik el, hogy az egyszali DNS templatot olyan E. coli térzsben
szaporitjak, ami dUTP-az és uracil N-glikozidaz deficiens (E. coli CJ236 K12 dut-, ung-, F pilus+). A dUTP-az
hianya miatt a fagmid DNS szintézise sordn a sejtekben a dUTP koncentracidja megndvekszik és timin helyett
gyakran uracil is beépiil a DNS-be. Az uracil N-glikozidaz felelds a DNS-be mar beépiilt uracil eltavolitasaért,
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ezért az uracil N-glikozilaz deficiens torzs nem tudja kijavitani a DNS-be mar beépiilt uracilt. A mutaciot tartalmazo
masodik szal T7 DNS-polimerazzal torténd in vitro elkészitéséhez dUTP-t nem hasznalnak fel, ezért az Gijonnan
szintetizalt szal uracilt nem tartalmaz. A kovetkezd 1épésben a vad tipusq, uracilt tartalmazo, és a mutans, uracilt
nem tartalmazé heteroduplex DNS-t vad tipusi E. coli torzsbe (dut+, ung+) transzformaljak (E. coli XL1-
Blue vagy DH5-alpha). Az uracilt tartalmazo vad tipustt DNS a dut+, ung+ E.coli sejtekben az uracil-N-glikozilaz
enzim hatasara preferencialisan lebomlik, mig a mutans valtozat jéval nagyobb aranyban fennmarad, igy novelve
meg a mutacios ratat. A sejtekbol a mutans kétszalt fagmid plazmid tisztithatd, illetve M 13 helper fag hasznalataval
fag és egyszali fagmid is termelhetd.

A moddszer elénye, hogy ha a mutalandé inszertet a tovabbiakban is fagmid vektorban szeretnénk fenntartani, akkor
ez nem igényel tovabbi klonozasi 1épéseket, mint példaul restrikcids endonukledzzal valo emésztést vagy ligalast.
Hatranya, hogy a fagmid vektoroknak korlatozott az alkalmazhatosaga, igy példaul ha a vizsgalandé rekombinans
fehérjénket heterolog expresszidval E. coli baktériumban szeretnénk taltermeltetni, akkor a mutaciot tartalmazo
inszertet szubkloénoznunk kell megfeleld expresszios vektorba (pl. pET). A heterolog expressziorol a 12. fejezetben
talalhatok tovabbi részletek.

11.2.2.2. QuickChange mutagenezis

A Stratagene cég altal kifejlesztett ,,QuickChange” mutagenezis az iranyitott mutagenezis modszerek koziil, mint
neve is mutatja, talan a leghatékonyabb ¢és leggyorsabb modszer (1d. 11.4. abra). Delécid, inszercio és szubsztiticio
is 1étrehozhato vele. Elénye, hogy nem igényel specialis vektorrendszert, mint a Kunkel mutagenezisnél alkalmazott
M13 fagmid, valamint 6sszehasonlitva a PCR-alapu ,,megaprimer”, vagy az ,,overlapping” mutagenezis modszerekkel
(1d. 11.2.3.1. és 11.2.3.2. ), nincs sziikség tovabbi klénozo 1épésekre (restrikcios emésztés, ligalas) sem.

A modszer soran a mutdlandé DNS fragmentumot barmilyen kétszali plazmid tartalmazhatja. A kivitelezésnek
eléfeltétele, hogy a hasznalni kivant plazmid vektor guanin bazisai metilaltak legyenek. E feltétel teljesitése
barmely géntechnologiaban altalanosan hasznalt (dam+) E. coli torzs esetében teljesiil, mint példaul az XL1-Blue
vagy a DH5-alpha torzsek esetében (Id. 7. fejezet). A plazmidot vagy lagos oldattal (NaOH kezeléssel), vagy
hékezeléssel denaturaljak. A mutagenezishez olyan oligonukleotid primer part hasznalnak, melyek ugyanazon
DNS-szakasz két szalahoz hibridizalnak és tartalmazzak a kivant mutaciot. A primerek tehat egymas komplementerei.
Erdemes nagyon magas (T,,> 78°C) olvadasi hémérsékletii oligonukleotidot tervezni. Az olvadéasi hémérsékletet
megbecsiilhetjiik a kdvetkezd egyszerti képlet hasznalataval:

Tn=281.5+0,41(GC%) - 675/N - mismatch%

ahol az N az oligonukleotid hossza, a GC% ¢és a mismatch% egész szamok. Egyszerre tobb primerpar hasznalataval
tobb, akar egymastol tavolabbi DNS szakaszon is létrehozhatunk valtozast. A kovetkezo 1épésben egy PCR soran
DNS-polimeraz (Pfu, KODI, Fusion/Phusion) hasznalataval torténik meg a mutaciot tartalmazo uj szalak szintézise.

A reakci6 végiil vad tipust és mutaciot tartalmazo plazmidokat és ezek heteroduplexeit eredményezi. A kdvetkezd
1épésben a reakcidterméket Dpnl restrikciés endonukleazzal kezelik, ami képes magas sdkoncentracié mellett
(150-200 mM NacCl) specifikusan a metilalt DNS lebontasara, igy a vad tipust templat plazmidok eliminalasara
(célszekvencidja: 5-Gm6O6ATC-3"). A kezelés utan a mutaciot tartalmazé plazmidok intaktak maradnak. A Dpnl
enzimmel kezelt mintat, amely elvileg mar csak a metilalatlan, mutans plazmidokat tartalmazza, E. coli baktériumba
transzformaljak, ahol megtorténik a plazmid két végének ligaldodasa. A Dpnl endonukledz és a DNS-polimeraz
mindségétdl fliggden altalaban maximum 50%-ban sikeres a reakcio. A mutacio hatékonysaga 80-100%-ra nvelhetd,
ha uracilt tartalmazé templatot hasznalunk és a mutagenezis utan a DNS termékiinket dut+, ung+ E. coli baktérium
sejtekbe transzformaljuk. Az uracil tartalmu templatot dUTP-az és uracil N-glikozilaz deficiens E. coli baktérium
sejtekben allithatjuk el6 (E. coli CJ236 K12 dut-, ung-, F pilus+).
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11.4. dbra: QuickChange mutagenezis sematikus abraja. A modszer soran barmilyen, dam+ E. coli sejtben
termelt kétszala, metilalt plazmid hasznalhato. A plazmidok hé- vagy lagos denaturacidja utan mindkét szalra
komplementer, a mutaciot hordozoé oligonukleotidot anellalnak. T7 polimeraz és T4 ligaz szintetizalja és cirkularizalja
az ujonnan képz6dd, a mutaciot mar hordozo szalat. A metilalt, vad tipusd DNS-t Dpnl endonukleazzal magas
sokoncentracio mellett specifikusan lebontjak. A reakcidterméket mutS- E.coli sejtekbe transzformaljak, melyekben
a mutans szal szelektalodik és szaporodik. Az abran a piros csillag a mutaciot jeldli.

A ,,QuickChange” mutagenezis elénye a Kunkel-modszerrel szemben, hogy nem igényel specialis sejtvonalakat
¢és vektorrendszereket. A PCR alapu modszerekkel szembeni elénye pedig, hogy nincs sziikség tovabbi klonozasi
Iépésekre. Hatranya, hogy az egész plazmid atirasra kertil, ezért nagyon jo mindségii, nagy hiiségti DNS-polimerazt
igényel. Nagyméretli plazmidok esetén (> 8 kbp) ezért specialis koriilményeket és enzimeket kell hasznalni
(részletesebb leirast a gyartd cég honlapjan itt olvashatnak).

11.2.2.3. GeneEditor mutagenezis

A Promega cég altal kifejlesztett ,,szelekcids” oligonukleotidra épiild ,,GeneEditor” modszere a ,,QuickChange”
mutagenezis egyik alternativdjaként szolgal. Minden altalanosan hasznalt ampicillin rezisztenciat (TME! b-laktamaz)
hordozé egyszalu és kétszalu plazmidban kodolt DNS fragmentum irdnyitott megvaltoztatasara alkalmas (1d. 11.5.
abra). A mutacio soran egyszerre két oligonukleotidot hasznalnak fel. Az egyik magat a kivant mutaciot
tartalmazza. Egyszerre egymastol tavolabb talalhatd tobb mutacio is 1étrehozhatd tobb mutacids oligonukleotid
egylittes hasznalataval. A masik tipust, az igynevezett ,,antibakterialis szelekciés” oligonukleotid, a plazmidon
kodolt ampicillin rezisztencia gént (TME1 b-laktamaz) modositja. A modositott rezisztens plazmidot tartalmazo
sejtek igy nemcsak ampicillint tartalmazo taptalajon, hanem ,,GeneEditor™ Antibiotic Selection Mix”-et tartalmazo
taptalajon is fenntarthatok. Els6 1épésben a plazmidot denaturaljak, majd az oligonukleotidok anellalasa utan T4
DNS-polimeraz enzimmel és T4 DNS-ligdz enzimmel szintetizaljak és cirkularizaljak a mutaciokat tartalmazo 1j
szalat (mutacio a b-laktamazban és a vizsgalandd DNS inszertben). A ligalashoz itt is sziikséges az oligonukleotidok
5’ végének eldzeteses foszforilalasa. A mutagenezis terméket kompetens E. coli sejtekbe transzformaljak, melyeket
ampicillin és ,,GeneEditor™ Antibiotic Selection Mix’-et tartalmazo taptalajon novesztenek. Ezen a taptalajon
csak azok a sejtek nonek fel, melyek a kivant, mutans plazmidot tartalmazzak. A mutagenezis hatasfoka névelhetd,
ha a reakcioterméket E. coli BMH 71-18 mutS baktériumtorzsbe transzformaljak. Az igy elérheté mutacios rata
gyakran nagyobb, mint 90%.
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11.5. abra: A GeneEditor mutagenezis sematikus abraja. A modszerrel TME1 b-laktamaz alapu ampicillin
rezisztenciat hordozo plazmid altal kodolt DNS inszert szekvenciajat lehet tetszélegesen valtoztatni. A vektor h6-
vagy lugos denaturalasa utan oligonukleotidok hasznalataval két parallel mutaciot torténik. Az egyik a vizsgalando
DNS inszerten, a masik a b-laktamazt kodolo génen. A szintézis (T4 DNS-polimeraz) és a cirkularizacio utan (T4-
ligdz) vad tipusu és kétszeresen mutans szalakat kapunk. A terméket E. coli mutS- baktériumtdrzsbe transzformaljuk,

majd ,,GeneEditorTM Antibiotic Selection Mix”-et tartalmaz6 taptalajon novesztjiik, igy csak a megvaltoztatott
b-laktamaz szekvenciat kodold plazmidot tartalmazo sejtek szelektalodnak.

11.2.3. PCR alapu iranyitott mutagenezis médszerek

A polimeraz lancreakcié egy tetszleges DNS szekvencia hatékony és egyszeri felszaporitasat teszi lehetéve (1d.
6. fejezet). A PCR-re alapozva az utdbbi évtizedekben szamos iranyitott mutagenezis modszert fejlesztettek ki,
melyek mindegyike tobb 1épéses PCR-t és tovabbi klonozasi Iépéseket igényel. Mint minden klonozasi 1épés soran,
igy a PCR alapu iranyitott mutagenezis modszerek esetében is altalanosan ajanlott a ,,nagy hiiségli”, azaz hibajavito
aktivitassal (high fidelity, proofreading) rendelkezé DNS-polimerazok hasznélata. Ilyen DNS-polimerazok példaul
a Pfu-, KODI- vagy a Phusion-polimeraz (1d. 3.1.4 . fejezet)

11.2.3.1. Megaprimer PCR mutagenezis

A PCR alapt in vitro mutagenezis modszerek koziil az 1990-es évek elején Sarkar és munkatarsai altal leirt
,,megaprimer” PCR mddszer talan a leggyorsabb, legegyszeribb és legsokoldalibb (1d. 11.6. abra).
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11.6. abra: ,,Megaprimer” PCR mutagenezis sematikus dbraja. A modszer soran két egymast koveté PCR
segitségével iranyitottan, barhol 1étrehozhato valtozas az vizsgalt DNS szekvenciajaban. Az 1. PCR 1épésben a
mutaciot hordozo P2 és P3 oligonukleotidok hasznalataval 1étrejovo termék az un. ,,megaprimer”. A 2. PCR soran
a P1 primer és maga a ,,megaprimer” felhasznalasaval amplifikalodik a mutaciot tartalmazd DNS szakaszunk,
melyet a P1 és a P3 oligonukleotidok altal kodolt restrikcids enzim felismerdhelyeken valé emésztés utan
szubklonozhatunk.

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 késobbi klonozashoz sziikséges restrikcids enzim
felismerdhelyeket. A harmadik oligonukleotid tartalmazza magat a mutaciét, ami lehet inszercid, delécio,
szubsztitiicio vagy ezek barmilyen keveréke. A mutacio a target génen beliil barhol 1étrehozhat6. Az elsé6 PCR
soran a mutaciot hordozo oligonukleotid és az egyik hatarold primer segitségével, valamint a vad tipust templat
DNS felhasznalasaval eléallitjuk a mutaciot tartalmazo ,,megaprimert”. Az elkésziilt megaprimer mérete elérheti
a tobb szdz, vagy akar ezer bp hosszisagot is. A megaprimert agaroz gélelektroforézissel elvalasztjuk az aspecifikus
termékektdl és a PCR soran fel nem hasznalt primerekt6l, majd gélbdl izolaljuk. A tisztitott megaprimert, mint
egy ,altalanos” primert hasznaljuk fel a masik hatarolé primerrel a masodik PCR soran a mar mutaciot
tartalmazd DNS szekvenciank sokszorositdsara. A masodik PCR soran beallitott anellalasi hémérsékletnél
figyelemmel kell lenni a megaprimer extrém méretére és a masodlagos szerkezet kialakitasara valo hajlamara.
Erdemes a primer pérjat ugy tervezni, hogy annak olvadasi hdmérséklete 55-60°C kornyékén legyen. A masodik
PCR soran elkésziild mutans DNS szekvencianak a mennyiségét a reakcioelegybe bemért megaprimer mennyisége
fogja meghatarozni, ezért ajanlott nagy mennyiségli megaprimer eldallitasa és a masodik PCR reakcioba a lehetd
legnagyobb mennyiségben valo hozzaadasa. A 2. PCR hozamat nagy mennyiségili templat hasznalataval is ndvelni
lehet. Az elkésziilt mutdns DNS termék agardz gélelektroforézissel valaszthaté el az esetleg megmaradd
megaprimertdl és a templat DNS-t tartalmazd plazmidtol. A tisztitott mutdns DNS inszertet a hatarolo
oligonukleotidok altal kialakitott restrikcidés enzim felismerdhelyeken emésztik és a megfelelden eldkészitett,
restrikcios enzimekkel emésztett plazmidba ligaljak. A ligatumot kompetens sejtekbe transzformaljak, a mutans
DNS inszertet tartalmaz6 plazmidot szaporitjak, majd a szekvenciajat szekvenalassal ellendrzik (a mutaciot hordozo
inszert plazmidba klonozasanak folyamatarol tovabbi részletesebb leiras megtalalhato a 4. fejezetben).

11.2.3.2. Overlapping PCR mutagenezis

A PCR alapu iranyitott mutagenezis modszerek koziil az overlapping PCR mutagenezis hasznalataval a vizsgalando
fehérje DNS-én beliil barhol 1étrehozhaté mutacié. 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).
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11.7. &bra: Az Overlapping PCR mutagenezis sematikus abraja. A mddszer sordn két egymast koveté PCR
segitségével iranyitottan, barhol 1étrehozhat6 valtozas a vizsgalt DNS szekvencidjaban. Az 1. PCR 1épésben a
mutaciot kodolo, egymassal atfedd koztes termékeket allitunk eld. A 2. PCR 1épésben az atfedé DNS szélak
kiegészitése torténik. Végiil egy mutaciot tartalmazo, 5° és 3” végen restrikcios enzimfelismerd helyet kodold
inszertet kapunk, amelyet megfeleld plazmidba szubklonozhatunk.

Az els6 két PCR soran két atfedd fragmentum jon 1étre, melyek tartalmazzak a mutaciot és a klonozashoz sziikséges
restrikciés enzim felismerdhelyeket. A kovetkez6 PCR sordn ezen tisztitott termékek anelldlasabol és
lanchosszabbitasdbol kialakulo, mutécidt tartalmazo termék szolgal templatként a restrikcids enzim felismerdhelyét
tartalmazo, a primer oligonukleotidok szdmara. A mutaciot tartalmazé inszert megfeleld plazmidba klénozasa a
korabbiakban leirtak alapjan torténik (1d. 6.4.1.. fejezet).
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12. fejezet - In vitro és prokariota
expresszios rendszerek

A rekombinans DNS technolégia egyik legfontosabb vivmanya, hogy a vizsgalataink targyat képez6 fehérjéket
nagy mennyiségben, tisztan és viszonylag egyszeriien el6 tudjuk allitani. A ,tisztan” kifejezés itt nemcsak azt
jelenti, hogy a preparatum kb. 90-95%-ban a benniinket érdekld fehérjénket tartalmazza, hanem azt is, hogy példaul
nem kell 1 mg neuronalis fehérje eldallitasahoz 25-30 db patkanyt megdlni, mint a géntechnologiat megel6z6
korszakban. Az expressziods rendszerek felhasznalasaval a vizsgalando fehérjét nemcsak egyszeriibben és nagyobb
mennyiségben, hanem a céljainknak megfeleléen modositva - iranyitott mutacidkkal, 6nallé doménként, csonkolt
formaban, kiilonboz6 cimkékkel (fag-ekkel) ellatva - is tudjuk termeltetni.

Nem mindegy, hogy milyen expresszios rendszert hasznalunk. Ennek kivalasztasaban jelentds szempont a sziikséges
fehérje mennyisége, tisztasaga, poszttranszlaciés modositasa, aktivitasa, a raforditott id6 és pénz, illetve milyen
infrastruktara (és mennyi kutatasi forras) all mogottiink. Ebben a fejezetben a sejtmentes (in vitro expresszios
rendszer) és a prokaridtaexpresszios rendszereket ismertetjilk. Megbeszéljiik az alapjaikat, milyen vektorokat,
gazdasejteket hasznalhatunk, mik az eldnyeik és hatranyaik, milyen célra melyik rendszert célszer(i hasznalni,
valamint milyen alkalmazasi lehetdségeik vannak. Az eukariéta expresszios rendszereket a kvetkezo fejezetben
targyaljuk (1d. 13. fejezet)

Kezdjiik az alapfeltételekkel, azaz mi az expresszios rendszerek két pillére? A gazdasejt, ami termeli a rekombinans
fehérjét, illetve az expresszidos konstrukcid, azaz a rekombindns DNS, ami meghatirozza a termelendd
polipeptidlanc(ok) aminosav sorrendjét. A rekombinans fehérje kifejezés annyit jelent, hogy rekombinans
DNS segitségével expresszaltatunk egy fehérjét, ami az esetek tobbségében megegyezik a nativ fehérjével (azaz
nem két polipeptidlanc ,,rekombinalasaval” allitjuk el6). A fenti sématdl eltér a sejtmentes, azaz in vitro expresszios
rendszer, mivel ebben az esetben nincs sziikségilink gazdasejtre, csak a pro- vagy eukariota sejtb6l szarmazo
riboszémakra, valamint az in vitro transzkripciohoz €s transzlacidhoz sziikséges egyéb komponensekre.

A gazdasejt lehet baktérium (Escherichia coli, Bacilus subtilis), élesztd (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris)
vagy mas eukariota sejtvonal vagy akar transzgenikus allat és novény is. Ezek a gazdasejtek heterolog expressziora
képesek, vagyis arra, hogy nem a sajat, hanem mas fajbol szarmaz6 fehérjéket termeljenek. Mindegyik rendszernek
vannak el6nyei, és hatranyai, és megvannak a sajat expresszios vektorai. Ezek az expresszios vektorok tartalmazzak
azokat a szekvenciakat, amelyeket a gazdasejt felismer, és elinditja a kifejezendd gén transzkripcidjat, majd

V4

12.1. In vitro expresszios rendszerek

Az in vitro vagy sejtmentes expresszio azon alapszik, hogy in vitro koriilmények kozott a sejtbdl kivont transzlacios
rendszer segitségével szintetizaltatjuk a kivant fehérjét. (A sejtmembrant, illetve eukaridta sejteknél az
organellumokat is eltavolitva, a citoplazma €s a benne talalhaté komponensek alkotjak a ,,sejtmentes” rendszert).
A rendszer miikodéséhez sziikség van a genetikai informdciora, azaz a kivant fehérjét kodolé6 mRNS-re, illetve
altalaban egy expresszids vektorban 1év6 rekombinans DNS-re, valamint a reakcié oldatra, mely tartalmazza a
sziikséges transzkripcios €s transzlacios aktivitast. A legelso sejtmentes transzlacios rendszer prokaridéta kivonat
volt, ezt kdvették az eukariéta sejtmentes transzlicios rendszerek, rovarsejt (Sf9, Sf21-sejt), nyul retikulocita
(RRL), buzacsira, és ma mar human sejtvonalbol szarmazoé transzlacios rendszer is elérhetd. Tovabbi informaciod
a kereskedelmi forgalomban elérhetd rendszerekrdl itt olvashato.

12.1.1. Az in vitro transzlaciés rendszer komponensei

Mi sziikséges a sikeres in vitro transzlacidhoz?

* RNS-polimeraz és NTP-k az mRNS transzkripcidjahoz

V4

* tRNS-ek és aminosavak
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 transzlacios kofaktorok

ATP, GTP és energiaregeneral6 rendszer
* dajkafehérjék és mas faktorok a polipeptidlanc feltekeredéséhez
* templat nukleinsav

A fehérje-komplexeket és faktorokat a kereskedelmi forgalomban kaphat6 sejtmentes kivonatok tartalmazzak,
csak energiaforrast (ATP, GTP, energiaregeneralé rendszert) és aminosavakat kell hozzaadni, valamint
értelemszertien a templat nukleinsavat.

A templat nukleinsav mRNS vagy DNS lehet. Amennyiben a templat DNS, azt el6szor at kell irni mRNS-sé, és
majd az azt kovetd transzlacios reakcid soran lesz beldle fehérje. Ezért ezt a rendszert kapcsolt (linked vagy coupled)
rendszernek hivjak (Id. 12.1. abra).

A kapcsolt rendszer esetén ugyanabban a cs6ben jatszodik le egymas utan a transzkripcid €s transzlacio. DNS
templat esetén a bemend DNS Iehet linearis, cirkularis, vagy PCR termék. A DNS-nek tartalmaznia kell a
transzkripcid és transzlacio elinditasaért felelds elemeket, tehat a promoter szekvenciat, és prokaridta rendszernél
a riboszoma kotohelyet (RBS), azaz a Shine-Dalgarno szekvenciat. Eukaridta rendszernél ennél bonyolultabb a
is nekiink kell megoldani. Ezért a megfelel6 génexpresszios elemeket (pl. Kozak-szekvencia, IRES) is tartalmaznia
kell a templatnak, illetve intron mentes DNS-t kell bejuttatni a rendszerbe. Ennek megfelelden specialis prokariota
vagy eukariota expresszios vektorokba kell a target gén cDNS-t bevinni. Ezek az expresszios vektorok expresszios
kazettajukban mar eleve tartalmazzak a génexpressziohoz sziikséges elemeket (1d. 12.2. abra).

plazmid DNS

vagy

PCR fragmens
exprasszids kazettaval

@@
g T T

Y ¥
0 Ve
® V. %,

0 Sejtkivonat transzkripcids és
transdlicids komplexekdel, fakiorokial

mRMNS

fehérje

12.1. abra: A kapcsolt (/inked vagy coupled) in vitro transzlacids rendszer sémaja
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5'-primer

-

. RBS == ATG-cDNA-Tag-STOP .—>

b

3"-primer

12.2. dbra: Prokaridta expressziés kazetta sematikus abraja. T7P: T7-promoter szekvenciaja, RBS: riboszoma
kotohely szekvenciaja, ATG: az elsé metionin aminosav kodonja, Tag: fizios cimke (a példaban C-terminalis)
szekvenciaja, T7T: T7 transzkripcid terminacios szekvencia

Ilyen vektorok, illetve in vitro transzlacios kit-ek megvasarolhatok, pl. a NEB (New England Biolabs), Invitrogen
vagy a ThermoScientific biotechnologiai cégektdl. Mivel linedris DNS-t is hasznalhatunk templatként, ezért PCR
reakcidéval mi magunk is elkészithetjiik a templatunkat. Ilyenkor olyan primerekkel kell felszaporitani a cDNS-t,
amely tartalmazza a megfelel6 szabalyozo elemeket. A 12.2. abra alapjan lathatd, hogy az 5' primernek tartalmaznia
kell a prométert az RBS-sel egyiitt, a 3'-primernek pedig a terminacids szekvenciat. Azaz a hasznaland6 primerek
sematikus felépitése:

* S'-primer: T7P szekvencia-RBS szekvencia-cDNS-re illeszkedd szekvencia.
* 3'-primer: cDNS-re illeszked6 szekvencia-T7T szekvencia (természetesen ennek a reverz komplementere kell).

A Roche cég fejlesztése, a Rapid Translation System (RTS 500), E. coli extraktumot hasznal, amely akar egy
napig is képes folyamatos szintézisre, igy nagyobb mennyiségl fehérjét tud eléallitani. Ezt igy tudtak megoldani,
hogy gondoskodtak az energia hosszli tava regeneralasardl, illetve a kofaktorok, alapanyagok (nukleotidok,
aminosavak) folyamatos betaplalasarol és a gatléanyagok elvezetésérdl. Ezt ugy oldottak meg, hogy féligatereszté
hartyaval elvalasztjak a reakciotértol a keletkezo gatld anyagokat, ami a konvencionalis modszer egyik legnagyobb
problémaja. A rendszerrdl tovabbi informacio itt olvashato.

12.1.2. EI6nyok és hatranyok

Elényok:

* A leggyorsabb expresszids rendszer, néhany o6rat vesz csak igénybe.

» Egyszer(i, nem igényel sejttenyésztést, transzformalast, intenziv fehérjetisztitast.
 Fiiggetlen a gazdasejttdl (nincs gazdasejt).

» Toxikus fehérjékre is hasznalhato (nincs sejt, ami elpusztulna).

* Proteolizisre nagyon érzékeny fehérjék expresszioja is megoldhato (bar a sejtmentes kivonathoz is sziiksége
lehet proteaz enzim gatloszerek hozzaadasara).

Hatranyok:

» Kevés fehérje allithato eld, altaldban egy reakcidval 0,1 pg/ml fehérjét nyerhetiink ki. Gyakran ki sem tisztitjuk
a fehérjét, hanem a fehérjét tartalmazo reakcidoldattal dolgozunk tovabb.

» Nem megfeleld a poszttranszlaciés modositas (glikozilaciod, foszforilaciod), bar ez a probléma megfeleld in vitro
transzlacios rendszer megvalasztasaval megoldhatd: pl. human fehérjét human sejtvonalbol nyert sejt extraktummal
szintetizaltathatunk.

* A sejtkivonat endogén mRNS-¢ét6] meg kell szabadulni (kezelés micrococcus nukleazokkal).
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12.1.3. Alkalmazasok

Gyors ¢és nagyszamu mutans vagy csonkolt fehérjék eldallitasara funkcionalis analizis céljabol (nagy
ateresztOképességl, Un. high throughput, HTP modszer)

Megfeleld poszttranszlacids modifikacioval rendelkezé human fehérjék eldallitasara.

Fehérjék stabil izotopos jelolésére, nem-természetes aminosavak bevitelére, mivel a reakcidhoz szabadon
hozzaadhatok a jel6lt vagy nem természetes aminosavak.

Funkcionalis virionok (virusfehérjék és nukleinsavak, amelyek spontan virionna allnak szervezddnek), illetve
toxikus polipeptidek eléallitasara.

crrr

12.2. Prokariota expresszios rendszerek

Nézziik meg a prokaridta expresszios vektorok altalanos felépitését, amelynek alapelemei a riboszoma kot6hely
kivételével az eukariota expresszios vektorokban is megtalalhatéak (Id. 12.3. abra).

Replikon, azaz a replikacios origod és szabalyozo szekvenciak, amelyek a plazmid baktérium sejtben torténd
fenntartasahoz, replikacidjahoz szitkségesek.

Antibiotikum rezisztencia gén a szelekciohoz.
Prométer és szabalyozé elemei a kivant cDNS transzkripciojahoz.

crrr

MCS: poli- vagy multiklonozoé hely a kivant cDNS beviteléhez.

Korabbi fejezetekben mar ismertettiik a vektorok €s ezen beliil plazmidok altalanos felépitését (1d. 7. fejezet), ezért
ebben a fejezetben csak a génexpresszid szempontjabol legérdekesebb elemekrdl, a prométerekrdl, és a riboszéma
kotéhelyrol (RBS) lesz szo.
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12.3. abra: Egy tipikus prokariota expresszios vektor felépitése

12.2.1. Bakterialis promoéterek és a riboszéma kotohely
12.2.1.1. Prométerek

A bakterialis expresszios vektorok altalaban plazmid-alapuak, amelyek legtobbszor indukalhaté promotert
tartalmaznak. Mar korabban megtanultuk, hogy a prokariéta promoternek két fontos eleme van: a Pribnow-box
vagy -10 elem (TAAATA konszenzus szekvencia), ami 10 bp-ra talalhatd 5’-iranyban az elsd atirandd bp-hoz
képest (amely a +1 poziciot jelenti). Ezen elem jelenléte esszencialis a transzkripcidhoz. A masik elem egy TTGACA
konszenzus szekvencia, amit -35 szekvencidnak is hivunk, mert a start ponttol 35 bp-ra talalhato upstream, azaz
5’-iranyban az atirodo szekvenciatol. Jelenléte a promoterben nem esszencialis, de jelentds mértékben hozzajarul
a gén atirasahoz. Végiil sok prokariota promoéterben a -35 elemtdl 5’-iranyban tovabbi nem esszencialis szekvenciak
is talalhatok (,,UP” elemek). Egy tipikus bakterialis promoter f6 elemeit a 12.4. abra mutatja be.

(Pribnows-box}  RNS starthely
-35 régio 10 régic
5" UP elemek | |TTGACA | N,y  |TATAAT | N
(konszenzus szekvenciak) mRNS AU ™

DNS

k J

12.4. abra: Egy bakterialis promoter sémaja

A bakterialis promoterek lehetnek allando kifejez6dést biztosito, azaz konstitutiv, vagy indukalhaté promoterek.
Az indukci6 torténhet homérséklettel, vagy valamilyen kémiai agenssel, induktorral. Az indukci6 leggyakrabban
IPTG-vel (izopropil-tiogalaktozid) torténik, ami egy nem metabolizalodé laktoz analég. igy az indukci6 a lac-
operon szabalyozasi elvén alapul, azaz az expresszios vektor a promoter mellett tartalmazza a lac operator szekvenciat
is (a -10 elem és az atir6do6 szekvencia kozott). Az induktor (allolaktéz vagy IPTG) hianyéaban a lac-represszor
fehérje kotddik ehhez a szekvenciahoz, igy nem hozzaférheté az RNS-polimeraz szamara a promoter, tehat nincs
mRNS atiras. Allolaktoz vagy IPTG jelenlétében a lac-represszor levalik a promoterrdl, megtorténik a génatiras.
Raadasul, az IPTG mennyiségével még az atiras mértékét is szabalyozni tudjuk.
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Lac prométer (IavUV5 promoéter): Altalanosan elterjedt, ilyen van a pUC katabolit, pTZ, pSK, pBluescript, pPGEM
vektorokban. Bar a promoter viszonylag gyenge, mégis megfelelé mértékii fehérje kifejez6dés érhetd el, mivel a
plazmid nagy kopiaszamu. Akkor miikodik a promoéter maximalisan, ha a baktérium kultura médiuma nem tartalmaz
gliikkozt, ugyanis ekkor miitkodik a cAMP/ aktivator fehérje (CAP), ami sziikséges a promdter mikodéséhez.

Trp-lac (tac) prométer: hibrid promoter, -35 régio tartalmazza a trp (trp operon) -35 szekvencijat, majd -10-nél
represszorral, azaz a génatiras indukalhat6 IPTG-vel, és fliggetlen a cAMP regulaciotol. Erés prométer, nagymértéki
expresszio érhet6 el vele. Ilyen promoter talalhatd a pGEX vektorokban, amelyek sematikus felépitését a 12.5.
abra mutatja be.

Tac-promoter

Lacl represszor ™

/
replikacios +
origd Amp®

12.5. abra: A pGEX-3X expresszios vektor térképe

A pGEX vektorok replikonja (pMB1) a pPBR322 vektorbol szarmazik, ezért ezek alacsony kopiaszamu vektorok.
Altalaban ampicillin rezisztencidjuk van, amit a b-laktamaz enzim, a rezisztencia gén terméke biztosit. A trp
promoterrel valo hibridizacié miatt sokkal erdsebb indukalhat6 expressziot biztosit, mint a /ac promoter, 3-szor
erdsebb a trp, és 10-szer a lac-promoternél. Ez egy GST-fuzios fehérje termeltetésére alkalmas vektor (1d.12.2.3.1.
fejezet)

Trp-lac (trc) promoter: szintén hibrid promoter, a tac promoéter egyik valtozata. A kiilonbség a két promoter
kozott a -35 és -10 elemeket elvalaszto tavolsagban van, a trc-promdternél révidebb. Ilyen promoter taldlhato a
pTre vektorokban.

T7 prométer: A leger6sebb promoterek kdzé tartozik. A T7 bakteriofag specifikus promotere, 5-szor erésebb,
mint az E. coli baktérium konszenzus prométere, ezért nagymeértékil expressziot biztosit. Specialis baktériumtdrzs
kell hozza, amely képes felismerni a T7 promotert, azaz termeli a T7 RNS-polimeraz enzimet (az E. coli RNS-
polimeraz enzim csak a sajat génjei promotereihez kotédik, miként a T7 bakteriofag RNS-polimeraz csak a fag
gének promotereihez kotddik). Ezért az E. coli BL21 baktériumtorzs genomjaba fag-fertdzéssel bejuttattak a T7
fag RNS-polimeraz génjét ugy, hogy a lacUVS5 promoter szabalyozasa alatt legyen. Az igy kapott baktériumtorzset
hivjuk BL21(DE3)-nak. A DE3 profag egy A-fag szarmazék, amelynek - a kromoszomalis integracioért felelds
-int génjébe juttattak be a T7 RNS-polimeraz és a lacl represszor fehérje géneket. Ebben a torzsben a laktoz analog
IPTG hatasara beindul a T7 RNS-polimeraz termelése, ami felismeri a plazmidon 1évé T7-prométert, és elkezdi
atirni a promoter utan 1évo inszertet.

Ilyen prométer talalhaté a pET vektorokban (plasmid for Expression of T7 RNA polymerase) (eredetileg a
Novagen biotechnoldgiai cég terméke), amelyet Studier és tarsai fejlesztettek ki a *90-es évek elején. Ezek a
vektorok colE1 origét (replikon) tartalmaznak, ami alacsony kopiaszdmot biztosit, és altalaban ampicillin vagy
kanamicin rezisztencia gént hordoznak. A prométeriik vagy a T7 fag természetes promotere, a @10 prométer,
vagy a természetes ¢10 promoter a lac operatorral (LacO) egyiitt. Az igy kapott T7lac prométer mar indukalhato
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IPTG-vel, és nagyobb biztonsagot jelent, mert mind a polimeraz, mind a termelendd fehérje génje a lac operator
szabalyozasa alatt all, és IPTG-vel indukalhat6. Tehat indukcié nélkiil elméletileg nincs génatiras. De a BL21
pLysS és pLysE baktériumtorzsekben még egy extra biztositék is van; ezek a torzsek kiilon plazmidon (pLys)
hordozzak a T7 RNS-polimeraz természetes inhibitoranak, a lizozimnek a génjét. IPTG nélkiil, az esetleg keletkezd
RNS-polimerazt a lizozim gatolja, igy biztos nincs atiras. Ezt akkor érdemes kihasznalni, ha toxikus a fehérje a
baktérium szamadra, igy csak az indukci6 hatasara kezd a fehérje expresszalodni. Nézziik meg a 12.6. abran az
igen gyakran hasznalt pET-expresszios rendszer miikodését. Itt talalhatok tovabbi elméleti és gyakorlati részletek
a legmegfelelobb vektorok kivalasztasardl.

lacO :
lac | /T7 RNS Pol gén ,

by . HITeje-Izenrin gén
""""-—-..._____‘_‘___‘_

ﬁ‘];.¢iacﬂ

: facl
: i PET plazmid
BL21(DE3) genom (@

12.6. abra: A pET-expresszios rendszer sémaja

ApL prométer: Magas hémérséklettel indukalhatd, mert hémérséklet érzékeny represszort tartalmaz. A A-fag
represszor fehérje alacsony hémérsékleten a promoéterhez kotddik, mig magasabb hémérsékleten levalik, igy
elkezdodhet a génatirds. A baktérium kultarat 30°C-on novesztjiik, majd az indukcié 42°C-on torténik. Ez a
promoter kiilonosen hasznos toxikus fehérjék kifejeztetésénél. Ilyen vektorok a pHUB, pPLc, pKC30, pASl1,
pRM1, pTrxFus sorozatok. De ehhez a promoéterhez is specialis E. coli torzsre van sziikség: az M5219 torzs a 1-

crer

araBAD promoter: Az arabin6z operon operator helyét tartalmazza, igy arabindzzal indukalhat6, dézis-fiiggd
moddon. A promdter, mivel arabinéz hasznositasu operon része, gliikkozzal gatolhatd. Ilyen promoterrel a pBAD
sorozat (Invitrogen) vektorai miikodnek.

Ipp prométer: Az expresszios vektor a kifejezend6 gén el6tt egy kiilsé membran lipoprotein promoterét tartalmazza.
Ez a fehérje nagy mennyiségben és allandodan kifejezddik a baktérium sejtben, igy a promdter erds és konstitutiv
lesz.

phoA promoter: A bakterialis alkalikus foszfataz gén (phoa) promoterét és N-termindlis /eader szekvenciajat
tartalmazza. Igy a fehérjénk olyan N-terminélis szekvenciaval fog kifejezédni, ami a periplazmatikus térbe kiildi.
A promotert lehet indukalni foszfat megvonassal, vagy akar éheztetéssel. Ilyen promoter talalhaté a pTA vagy
pBAce vektorokban.

rrnB prométer: Magyar vonatkozasu promoter; Venetianer Pal akadémikus és munkatarsai (MTA SZBK, Szeged)
fejlesztették ki. Azon alapul, hogy a transzkripcidé mértékéhez nagyban hozzajarulnak a promoéterhez képest upstream
iranyban 1év6 szekvenciak is. Ezért az 5S rRNS gén promoteréhez, ami magaban is egy nagyon erds promoter,
még egy extra 5’-szekvenciat adtak -40-60 régioban. Ez az upstream szekvencia (UP promoter modul) az RNS-
polimeraz a-alegység C-terminalis részének kotdhelyét tartalmazza, igy értelemszeriien megnoveli a génatiras
hatékonysagat (kb. 30-szorosara).
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12.2.1.2. Riboszéma kotéhely (RBS)

Az RBS vagy Shine-Dalgarno szekvencia (amely az atirt mRNS 5°-UTR, azaz nem transzlal6dé régidjaban talalhat6)
is nagyon fontos a gének kifejezédéséhez. Ez az 5-9 nukleotidbdl all6 szekvencia komplementer a 16S rRNS 3’
kodon tavolsaga 3-11 nukleotid, s szintén jelent6sen befolyasolja az expresszid mértékét (azaz a tavolsag
valtoztatasaval is optimalizalni lehet a fehérjetermelés szintjét — 1d. késdbb). Az expresszio hatékonysagat a RBS-
tél még tavolabb 1év 5’-nem kodolo régiok is befolyasoljak és a gén 3’-végén talalhato transzkripcidtermincios
szekvenciak is novelhetik (bar nem esszencialisak a legtobb rekombinans fehérje eldallitasahoz).

A kereskedelemben kaphato expresszios vektorok tartalmazzak a megfeleld szabalyozo elemeket. Nekiink csak
arra kell tigyelniink, hogy az expresszaland6 géniinket a megfelel helyre klonozzuk be; a promoter és a riboszéma
kotohely utan, ne vagjuk ki a riboszoma-kotohelyet, és a leolvasasi keret se tolodjon el. A START kodont
tartalmazhatja a vektor szekvencia (pl. az Ndel restrikcids enzim felismeréhelyében van egy START kodon:
ATGCAT), de a cDNS-sel is bevihetjiik a vektorba, csak az RBS-hez valo tavolsagara kell iigyelni. A prométer
és ariboszéma-kotohely 1étfontossaguak a gének expessziojahoz, a szabalyozoé elem (operator régid) nélkiil ugyan
miikddhet az expressziods rendszer, de mégis ajanlott erre is gondolnunk, féleg az expresszid optimalizalasdhoz
(Id. alabb). A kivalasztott expresszidos rendszer vektorai tartalmazzak ezeket az elemeket. Azt kell még
meggondolnunk, hogy a kivant fehérje utols6 aminosava utan szeretnénk-e befejezni a fehérje szintézisét, vagy
fuzids cimkét akarunk a fehérje C-termindlis részére. Els6 esetben STOP kodont kell tenniink a cDNS végére
az MCS (multiklonozé hely) megfelel6 helyére kell bevinniink az expresszalandé gén cDNS-ét. Az igy elkészitett
vektort be kell juttatnunk a megfelel6 gazdasejtbe (1d. 4.3. fejezet).

12.2.2. A prokariéta fehérje expresszio optimalizalasa

Feltételezziik, hogy sikeriilt kivalasztanunk a megfeleld prokariota expresszids vektort és a vele kompatibilis
baktérium torzset. Az inszertiink (a kivant fehérje cDNS-e) megfeleld helyre bekeriilt az expresszids vektorba.
Sikertilt a plazmid transzformalasa az expresszios torzsbe, a transzformalt baktériumok jol osztodnak. Az indukciot
is jol elvégeztiik, de vagy nincs termékiink, vagy nem megfelel a mérete, vagy nem elegendd a mennyisége. Mi
lehet a gond, mi a teend6?

1. Nézziik tjra at a vektor térképét, nem klénoz6 vektort hasznalunk-e, ami nem tartalmaz riboszéma kotohelyet!
Megfeleld leolvasasi keretben (frame-ben) van-e az inszert. Ez kiilondsen az N-terminalis fzios cimkét tartalmazé
konstrukcidknal fontos (Id. 12.2.3. ). A harommal nem oszthaté szamu hasitohelyekkel dévatosan kell banni
(ilyen pl. a Notl), mivel ezek konnyen eltolhatjak a leolvasasi keretet.

2. Szekvenaljuk a plazmidban 1év6 inszertet! Nincs-e benne delécio, inszercid, ami frame eltolast vagy STOP-
kodon beépiilést okoz. A plazmid prométere és a transzkripcids terminacios szekvencia kivalo primeriil szolgal
a szekvendlashoz. Ez a pET-plazmidoknal maga a T7-prométer (77forward), vagy a T7Term (T7 Term-reverse).

3. Kovessiik nyomon a fehérjénk sorsat! Vegyiink mintat minden lépésnél, futassuk meg a mintakat SDS-
poliakrilamid gélelekroforézissel (SDS-PAGE) és festéssel, vagy Western-blottal ellendrizziik a kapott terméket.
Legyen mintank az indukalatlan sejtekbdl, majd az indukcid utan is a sejtekbdl, a sejt feltarasa és centrifugélasa
utan a feliiliszobol és a pelletbdl (csapadék, ami a centrifugacsd aljan sszegytilt), majd az Osszes tisztitasi
1épés utan is. (A fehérjék tisztitasat 1d. 12.2.4. fejezet.)

4. Van fehérjénk, csak sajnos nem az oldhaté frakciéban, ami a sejt lizatum feliiluszdja, hanem a csapadékban.
Ez azt jelenti, hogy a fehérjénk oldhatatlan formaban van a zarvany testben (mas néven inkluzids test). Ekkor
két lehet6ség all eldttiink: az inkluziods testbol preparaljuk tovabb a rekombindns fehérjét minden hatranyaval
¢s elonyével egyiitt, vagy megprobaljuk eltolni a fehérje termelést az oldhatd forma iranyaba.

5. Nagyon kevés fehérjénk van. Miért nem expresszalddik a fehérje?
» Probaljuk optimalizalni az indukcids koriilményeket; hdmérséklet, id6, indukcids agens koncentracidja.

» Korai terminalodas, mert ritka kodonok vannak az inszertben kozel egymashoz (olyanok, amelyekre nincs
elég antikodont hordozo tRNS a gazdasejtben) - pl. human fehérjét szeretnénk expresszaltatni prokariotaban,
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ahol mas bizonyos aminosavak kodon preferencidja. Hasznaljunk olyan baktérium torzset, amely ritka
kodonokat is hasznal (pl. Rosetta, a Novagen cégtdl, vagy CodonPlus, a Stratagene cégtdl). Emlékezziink,
fajonként mas és mas a kodszotar kodon hasznalati gyakorisaga! Az E. coli és a human kodszotarak kodon
gyakorisagat a kdvetkezo tdblazatban hasonlitjuk 6ssze. Sargaval emeltiik ki az E. coli altal hasznalt ritka
kodonokat (1d. 12.1. tablazat)

12.1. tablazat: Az E. coli és a Homo sapiens kédszotar 6sszehasonlitisa

Kodon E. coli heoanan  kodon E. coli lwman  kedoen E.coli Iwman  Eoden E. coli  lwwman

o F 057 046 UCU 5 011 1% Al Y 0.53 044 UG C 042 0,40
e F o043 054 UCC 8 0.1d 02z UAC Y 047 056 UGC C .58 054
A L ols 008 UCA § 013 015 UAad STOP 004 0,30 UGA STOP 036 0,47

e Lol 613 UcA 8 ile 005 UAG STOP 000 024 UGG W 1 1

CUU L o2 013 CCU F 017 03¢ CAU H 0,55 042 OGO R .36 {05
cuc Lol 02 cCcC Pool3 0,32 CAC H 45 .55 CGe 14 0.44 018
CUA L 00 007 CCA P 014 0,18 CAA Q 0.3 0,27 CGA R 0,07 0,11
CUG L 46 04 CCA F 058 011 CAG Q 0.7 0,73 OGG R 007 0.2
AL T D&Y 036 ACU T 016 021s AAL L 077 047 AGL 5 014 1=
AUC I 035 047 ACC T 047 036 AAC N 0.53 0,53  AGC b 0,33 .24
AUA T 007 0,17 ACA T 013 028 AAA k 0,73 .43 AGA R 0.0z 0,21
AUG M 1 1 ACG T 0214 011 AAG K 027 057 AGG R 0.03 0.21

GUU V023 018 GUU A 011 0.27 GUu I 062 0,46 (e = 029 0,16
GUC vV 0E 04 GUC A 0,31 0,40 GLUC I L35 0,54 G Cx 046 1,34
GUA V017 0,12 GUA A D21 023 GLUA E 0,70 0,42 A B 013 .25
GUG YV 040 046 GUG A 038 11 GUG E 0,30 0,58 GGG G 0,12 0,25

* Rovid azmRNS életideje, hasznaljunk olyan torzset, amelyben bizonyos RN-azok hianyoznak. (pl. BL21Star)

* Nem elég stabil a fehérjénk és degradalodik a tisztitas soran. Hasznaljunk protedz gatloszereket, tarjuk fel a
sejteket dvatosabban, és tartsuk minden tisztitasi 1épésnél a prepardtumot jégen, vagy 4°C-on.

* Fejeztessiik ki a fehérjénket expressziot és oldhatosagot segité N-terminalis cimkékkel, ilyen pl. a GST illetve
MBP cimke (1d. 12.2.3.).

* Gondoljuk meg, hatha elég a céljainknak a fehérje kisebb része, N- vagy C-termindlis csonkolt része,
fragmentuma. Expresszaltassuk a feltehetéen rendezetlen N- vagy C-terminalis részeket kodold régio nélkiili
fehérjét. A fragmentumot kodold templat DNS-t szubklonozassal, in vitro mutagenezissel, PCR modszerrel
allithatjuk eld.

» Toxikus lehet a fehérjénk a gazdasejt szamara, ezért hasznaljunk olyan rendszert, amelyben nagyon szigort
szabalyozas alatt van a promoter. Ilyenek a pLysS és pLysE plazmidot tartalmazo torzsek.

» Probaljunk ki mas prométerrel rendelkezd expresszios vektorokat, mas baktérium torzseket.

+ Hasznaljunk masik taptalajt a baktérium kultira novesztéséhez. Altalaban LB taptalajban fejeztetjiik ki a
fehérjét, de valthatunk YT, 2YT, Terrific Broth, NzZCYM, Nzamin tapra is. Valtoztathatjuk a taptalaj NaCl
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koncentraciojat is: 0,2-0,6 M kozott. Adjunk a ndvesztéshez gliikozt (vigyazat, mert lac-operatort tartalmazo

ey

» Fejeztessiink ki bakterialis dajkafehérjéket (chaperonokokat) a fehérjénkkel egyiitt a hatékonyabb folding
érdekében. Példaul a DnaK-Dnal chaperonokat vagy a GroEL-GroES chaperoninokat hordozo6 expresszios
vektorokkal egyiitt expresszaltassuk a fehérjénket (1d. 12.2.2.4. ). Elképzelhetd, hogy a fehérjénket csak a
kolesonhatd partnerével egyiitt lehet expresszaltatni — ezt is érdemes kiprobalni.

» Valtsunk expresszios rendszert, pl. eukariota expresszios rendszerre térjiink at (1d. 13. fejezet).

Ne felejtsiik el, hogy a rekombinans fehérjék expresszidja, bar vannak altalanos elvek, mégis a tapasztalaton alapul.
Kisérletezni kell, hogy melyik koriilmény, forma a legoptimalisabb az adott fehérje és az adott konstrukciod
eldallitasahoz.

12.2.2.1. Az indukciés korulmények optimalizalasa

Az indukcios koriilmények optimalizalasa az expresszios id6, a hdmérséklet és az induktor koncentracidjanak
a valtoztatasat jelenti, mikzben monitorozzuk az expresszalodott fehérje mennyiségét mind a sejtlizatum oldhatatlan
(centrifugalas utani csapadék), mind az oldhatéd frakcidjaban (feliiliszo). Az expresszalt fehérje mennyiségét
nyomon kovethetjiilk SDS-PAGE-val, vagy Western blottal. A Western blot elénye, hogy a specifikus ellenanyag
megmondja, melyik ,,csik” felel meg a gélen a fehérjénknek. Ez akkor kiilondsen nagy segitség, ha nem vagyunk
biztosak a fehérje elektroforetikus mobilitasaban, vagy kevés a mennyisége. Hasznalhatunk a fehérjénkre, vagy a
fuzidés cimkére specifikus ellenanyagot (anti-His, anti-GST, anti-MBP, anti-Flag, anti-HA). Ez a kisérlet arra a
kérdésre is valaszt ad, hogy termelddik-e (nem tortént-¢ korai terminacio) és mennyire stabil (degradalodik-¢) a
fehérjénk.

Hogyan fiigg a vizsgalt harom paramétertdl az expresszido mennyisége, sebessége? Minél magasabb a hdmérséklet,
¢€s nagyobb az induktor koncentracidja, annal gyorsabban fejezodik ki a fehérje. Ez olyan gyors lehet, hogy a
fehérje megfeleld feltekeredésére, harmadlagos szerkezetének felvételére nem lesz idd, igy a fehérje bels6 hidrofob
magjai kiviilre keriilnek, s ezen keresztiil a fehérjék dsszetapadnak, aggregatumokat képeznek és oldhatatlan
formaban kicsapodnak. Ezt altalaban el kell keriilniink, mert nehéz a fehérjét visszaoldani, illetve renaturalni tigy,
hogy visszanyerje a biologiai aktivitasat (kivéve, ha eleve zarvanytestbdl szeretnénk preparalni). IPTG-vel torténd
indukcidé esetén, ami a legelterjedtebb indukcidés modszer, altalaban 0,01-1 mM kozott valtoztatjuk az IPTG
az indukciod, annal gyorsabban megy végbe minden folyamat, igy a transzkripcio és a transzlacio is a sejtben.
Altalaban 15-37°C kozott torténik az expresszio. Az optimalis hdmérséklet mellett érdemes beallitani az induktor
noveli az esélyét annak, hogy oldhatatlan fehérjét kapunk. Szisztematikusan meg kell nézni a fehérje mennyiségét
a paraméterek valtoztatasaval mind az oldhatd, mind az oldhatatlan frakcioban.

12.2.2.2. Expresszios torzsek (BL21pLysS, BL21pLysE, Rosetta,
BL21Star, stb.)

Sokszor segitséget jelent, ha mas térzsben fejeztetjiik ki a fehérjénket. Ha példaul arra gyanakszunk, hogy korai
terminacio miatt levalik a riboszomarél a mRNS, ezért nincs megfelelé méretii termékiink az expresszio soran. Ha
a fehérjénk cDNS-ének bioinformatikai vizsgalata is azt mutathatja, hogy tobb ritka kodon van egymas utan, amin
nem all médunkban mddositani, akkor érdemes olyan gazdatdrzset hasznalnunk, amely tartalmaz ritka kodonu
tRNS-eket. Ilyen a BL21 szarmazék Rosetta torzs (Novagene). Ha rovid az mRNS életideje a sejtben, akkor
fejeztessiik ki a fehérjénket BL21(DE3)Star sejtekben. Ennek a torzsnek a fenotipusa: F— ompT hsdSB(rB—, mB-)
gal dem rnel31 (DE3). Ebbdl latszik, hogy alkalmas IPTG indukalta génexpresszidra T7-promoteren keresztiil,
az ompT- és lon- proteazok inaktivak (defektesek), ami fontos, hogy ne degradalodjon a rekombinans fehérjénk.
A fenti tulajdonsagok a BL21(DE3) sejtekben is megtalalhato, de a Star-nal még a rnel31 jelzés is szerepel, ami
azt jelenti, hogy az RN4z-E gén csonkolt, ezért inaktiv. fgy megné a sejtben a mRNS stabilitasa, életideje.

Ha toxikus a fehérjénk (pl. aktiv protein-kinazt, foszfatazt, proteazt fejeztetiink ki), hasznaljunk pLysS torzset,
igy csak az indukcié megkezdésével expresszalddik a fehérje, addig zavartalanul szaporodhatnak a sejtek. A
rekombinans fehérjék eldallitdsoz hasznalatos torzsekrdl kitiing osszefoglald olvashatd itt. Az emlitett torzsek
genotipusar6l pedig ezen az oldalon talal az olvasé tovabbi részleteket.
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12.2.2.3. Promoéter optimalizalas

Amennyiben mindent kiprobaltuk, de még igy sem expresszalodik megfelelden a fehérje, akkor érdemes mas
promoterrel is probalkozni. Ez azt jelenti, hogy mas prométert tartalmazo expresszios plazmidba kell az inszertiinket
szubklonozni. Lehet, hogy a T7lac promoéter olyan mértékii expresszidt eredményez, ami Osszes fehérjénket
zarvanytestbe viszi. [lyenkor megoldast jelenthet a gyengébb tac vagy lac promoter hasznalata. Ne felejtsiik el, a
promoterek csak a nekik megfeleld expresszios torzsben miikodnek. Példaul a T7 promoéter nem mitkodéképes,
ha nincs a baktériumban T7 RNS-polimeraz, ezért ehhez a promoterhez moédositott BL21 torzset kell
hasznalnunk, mint a BL21(DE3) vagy a HMS174(DE3). (A DE3 profag hordozza a lac-prométer szabalyozasa
alatt a T7 RNS-polimeraz génjét.)

12.2.2.4. Koexpresszié

A koexpresszi6 azt jelenti, hogy egyszerre egy sejten beliil tobb polipeptidlancot fejeztetiink ki. Sziikségiink lehet
erre, ha példaul egy heterodimer fehérjét kell eléallitanunk rekombinans formaban. Tovabbi elény lehet, hogy mar
a sejten beliil 1étrejon a két polipeptidlanc (vagy fehérje) kdzotti kolesonhatas, ami segithet a 1ancok feltekeredésében,
vagy ha a benniinket érdekl6 fehérjével egylitt egy modositod enzimet expresszalunk, a posztranszlacidsan mddositott
rekombinans fehérjét izolalhatjuk a gazdasejtbdl. J6 példa erre, ha egy fehérjét aktiv formaban szeretnénk eléallitani
(pl. egyes MAPK enzimeket), de az aktivalo foszforilacid nélkiil ez nem sikeriilhet. Megoldast jelenthet, ha a
MAPK fehérjét az aktivalo protein-kinazzal (MAPKK) egyiitt fejeztetjiik ki. Igy megkapjuk a MAPK fehérjét
aktiv, foszforilalt formaban. Koexpresszidra prokaridtdkban tobbféle lehetdségiink van:

» Egy promoter, tobb RBS és inszert cDNS, azaz egy policisztronos mRNS-t kapunk, amelyrdl tobb fehérje
expresszalodik (mint a bakterialis operonoknal). Ilyenkor a mRNS-hez tobb riboszoéma is kotddik az RBS-eknek
megfelelden, és egyszerre kezdi a fehérjék szintézisét. Megjegyzendd, hogy a promoéterhez kdzelebb elhelyezkedd
ORF-1dl t&bb polipeptidlanc fog szintetizalodni.

* Toébb azonos promoter egy plazmidon, amelyrdl igy tobbféle mRNS irodik at. A modszert példaul heterodimer
fehérje eldallitdsara hasznalhatjuk.

» Toébb plazmid, amely kiilonb6z6 inszertet hordoz. De ennek feltétele, hogy mas legyen a plazmidok replikonja,
azaz kiilonb6z6 kompatibilitasi csoportba tartozzanak és kiilonb6z6 antibiotikum rezisztencia gént hordozzanak
(1d. 7.2.1. fejezet).

» Egy prométerhez fuzios fehérjeként kapcsoljuk a két kiilonbozd fehérjelancot. Azaz nem hasznalunk STOP
kodont az els6 fehérjét kddold szekvencia utan, hanem rogton kovetkezik a masik polipeptidet kodold szekvencia.

12.2.3. Fuzios rekombinans konstrukciok

Sokszor az is megoldas lehet a sikertelen expressziora, ha a kivant fehérjénket fazios fehérjeként fejeztetjiik ki.
Ekkor a fehérjénk vagy N-, vagy C-terminalis részére, vagy mindkettére tervezhetiink cimkeét (fag-et). Ezek a
cimkék segithetik a

« fehérjénk oldhatosagat, expressziojat,
* olyan szignal szekvencidkat tartalmazhatnak, amelyek megfelel6 kompartmentekbe iranyitjak a fehérjét,
* segitik a fehérje tisztitasat affinitas kromatografiaval

* lehetévé teszik a fehérje nyomonkdvetését is, pl. enzimaktivitasuk révén vagy antigénként szolgalhatnak Western-
blot esetén

A 12.1. videon egy fuzids rekombinans fehérje tisztitdsa mutatjuk be affinitas kromatografiaval, FPLC késziilék
segitségével
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12.1. video: Fuzios rekombinans fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval (FPLC)

12.2.3.1. GST-cimke

A GST, azaz a glutation-S-transzferaz olyan enzim, amely glutation felhasznalasaval a sejtben 1évo kis toxikus
molekulékat lebontja. A GST kompakt, globularis, nagyon stabil fehérje, 25 kDa molekulatomeggel. Nagyon jol
kifejezédik és oldatban marad prokaridta sejtekben, raadasul segiti a hozza kovalensen kapcsolt fuzids partner
kifejez6dését is, ha a kifejezendé fehérje N-terminalisara tessziik. Tovabba a GST-cimkén keresztiil a fehérje
nagyon jol tisztithato affinitas kromatografiaval. Az eldre gyartott glutation-agardz gyantahoz (szamos cég arulja)
ugyanis a GST nagyon nagy affinitassal kotodik (szubmikromolos a Kp). A gyantahoz nagy affinitassal k6t6do
fehérjéket szabad glutationt tartalmazé oldattal (10-20 mM) elualhatjuk. Igy elég tiszta fehérje preparatumot
kapunk. A GST-gyanta nagy kapacitacu; 1 ml tiszta gyanta kb. 6-8 mg fehérjét tud megkotni, és hasznalat utan
regeneralhato. GST-cimkével expresszalhatjuk a fehérjénket, ha pl. pGEX expresszios vektorok valamelyikével
dolgozunk. Részletesebben itt olvashatnak rola.

12.2.3.2. MBP-cimke

Az MBP (maltose-binding protein), vagyis a maltéz-koté fehérje az E. coli malE génjének 42 kDa tdmegii
terméke. A fehérje a baktérium maltoz transzportjaban jatszik nagy szerepet, emiatt erds affinitassal kotodik a
maltozhoz (a Kp kisebb, mint 1 uM). Ez a tulajdonsaga lehet6vé teszi, hogy az agar6z gydngyh6z immobilizalt
maltoz a sejtlizatumbdl megkosse az MBP-fuzios fehérjénket, amelyrdl szabad maltdzzal elualhaté a fehérje. Az
eltcios oldatunk kb. 10-30 mM maltozt kell tartalmazzon. Mivel a fehérje a baktérium sajat fehérjéje, ezért az N-
terminalisan hozzakapcsolt fehérje expresszios tulajdonsagait (pl. oldhatdsag) is jelentdsen javithatja. MBP-fizios
fehérjét a pMal sorozat (New England Biolabs) vektoraival lehet eldallitani.

12.2.3.3. Polihisztidin-cimke

Talan a leggyakrabban hasznalt faziés rendszer. 6-10, de leggyakrabban 6 hisztidin aminosavbdl all6 cimke,
amit tervezhetlink a fehérje N-, vagy C-termindlis végére is. Kisméretii cimke, ezért feltehetden a legkevésbé
zavarja a fehérje miikodését. Nagy affinitassal kotddik a Ni-gyantahoz (N i?*-ionokat kdtnek koordinacios kétéssel
a gyanta specialis csoportjaihoz). A kdtddés azon alapul, hogy a Ni**-ion koordinacios szférajanak a felét foglaljak
csak el a gyanta funkcids csoportjai, igy a hisztidin imidazol gylirijének nitrogénatomja koordinacids kdtést hoz
létre a fémionnal is. Ez a kotés elég erds, de fémkelatorokra (EDTA, EGTA) nagyon érzékeny. Ezért az affinitas
kromatografiai 1épések soran ezeket a komponenseket keriilni kell, mert ,,leszedik™ a fémiont a gyantarél. Szintén
keriilni kell a Ni-ionnal csapadékot képezd vegyiileteket, ilyenek a biokémiai redukaldszerek, a DTT, vagy a béta-
merkaptoetanol, mivel ezek tonkreteszik a gyantat, illetve az oldat pH-ja sem lehet tl ltigos, vagy savas. Viszont
ezt az affinitas kromatografias 1épést lehet erds detergens jelenlétében, vagy denaturald koriilmények kozott is
hasznalni (pl. preparalds inkluzids testbdl). Nemcsak Ni*"-ion, hanem Co?*-ion is lehet az agardz gyantdhoz
koordinalva, ezért ezt a tisztitasi modszert fém-affinitas kromatografidnak (metal-affinity chromatography) hivjuk.

Az elucid itt is kompeticion alapul, imidazol oldattal (50-500 mM) szoritjuk le a gyantardl a fehérjénket. Ez a
legelterjedtebb modszer, de az eliicid megoldhatd a pH csokkentésével is. Ilyenkor lassan csokkentjiik a pH-t,
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el6szor a kevésbé specifikus kotések, majd az erdsebb kotések sziinnek meg. Az ok, hogy a pH csokkenésével a
hisztidin nem-koto6 elektronparral rendelkez6 N-atomja protonalodik, és nem tud koordinalodni a Ni**-hez. Ezaltal
fokozatos eluciot érhetiink el, igy tisztabb lehet a fehérje preparatumunk (a Ni2+—gyanta nemcsak polihisztidin-
cimkés fehérjéket kot, hanem mas fehérjéket is, ahol térkozelben vannak hisztidin aminosavak, persze azokat
kisebb affinitassal). A 12.7. abran lathat6 egy 85 kDa tomegi fehérje Ni?-affinitas kromatografiaval torténd
tisztitasa.

A tisztitas kiillonbozo 1épéseiben mintat vettiink, és megfuttattuk SDS-poliakrilamid gélen, amit fehérjefestékkel
(Coomassie Brilliant Blue) hivtunk el6. Lathatd, hogy a 100 mM imidazollal térténd eltcié nem elég ahhoz, hogy
leszoritsa a gyantarol a fehérjénket, mig 400 mM imidazollal nagy mennyiségti, viszonylag tiszta preparatumot
kapunk.

A His-taget gyakran kombinaljak mas cimkékkel is, pl. N-terminalis GST-, vagy MBP-fuzioval. A tisztitasnal
elészor Ni*-affinitas kromatografiaval izolaljuk a sejtlizatumbol a fehérjét, majd a masik cimke felhasznalasaval
a masik kromatografias tisztitast is elvégezziik. Ezaltal jelentdsen megndvekszik a fehérje tisztasaga és ha a két
cimke a fehérje két oldalan talalhato, ez lehetdséget teremt arra is, hogy csak a teljes hosszusagu fehérje maradjon
a preparatumban.

L: & 3 & 5

< =N
120 kDa—= ™%

o p—

86 kDa— - -

70 kD. d
TR
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40 kDa —* s

25 kDa — &=

12.7. &bra: Ni**-affinités tisztitas gélelektoforetikus képe. 1. sav: fehérje marker; 2. sav: a sejt nem oldhaté
frakcioja (centrifugalas utani csapadék); 3. sav: a sejt oldhato frakcioja (feliiluszo); 4. sav: elucié 100 mM imidazollal;
5. sav: elticié 400 mM imidazollal
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12.2.3.4. Egyéb cimkék

Nagyon sok expresszids vektor kinalja fel a lehetdséget, hogy N-, vagy C-terminalis cimkével fejeztessiik ki a

fehérjénket (1d. 12.2. tablazat).

12.2. tablazat: Fuzios cimkék és alkalmazasaik

Affinitds cimke Méret Helye Affinitds-gyanta
faminosavak
szdmay)
poli-hisztidin 6-2 N, C Mi2*-
belsd
Strep-tag 8 N, C sztreptavidin
T7-tag 11 vagy 16 N, belsd
Flag-tag 2 N, C anti-Flag
HA-tag 9 N, C anti-HA
S-tag 15 N, C S-protein
C-myc-tag 11 N, C anti-myc
poli-arginin 25 kD N 5-Sepharose
Kitin koté domeén 51 N, C
Kalmodulin koté domeén 26 N, C kalmodulin
Celluléz kétd domén 27-129 N, C cellulaz
Oldhatdsdgot néveld Felhaszndalds
cimkék

GST 211(26 kD) N tisztitas (GST-gyanta)

+oldhatosag
MBP 396 (40 kD) N, C Tisztitas (MBP-

gyanta)+oldhatosag
SUMO 100 oldhatosag
MNusA 495 (55 kD) oldhatosag
Ubiquitin 76 oldhatosag
Thioredoxin 109 N, C oldhatosag

A kérdés csak az, mi a célunk. Novelni akarjuk a fehérje oldhatosagat, expresszidjat vagy nagyobb mértékil tisztitast
szeretnénk elérni? Nyomon szeretnénk kovetni a fehérjénk kifejezédését, lokalizaciojat pl. eukariota sejtekben?
Altalaban elmondhatjuk, hogy egy cimkének tobb funkcidja is van, és csoportositisuk egyik alapja éppen a
felhasznalas lehet. Ez alapjan beszélhetiink affinitas, szolubilizacioés, epitop, vagy akar fluoreszcens cimkérdl
is. Egy-egy cimke tobb csoportba is besorolhatd, pl. a GST-cimke ndveli a fehérje oldhatosagat, lehet affinitas-
alapu tisztitasra hasznalni, és még ellenanyag is késziilt ra, amivel nyomon lehet kovetni. Az alkalmazott cimkék
ellen altalaban létezik ellenanyag, igy Western-blottal vagy eukariota sejtek esetén immunfestéssel lathatova
tehetdk. Léteznek olyan eukaridta vektorok is, amelyek fluoreszcens fehérjéket, vagy enzimaktivitassal rendelkez6
fehérjéket kinalnak fizids cimkének. Ilyen cimke a GFP (green fluorescent protein) és valtozatai, vagy az
enzimaktivitassal rendelkez6 B-galaktozidaz, illetve luciferaz. Ezeket azonban felhasznaldsuk miatt az eukariota
expresszios rendszernél targyaljuk.

Az expresszios cimkék hasznalatardl itt talalnak tovabbi hasznos informaciokat.
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12.2.3.5. A fuzios cimkék eltavolitasa

A nagyobb méretli cimke jelenléte befolyasolhatja a fehérje biologiai funkcidjat pl. aktivitasat, kotddését mas
fehérjéhez, vagy a harmadlagos, negyedleges szerkezetének kialakulasat. Példaul a GST dimerizaciora hajlamos,
igy mar eleve rakényszeritheti a fiizios partnerét is, hogy dimerizaljon. Ezen okok miatt érdemes tisztitas utan a
fehérjérél valamilyen protedzzal levagni a fizios cimkét. Szamos vektorban mar eleve betervezték a proteaz
hasitd/felismerdhelyét. Természetesen olyan enzimeket kell haszndlni, amelyeknek nagyon specidlis hasitohelye
van, és ritkdn fordul el6 a fehérjékben, igy nem hasitja mas helyeken is a rekombinans fehérjénket. Néhany esetben
a kémiai hasitas is szoba johet; pl. a brdm-cidn AspPro aminosavak kozott hasit. A 12.3. tablazat foglalja 6ssze
a leggyakrabban hasznalt proteolitikus enzimeket hasitohelyeikkel egyiitt.

A proteazzal valo hasités torténhet az elici6 utan, oldat fazisban. Ilyenkor a fizioés cimkétdl, a nem hasitott fizios
fehérjétdl és a proteaztdl is meg kell tisztitanunk a fehérjénket valamilyen kromatografiaval. Kisméretli (peptid)
cimkéket el lehet tdvolitani dializissel, vagy gélszliréssel. Masik lehetdség, hogy a gyantara felko6tott és mosassal
tisztitott fehérjérdél az oszlopon hasitjuk le a fiiziés cimkét. Ilyenkor a cimke az affinitas oszlopon marad, mig a
fehérjénk ,,lecsopog” az oszloprdl. Ekkor csak a proteaztdl kell megszabadulnunk. Vigyaznunk kell, hogy a
proteaznak és a fehérjénknek is megfeleld puffert alkalmazzunk a hasitas soran.

12.3. tablazat: Fuzios cimke lehasitasara alkalmas proteolitikus enzimek és jellemzéik

Protedz Hasitohely  pozicié pH Detergens 50- Enzim/szubsztrat
eérzékenyseg eérzekenység tdmegarany
TEV ENLYFQ/(G/S) N,C 55  2MUrea Max.0,1M 1-3%
8,5
Thrambin  LVPR/G M, C 6-9 Max. 0,1 M Urea Max. 0,15 M 1-10%
Xa factor IEGR/X M, C 6-9 Max. 0,1 M Urea Max. 0,15 M 1-10%
Enterokindz DDDDE/X N, C 7-8 0.1 %
SUMO SUMO M f-9 Max. 2 M Urea Max.05M 0,1%
proteaz C-term utan
Szubtilizin  Propeptid M 7.2 1:1, mél:mal

C-term. utan

PreScission LEVLEQ/GP

12.2.4. Rekombinans fehérjék termelése és izolalasa

Ha optimalizaltuk fehérjénk expresszidjat, és tudjuk azt is, hogy a sejt mely részébdl kell tovabb tisztitanunk, akkor
elkezdhetjiik a nagyobb mennyiségii fehérje termelését célzd, nagy 1éptéki expresszid végrehajtasat, amely a
kovetkez0 alfejezetekben ismertetett 1épésekbdl all.

12.2.4.1. Indité (starter) kultura elkészitése

Az elkésziilt rekombinans DNS konstrukciét transzformaljuk a megfeleld expresszios torzsbe (pl. BL21(DE3)).
A transzformatumot megfeleld antibiotikumot tartalmazé szilard taptalajra szélesztjiik és 37°C-on inkubaljuk.
Masnap egy jol kortilhatarolt telepet antibiotikumot tartalmazé 50 ml LB-tapba oltunk . Ez lesz a starter kultira,
amit 37°C-on razatas mellett névesztiink. 12-16 6ra mulva, a starter kultira megfelelden felszaporodik.10-20 ml-
ét 11 megfeleld antibiotikumot tartalmazé folyékony taptalajba oltjuk, amivel elinditjuk az expresszids kultirank
novesztését. A megfeleld expresszios klon folyadékkultaraban felndvesztett szuszpenzidja 10% glicerinnel (amely
ez esetben a fagyallo szerepét 6tli be) elkeverve lefagyaszthato és -80°C-on hosszu ideig tarolhat6. Ilyen glicerines
expresszios klontar 1étrehozasaval kivalthatjuk a gyakran hasznalt klonok expresszids sejtbe valo transzformalasat,
elég a fagyasztott kultira toredék részét szilard taptalajra inokuldlni.
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12.2.4.2. Az expresszios kultura novesztése és indukcidja

A megfelel6en inokulalt (1d. 12.2.4.1. ) baktérium tenyészetet 37°C-on, folyamatos razatas (140-200 rpm) mellett
inkubaljuk. Egy razoinkubatort a 12.8. aAbran, mig az expresszios kultirahoz sziikséges eszkdzok csiramentesitését
és a sejtkultira novesztését a 12.2. videon mutatjuk be. Inkubacido kdzben nyomon kovetjiik az osztdédo
baktériumtenyészet stiriségét. A tenyészet stirisége jelzi az osztddasok elérehaladédsat, a baktériumpopulacid
szaporodasat és egyszeriien, az optikai denzitds 600 nm-en valé mérésével, spektrofotométeren mérhet. ODgy
am = 0,8 koriili értéknél a baktériumkultara készen all az indukciora. Ha sziikséges, hiitsiik le az indukcid
hémérsékletére és vegylink beldle mintat a késdbbi SDS-gélfuttatdshoz. Ez lesz az indukcid eldtti minta. Ha a
termosztatunk hdmérséklete elérte az indukciodhoz sziikséges értéket tegyiik bele a megfeleld mennyiségli induktort,
ami a leggyakrabban IPTG. Inkubaljuk és razassuk a megfelel6 ideig, majd vegyiink beldle mintat. Ez lesz az
indukcio utani minta. Az expresszios kultirabdl a kdvetkezd 1épesek soran tisztitjuk a termelt rekombinans fehérjét.

12.8. abra: Razato6 inkubator prokariota és eukariota szuszpenzios kulturahoz

12.2. video: Expresszios kultirahoz sziikséges eszkdzok csiramentesitése €s a sejtkultura novesztése

12.2.4.3. A sejtek osszegylijtése (harvesting)

Ahhoz, hogy a sejtekbél a fehérjét a megfeleld tisztitasi 1épésekkel izolaljuk, el6szor 6ssze kell gyljteniink a
sejteket a taptalajbol. Ez a 1épés centrifugalassal torténik (5000 g x 10 min, 4°C-on). A tisztitas soran mindig
jégben, vagy 4°C-on dolgozunk, hogy ne degradalddjon a fehérje. A sejteket meg kell tisztitanunk a taptalajtol,
amit legtobbszor egy pufferrel (pl. PBS) valdo mosassal végziink. A sejteket ezutan Gjra centrifugalassal gyijtjiik
Ossze.

12.2.4.4. A sejtek feltarasa

Az 0sszegyljtott sejteket lizalva a sejtben levo fehérje kinyerhetd. A lizist a sejtek lizis pufferben vald inkubalaséaval
végezziik. 1g baktérium sejtre altaldban 3-4 ml lizis puffert szamolunk.

A lizis puffer osszetétele:
* Megfelel6 pH-t biztositod puffer (altalaban 7-9 pH-tartomanyban): pl. 20 mM TRIS, foszfat puffer.
* S6, ami ionerdsséget biztosit, altalaban NaCl, 0,15-0,5 M.

» Detergens, ami segiti a sejtek feltarasat, illetve a fehérjék oldatban tartasat és csokkenti az aspecifikus
kolesonhatasokat, pl. 0,1-0,2% Tween20, CHAPs, TritonX 100.

* Glicerin 5-10%-ban, ami stabilizalja a fehérjéket.
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* Redukaloszer, a nem megfeleld diszulfidhidak redukalasahoz: 2-10 mM béta-merkaptoetanol (a DTT-re és DTE-
re vigyazni kell fém-affinitas kromatografia esetén).

* Proteaz gatlok, a sejtek degradalddasanak kivédésére: pl. 1 mM PMSEF, 1-5 mM benzamidin.

A lizist segiti, ha tobbszords fagyasztast-felolvasztast alkalmazunk, és/vagy ha a felszuszpendalt sejtkulturahoz
lizozimot adunk. A lizozim képes a baktériumok sejtfalat bontani és ezért alkalmas a lizisre. Nagyon hatasos a
Gram-pozitiv baktériumoknal, de a Gram-negativ baktériumoknal is hasznos, ha detergenssel, vagy ozmotikus
sokkal egyiitt alkalmazzuk. Szonikalassal (a sejtek ultrahang segitségével torténd feltaradsaval) is segithetjiik a
sejtek lizisét, és a benne 1évé DNS darabolasat. Vigyazzunk azonban, mert szonikalas hatasara melegszik az oldat,
ami a preparatumban 1év protedzok aktivitdsanak novekedését, igy a fehérjénk degradalodasat okozhatja, és
szonikalas meghatarozott frekvenciaval, majd egy perc sziinet). Ezt a 1épést ismételjiik 3-4-szer, mig a preparatum
higan folyossa nem valik. Ezutdan DN-az I enzimmel kezeljiik, ami a DNS-t kisebb darabokra vagja. A sejtek
feltarasat végezhetjiik erds detergenssel (TritonX 100 1-2%), deoxikdlsavval vagy az tin. French-Press késziilékkel
is (ez utobbiban a nagy nyomas tarja fel a sejteket). A feltaras utan centrifugalassal elvalasztjuk az oldhato és az
oldhatatlan frakciot. A feliiliszo a lizispufferben oldodo fehérjéket, komponenseket, mig az oldhatatlan frakcio
(csapadék) a sejttormeléket és az inkluzids testet tartalmazza. A tovabbi 1épések attol fiiggenek, hogy hol talalhato
a fehérjénk; a feltiluszoban oldhatd formaban, inkluzids testben oldhatatlan formaban, vagy a periplazmas térben.

12.2.4.5. 1zolalas oldhaté frakcidbol

Ha a fehérjénk az oldhato frakcioban van jelen, feltehet6en nativ formaban, akkor ezt a protokollt kell kdvetniink.
A baktérium lizatumban szamos fehérje van, koztiik proteazok is, amelyek emészthetik a rekombinans fehérjénket.
A tisztitas soran ezeket el kell valasztanunk. A sejtek dsszegyiijtése utan a feliiluszot vissziik tovabb, és a cimkének
megfeleld affinitas kromatografias tisztitasi 1épés kovetkezik. Amennyiben a fehérjénk tartalmaz polihisztidin
cimkét, ezt a legcélszeriibb alkalmazni, mert nagy affinitasu és denaturalé koriilmények kozott is miikodik.

12.2.4.6. Preparalas zarvanytestbdl (inclusion body)

Ha a fehérjénk nem az oldhato fazisban, hanem a csapadékban van jelen, akkor fel kell oldanunk, amire szamos
lehetéség kinalkozik: 5-8 M guanidin-HCI, 6-8 M urea, SDS-oldat, ltigos pH. A csapadékot eldszor mossuk 1-2%
Triton X 100 oldattal, majd centrifugaljuk. A mosott csapadékot szolubilizal6 oldatban (5-8 M guanidin-HCI vagy
6-8 M urea) vessziik fel. A csapadékot fel-le pipettazassal oldjuk, és 4°C-on tobb oran at allni hagyjuk. Inkubalas
utan tisztitas céljabol ismét lecentrifugaljuk az oldatot, de most mar a feliiliszo tartalmazza a feloldott fehérjénket,
igaz a denaturaloszerben. Valaszthatunk, hogy elvégezziik denaturald koriilmények kozott a fém-affinitas
kromatografiat, vagy megprobaljuk renaturalni a fehérjét, €s utana alkalmazzuk a tisztitasi 1épést. Legcélravezetobb
az el6szor alkalmazott fém-affinitas kromatografia, hisz ez, mint mar emlitettiik, denaturald koriillmények kdzott
is jol miikodik, feltétele viszont, hogy a fehérjénk tartalmazzon His-cimkét. A gyantara felk6tott és mosott fehérjét
vagy olyan elticios pufferrel elualjuk, ami még tartalmazza a denaturaldszert, vagy lecseréljiik a moso-elualo puffert
denaturalészer nélkiili pufferre.

Amennyiben az elucios puffer is tartalmaz denaturaloszert, akkor meg kell szabadulni tdle, hogy a fehérjénk
renaturalodni tudjon. Erre legjobb modszer a dializis. Ez torténhet 1épésenként, azaz fokozatosan csokkentjiik a
dializal6 pufferben a denaturaldszer koncentraciojat, és kozben emeljitk a NaCl mennyiségét, hogy ne aggregalodjon
a fehérje. A dializis soran a fehérje visszanyeri a szerkezetét, €¢s remélhetdleg a biologiai aktivitasat is. Ezt persze
fiigg a fehérjétol, minél tobb doménbdl all egy fehérje, annal reménytelenebb a renaturacio. Szintén reménytelen
a renaturacio, ha a fehérjénk feltekeredéséhez az eredeti sejtkornyezetben dajkafehérjékre van sziikség. A dializis
soran a ciszteint tartalmazo6 fehérjéknél mindenképpen alkalmazzunk redukaloszert: DTE, DTT, béta-merkaptoetanol,
TCEP (Trisz-karboximetil-foszfin). Ennél a mdédszernél nagyon fontos, hogy a fehérje elég jol renaturalodjon, és
visszanyerje biologiai aktivitasat. Elonye viszont, hogy nagy tisztasagu és altaldban nagy mennyiségl fehérjét
lehet eldallitani. Az inkluzids test nagyon kevés egyéb fehérjét (és igy proteazt) tartalmaz, a rekombinans fehérjénk
akar az 0sszefehérje 90%-a is lehet.

12.2.4.7. 1zolalas periplazmabdl

A periplazmas tér a Gram-negativ baktériumok kiilsé és belsé membranja kozotti tér. Itt jobb lehetdségek kinalkoznak
a megfeleld foldingra és a diszulfidhid képzddésre. Ide megfeleld N-terminalis szignal szekvenciat tartalmazo

160

http://www.renderx.com/



render

In vitro és prokariota expresszios rendszerek

fehérjék jutnak el. Ilyen szekvencia az ompA, pelB, vagy a phoa-fuzios fehérjék. Ilyenkor a tisztitashoz hasznalt
cimkét a C-terminalisra kell tenni.

A sejt feltarasa enyhébb koriilmények kozott, nem szonikalassal, hanem ozmotikus sokkal torténik. A sejteket 80
ml puffer/1 g sejtcsapadék mennyiségt lizis pufferben kell felvenni, amely tartalmaz 20% szachardzt is. Az
izoozmotikus oldatban 1évd sejteket centrifugaljuk (8000 g x 20 min, 4°C), majd szuszpendaljuk 6ket nagy
mennyiségli 5 mM MgCl, oldatban, végiil Gjabb centrifugalas kovetkezik. Az igy biztositott hipoozmotikus
koriilmények kozott a periplazmads fehérjék mar a feliiluszoba kertilnek.

Masik bevalt mddszer, hogy az 6sszegyiijtott sejteket rogton a MgCl, oldatban vessziik fel, ami hipoozmotikus
sokk a sejtnek, és ovatosan lefagyasztjuk -20°C-on, majd 6vatosan felengedjiik. Ilyenkor a sejt kiilsé membranja
megsériil, de a belsé épen marad. gy centrifugalassal elvalaszthatjuk a sejteket, mig a feliiliszoban marad a
periplazmatikus tér tartalma.

12.2.5. A prokariéta expresszié elényei, hatranyai

Egyik legfontosabb elénye, hogy viszonylag gyors (ha kész a konstrukcio, 3-4 nap alatt termelhetd a fehérje),
olcsé, és nagy mennyiségii fehérje allithatdé el vele. Hatranya, hogy a fehérjér6l hianyzik az esetleges
poszttranszlaciés modositas (foszforilacid, glikozilacid, acetildlas), problémas lehet az S-S hidak képzddése,
illetve a fehérje feltekeredése. Sokszor a nagyobb, tobb doménbdl allo fehérjéket is rosszul lehet kifejeztetni ebben
a rendszerben. Végiil emlékeztetiink a kodon preferenciara, ami ha nem megfeleld, korai terminacio johet 1étre
(bar ez a veszély megfelel6 torzzsel csokkenthetd (1d. 12.2.2. fejezet).

12.3. Tovabbi olvasnival6 a fejezethez

Sambrook, J and Russel, DW (2001) Molecular Cloning. A Laboratory Manual. CSHL Press, volume 1-3, Third
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Terpe K. (2006) Overview of bacterial expression systems for heterologous protein production: from molecular
and biochemical fundamentals to commercial systems. Appl Microbiol Biotechnol 72:211-222

Graslund S.,Sagemark J., Berglund H., Dahlgren L. G., Flores A et al. (2008) The use of systematic N- and C-
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13. fejezet - Eukariota expresszios
rendszerek

Napjainkban a fehérjemérnokségnek egyre nagyobb jelentésége van nemcsak a kutatasban, hanem a gyogyaszatban
is. Biotechnoldgiai cégek alakulnak, hogy ellenanyagokat, hormonokat, névekedési faktorokat és egyéb polipeptid
tipusu molekulakat allitsanak el6 (sokszor kozvetleniil gydgyaszati célbol; 1d. pl. 15.1.3. fejezet). A bakterialis
expresszio altalaban ellat benniinket nagy mennyiségli rekombinans fehérjével, de a fehérjénk nem biztos, hogy
fel tudja venni a bioldgiailag aktiv formajat. Ennek oka lehet egyrészt, hogy a baktériumban kevés és mas
dajkafehérjék (chaperonok) mitkodnek, igy nem lesz megfelel6 a fehérjelanc feltekeredése (foldingja) és a szerkezete.
Masrészt a poszttranszlaciés modositasok sem érvényesiilnek, pl. foszforilacio, glikozilacio, stb. Harmadrészt, a
citoplazma reduktiv kornyezete miatt a megfeleld diszulfid-hidak sem tudnak kialakulni. Nagyméretti, tobb
doménbdl allo fehérjék eldallitasa is problémas lehet prokariota rendszerben. Erre az in vitro rendszer részben
megoldast jelenthet, hisz elérhetd emlds, vagy akar human sejtmentes kivonat is. Ezek hatranya azonban, hogy
kevés fehérje allithatd el6 velilk. Ha ilyen problémaval taldlkoznunk, meg kell keresni a megfeleld eukaridta
expresszios rendszert. Milyen feltételei vannak egy jo expresszids rendszernek?

» Gyorsan ¢s hatékonyan szaporodjon az organizmus

* Nagy mennyiségii fehérjét termeljen

Megfelelé formaban allitsa el6 a fehérjét

» Konnyen kezelhetd, olcso és biztonsagos legyen

13.1. Elesztd expresszidés rendszer

A fejezet bevezet6jében emlitett céloknak majdnem teljesen megfelel az élesztd, a legegyszeriibb eukariota gazdasejt.
Genetikaja, biokémiaja nagyon jol ismert, mar tobb mint 30 éve hasznaljak rekombinans fehérje termelésre. Nagyon
sok élesztd faj ismert (kb. 800), ebbdl sok alkalmas fehérjetermelésre. A két leggyakrabban hasznalt éleszto a
Pichia pastoris, illetve a kozonséges sorélesztd, a Saccharomyces cerevesiae. Ezen a két rendszeren keresztiil
mutatjuk be az éleszt6 expresszios rendszerek jellemzo tulajdonsagait. Az élesztdben hasznalhato vektor tipusokat
mar roviden attekintettiik a 7.6. fejezetben.

Minden expresszios rendszer két alapvetd egységbol all: a megfeleld gazdasejtbol és az expresszios vektorbol. Az
expresszios vektornak hordoznia kell azokat a szekvenciakat, amely biztositja a gazdasejtben a replikaciot, és a
kivant fehérje kifejezodését. Az ¢élesztd vektorok shuttle (,,ing4z6”) vektorok, mivel a baktériumsejtek és az
expresszios sejtjeink (Elesztd, rovarsejt, emldssejt) is replikalni tudjak. Ez ugy érhet6 el, hogy mindkét gazdasejt
tipusra specifikus replikonnal rendelkeznek. Mivel minden fehérjetermelés elsd 1épése az expresszios konstrukcio
l1étrehozasa és a molekularis klonozas, a rekombinans DNS konstrukcié felszaporitasa E. coli gazdaban a
legegyszeriibb, leggyorsabb és legolcsobb. Ezt a miiveletet barmilyen expresszids gazdasejtet is hasznalunk, a
bakterialis rendszerben végezziik el.

Alapvetden kétféle tipusu élesztd vektor 1étezik: replikalodo és integralodo. A replikalédo (episzomalis) vektor
extrakromoszomalis forméaban szaporodik a gazdasejtben. Ilyen vektor hasznalatakor altalaban csak atmeneti
(tranziens) expressziordl beszéliink és a vektornak tartalmaznia kell egy élesztdben mikodo replikacios start
szignalt is. A masik esetben a kifejezendd fehérje cDNS-e homolog rekombinacioval az éleszté genomjaba
integralodik. Ekkor stabil expressziorol beszéliink, azaz a rekombinans transzformalt tdrzs megoérzi a transzgént,
a torzs fenntarthat6 akar hosszua tavon is. A homoldg rekombinaciot integraléodo vektorokkal érjiik el, amelyek
tartalmaznak a genomi DNS szekvencidval homoldg szekvencidkat. A homoldg rekombinacio hatasfoka elég kicsi,
ezért mindenképpen ki kell valogatni a transzformalodott sejteket. Erre a célra szelekciés markereket hasznalunk,
amit a vektorunk kodol. Az expressziés kazetta hordozza a kivant fehérjét kodold szekvenciat és annak
kifejez6déséhez sziikséges elemeket; promoter, transzkripcios terminacios szekvencia, riboszoma kotdhely (Kozak
szekvencia). Itt talalhatd a multiklonozo hely (MCS), ahova a kldnozas soran bevissziik a fehérjét kodol6 szekvenciat.
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Osszefoglalva, az éleszté expresszios vektorok f6 elemei:
1. bakterialis elemek: bakterialis replikacios origo, bakterialis antibiotikum rezisztencia gén

2. élesztd genetikai elemek, amelyek a homoldg rekombinacioért vagy a vektor replikacidjaért felelések (ARS:
autonomous replication sequences)

3. szelekcids markerek

4. expresszios kazetta

13.1.1. Az expresszios kazetta

A fehérje expresszio legmeghatarozobb eleme a promoéter. Milyen legyen egy jo promoter? Nagymértékli és
specialis expressziot biztositson, amit lehet szabalyozni, indukalni. Erre legalkalmasabbak a glikolitikus, vagy mas
metabolikus utak enzimeit kodold gének promoterei. A kovetkezdkben a leggyakrabban hasznalt promoétereket
foglaljuk ssze:

S. cerevisiae promoterek:

» Nagyon er6s, de csak gyengén indukalhato promoterek: PGK (foszfoglicerat-kinaz), GAPD (glicerin aldehid-
3-foszfat-dehidrogenaz); induktoruk a gliikkoz

* Erds promoter: GALI (galaktokinaz), galakt6zzal indukalhato.

» Kozepesen erés promoéter: ADH2 (alkohol dehidrogenaz), a gliikdz represszalja.
» Kozepesen erés promoéter: PHOS (foszfataz), a foszfat represszalja.

Pichia pastoris prométerek:

* AOXI1 promoéter: a Pichia pastoris alkohol-oxidaz génjének promotere.

Az alkohol-oxidaz enzim a levegd oxigénjének felhasznalasaval a metilalkoholt formaldehiddé oxidalja, mikozben
hidrogén-peroxid keletkezik. (A folyamat a peroxiszomaban jatszodik le, igy nem karos a sejtnek.) Ez a promoter
nagyfoku expressziot biztosit, metilalkohol hatasara akar 5% lehet az enzim mRNS-ének a mennyisége a teljes
mRNS mennyiségre vonatkoztatva, a fehérjeszint pedig az dsszes fehérje 30%-at is elérheti. Tudnunk kell, hogy
a Pichia metilotrop élesztd, azaz metanolt tud hasznalni egyediili szén-és energiaforrasként, ha nincs a médiumban
gliikoz és glicerin. Tehat a gliikoz és a glicerin represszalja, a metilalkohol pedig indukalja a promoter utan 1évo
szekvencia atirasat. Ez egy idealis prométer, hiszen indukalhaté modon nagymértékii expressziot biztosit.

* AOX2: a masik alkohol-oxiddz enzim génjének promotere. Szintén indukalhaté metilalkohollal, de 10-szer
kisebb expressziot biztosit.

» DHAS: a dihidroxi-aceton-szintetdz gén promotere. Ez a promoter is a metanol metabolizmusban jatszik szerepet,
azaz metanollal indukélhatd, de nincs olyan erds, mint az AOX1.

* FLD1: a formaldehid dehidrogenaz gén prométere szintén a metanol hasznositasban jatszik szerepet. De metanol
mellett metilaminnal is indukalhato, igy a metilamin indukcié esetén gliikkoz és glicerin is hasznalhato
szénforrasként.

* GAPI: a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz promotere allandod expressziot eredményez, azaz konstitutiv
promoter. Akkor hasznalhato, ha a termelt fehérje nem toxikus a sejtre, illetve nem gatolja a sejt osztodasat.

* AOXI1-GAPI1: tandem promoter, amellyel még nagyobb expresszio érheto el.
Tovabbi szabalyozo6 elemek:

A promoter mellett ezeknél a vektoroknal is fontos, hogy az expresszios kazetta tartalmazzon transzkripcios
terminaciés szekvenciat, valamint a mRNS processzdlasdhoz és a poliadenilacidhoz sziikséges elemeket.
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Legtdbbszor a PGK, GAPD és CYC1 gének transzkripcios termindacios szekvenciajat hasznaljak. Fontos még a
transzlacio iniciacidjahoz sziikséges szekvenciak jelenléte is. Ezt a szekvenciat eukariotakban Kozak szekvencidnak
nevezziik, ami nélkiil nem, vagy nagyon gyengén megy az expresszio. Egyes vektorokban (kiilonosen N-terminal
fuziés konstrukciokban) ez mar adott, kiilonben nekiink kell beépiteniink.

13.1.2. Szelekcios markerek

Szelekciot két kiilonbozo elv alapjan végezhetiink. Az egyik esetben az expresszios vektor bioszintetikus utak
enzimeit kodolja, pl. HIS3, HIS4, ADE1, URA3, LEU2, TRP1. Ebben az esetben olyan torzset kell hasznalunk,
amelyben az adott enzim defektes (mutans) és ezért nem tud szaporodni olyan tapoldatban, ami nem tartalmazza
a szintézisében gatolt anyagot, pl. hisztidint, leucint, triptofant vagy az uracilt (ezeket a torzseket auxotrofnak
hivjuk). Példaul HIS3 szelekcids marker gén hasznalata esetén a hisztidin bioszintézisében gatolt torzset hisztidint
tartalmazo6 tapoldatban tartjuk fenn. Transzformaci6 utan azonban hisztidin-mentes tapfolyadékban novesztjik..
Ekkor csak azok a sejtek maradnak fenn (szaporodnak), amelyek felvették a vektort, és el6 tudjak allitani a hisztidin
bioszintéziséhez sziikséges enzimet.

A masik lehet6ség, ha a vektor antibiotikum rezisztencia gént kodol. Azaz a baktérium térzsekhez hasonloan a
rezisztenciagén terméke hatastalanitja a médiumban 1évo antibiotikumot (pl. G418, amely egy aminoglikozid
antibiotikum, s a neomicin-rezisztencia génnel lehet inaktivalni, vagy zeocin, amely egy glikopeptid és Zeocin
rezisztencia géntermék inaktivalja). Ezek a szelekcios agensek minden eukaridta sejtben miikodnek, €s a rezisztencia
dozisfiiggd. fgy az expresszios vektorbol tobb kopiat tartalmazo torzsek is szelektalhatoak novelve a médium
antibiotikum tartalmat.

13.1.3. Szekrécid

Az éleszt6 rendszer egyik legnagyobb elénye, hogy a fehérjék szekrécidjat konnyil megoldani. Mivel az élesztd
nem nagyon szekretal fehérjét, ezért a rekombindns fehérje szinte az egyediili, ami megjelenik a taptalajban. A
szekrécios szignalt raadasul le is hasitja (szignal-peptidaz), igy azt sem kell eltavolitanunk. Ilyen szignal-szekvencia
lehet a Saccharomyces cerevisiae a-mating faktoranak prepro-szignalja, vagy a Pichia pastoris PHO1 szignalja.
Szamos esetben a heterolog fehérje sajat szignal szekvencidja a legjobb megoldas.

A szekrécid nemcsak a tisztitas szempontjabdl kedvezd, hanem a sejt intracellularis protedzaitol is védelmet jelent.
Intracellularis expresszid esetén protedz-deficiens torzsek hasznalata jelenthet megoldast. (A két legfontosabb
protedz ebbdl a szempontbol a proteinaz-A €s -B enzimek). A tapfolyadékban megjelend proteazok hatasat pH
optimalizalasaval (minden enzim mitkodésének van pH-fliggése), vagy a fermentacios hdmérséklet csokkentésével
lehet minimalizalni (alacsonyabb hémérsékleten kevésbé miikédnek az enzimek, illetve kevesebb proteazt
szekretalnak.)

13.1.4. Poszttranszlacios modositasok

Az eukaridta éleszt6 poszttranszlacios modositasai kozelebb allnak az emlosokéhez. A termelt fehérjék foldingja
megfeleld, a diszulfid-hidak képzése is megtorténik a megfeleld helyen. A legnagyobb bajt a glikozilacio jelenti.
Emldsokben O-glikozilacio torténik, azaz Ser és Thr aminosavak hidroxil-csoportjan keresztiil, mig élesztében N-
glikozilacid aszparagin oldallancon keresztiil. Rdadasul a cukor egységek mennyisége és fajtdja is nagyon kiilonbozik.
Emldsokben a cukoregység N-acetil-galaktozamin, galaktdz és szialsav, mig élesztében kizarélag mannoz, és az
éleszté fehérjék hiperglikozilaltak. igy az élesztdben gyartott fehérjék emlésokben nagyon erds antigén tulajdonsaggal
rendelkeznek.

13.1.5. Az expresszio lépései

Az eukariota expresszid 1épései alapvetéen megegyeznek a prokaridta rendszer megfeleld 1épéseivel (1d. 12.2.4.
fejezet). Csak a kiilonbségeket emeljiik ki.

1. Az expresszids kazettaban a promoter és transzkripcié terminacids szekvencia kozott van az expresszalando
fehérje kodolod régidja. A termindcids szekvencia ebben a rendszerben esszencialis.
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2. Integralodod vektor esetében a homolog rekombinacidé hatékonysaganak novelésére a vektort linearizaljuk

sres

meg a homoldg rekombinacio.

3. Az expresszios vektor bevitele az élesztOsejtekbe. Az élesztd celluldzt tartalmazod sejtfala miatt nehéz a
transzformalds, ezért gyakran a szferoplasztot (a sejtfalatol megfosztott élesztdsejtet) transzformaljak. Tobb
transzformacios eljaras is 1étezik, pl. a littum-kloridos és polietilén-glikolos transzformalés. A leghatékonyabb
génbevitel azonban az elektroporalds. A replikdlodd vektoroknal a fehérjénket kodold szekvencia
extrakromoszomalis marad, mig integralédé vektoroknal megtorténik a homoldg rekombinacid az élesztd
genomba.

4. A transzformalt torzsek kivalasztasa a szelekcios markerek segitségével, pl. hisztidin-mentes taptalaj.

5. Ellen6rzé PCR annak kimutatasara, hogy a genomban van-e a kivant DNS. Ez a vektorban 1évé primer
szekvenciak segitségével, vagy egy vektor-specifikus és egy inszert-specifikus primer par segitségével torténik.
A keletkezett PCR-termék jelenléte és mérete mondja meg, hogy a megfeleld helyen van-e az inszertiink.

6. Ha készen van a rekombinans torzsiink, elkezdhetjiik a sejtek novesztését. Az éleszto sejteket 28-30°C-on
novesztjiikk 220-250 rpm-es razatads mellett. A viszonylag nagy fordulatszamon valé rdzatds a megfeleld
levegdztetés miatt fontos.

7. Amennyiben a sejtek elérték a megfeleld sejtsiiriséget, indukalhatjuk a tenyészetet. Pl. Pichia sejteknél metanollal,
kozben allandéan mintakat vesziink (0, 6 12, 24, 36, 48 72, 96 6raban), és SDS-gélelektroforézissel nyomon
kovetjiik a fehérjénk termelddését.

8. Ezt kovetden kell a sejteket feltarnunk és a fehérjét izolalnunk, tisztitanunk. A sejtek feltarasa, amennyiben
nem szekretalt fehérjér6l van szo, a sejtfal jelenléte miatt nagyon nehéz. A fel-leolvasztgatas és a savas-
iiveggyongyos ismételt vortexelés azonban sokat segithet. Alternativ megoldasként hasznalhatunk kiilonb6zo
glikozilaz enzimeket is (zimolaz, lizozim stb.). Szekretalt fehérjéket a médiumbol gytijtjiik dssze.

13.1.6. Eleszt6 expresszios vektorok és rendszerek

Az élesztd sejtekben a baktériumokhoz hasonloan eléfordulnak plazmidok. Legismertebb a sdréleszto (S. cerevisiae)
,,2-mikron” plazmidja, amelyik egy 2 mm atmérdjii cirkularis DNS, mely autoném médon replikalodik. Replikonja
az origdbol és a REP (represszor) szabalyoz6 génbdl all. Amig a plazmid kopiaszdma magas, a kromoszomalis
DNS-sel egyiitt replikalodik. Amikor ez lecsokken, beindul a plazmid fiiggetlen replikacioja, mig el nem éri a
sejtenkénti 30-50 kopiat. Ezt a plazmidot YEp-nek (yeast episomal plasmid) is nevezik. Ebbdl szarmaznak a YEp
sorozat vektorok, amelyek stabil plazmidok, egyenlé mennyiségben valnak szét (szegregalddnak) a leanysejtek
kozott.

Egy masik lehetdség arra, hogy fliggetleniil replikalodo élesztd vektort kapjunk, hogy egy cirkularis DNS tartalmazza
azt a kromoszomalis szekvenciat, ami a replikacioért felelds. Ezt az elemet fiiggetlen replikalédoé szekvencidnak
hivjak (ARS: autonomously replicating sequnces). Nagy kopiaszamot eredményez, de gyakran instabil, konnyen
elveszthetik a sejtek a rekombindns plazmidot mitéziskor. Az ilyen tipusu éleszt vektorokat YRp-nek (veast
replicating plasmid) nevezziik. A YEp és YRp sorozat tagjai a replikaléd6 plazmid-alapu vektorok, mig a YIp
plazmidok (yeast integrating plasmid) a genomba integralodoak. Ha az ARS-t tartalmazo plazmidba beépitiink a
kromoszoéma centromerjébdl szarmazo CEN szakaszokat, amelyek a kromoszomék mitotikus orséhoz valo
kapcsolodasaért feleldsek, ekkor stabilizalni tudjuk vele a plazmidot, nem vész el osztodas soran. igy kapjuk a
YAC vektorokat, amelyek a replikacidhoz és az utddsejtbe jutashoz minden elemet tartalmaznak (1d. 7.5. fejezet).

Az ismertetett négy ¢leszt6 vektor tipust (integraldodo, replikaldodo, episzomalis és Elesztd mesterséges kromoszoma)
¢lesztd expresszios vektorként hasznalhatjuk (1d. 13.1. abra)
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13.1. abra: Az élesztd vektorok tipusai

A sorélesztd gazdasejtben hasznalhato expresszios vektorok pl. az Invitrogen cégtél beszerezhetd pYES2 vektorok
vagy a Novagen cég pY X vektorsorozata (sokszor a név is utal a vektor fajtajara, pl. pYES2 egy replikalodo ,,yeast
episomal” plazmid). A Pichia rendszer plazmidjai altalaban integral6do plazmidok, pl. pHIL-D2. Ezen a linken
szamos ¢lesztében vagy mas gombaban hasznalhato, kiillonbozé elven mitkodo vektorrdl olvashatnak tovabbi
részleteket. Expresszios kitek is beszerezhetdk, amelyek az ¢lesztd rendszerben hasznalhatok. Ezek kiilonb6zd
expresszios vektorokat, némelyek éleszto torzseket, a szelekciohoz sziikséges anyagokat, szekvenalo primereket
és mas segédanyagokat tartalmaznak. Raadasul nagyon pontos leirast adnak arrdl, hogyan kell 1épésrdl-1épésre
végrehajtani a rekombinans fehérjék termeltetését. Részletes ismertetdjiik itt talalhato.

13.1.7. Az élesztd expresszios rendszer eldnyei és
hatranyai

Roviden dsszefoglalva az élesztd expresszios rendszer elényei:

* olcso, kdnnyen kezelhetd

* alkalmas fehérje szekréciora, és a médiumbol kdnnyen kinyerhetd a termelt fehérje

* nagy a kitermelés; egy liter kultarabol 5-10 g fehérje is kinyerhet6 (a Pichia rendszerrel)

+ 4ltalaban j6 az emlds fehérjék foldingja és a diszulfid-hidak kialakulasa is megfeleld

A rendszer hatranyai:

* egyes poszttranszlacios modosuldsok, elsésorban a glikozilacid nem teljesen felel meg az emlGsdk hasonld
modosulasainak; példaul hiperglikozilacid 1ép fel, és mas oligoszacharid egységek is beépiilhetnek a rekombinans
fehérjelancra (pl. mannéz)

* bizonyos fehérjék heterolog expresszidjara nem alkalmas
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13.2. Bakulovirus expresszios rendszer

A bakulovirus expresszios rendszernél a gazdasejtek egy molylepke fajbol (Spodoptera frugiperda) szarmaznak,
a vektor pedig mddositott bakulovirus. A bakulovirusok rovarokat fert6z6 kétszala cirkularis DNS-virusok, pl.
Autographa californica és Bombyx mori nuklearis polihedrézis (NPV). Genomjuk kb. 80-100 kbp méretii cirkularis
DNS-bdl all, mely legalabb 154 fehérjegént tartalmaz, amibdl 20 viralis struktarfehérjét kodol. A virusrészecskét
(virion) egy polihedrin nevii fehérjébdl allé matrix burkolja be, ami biztositja a virus talélését a gazdasejten kiviil.
A polihedrin burokfehérje a virus fertdzés kései szakaszaban termelddik extrém erés promoterrol. Ezzel az erds
prométerrel (pPolh) inditjuk el a célgéniink kifejezddését. A transzkripcid iniciaciojahoz kulcsfontossagi a TAAG-
szekvencia (innen indul a transzkripciod), illetve a pPolh promoter és a TAAG kozott 1év6 50 bp-nyi szakasz
szekvenciaja is er6sen befolyasolja az expresszios szintet. Err6l a kései promoterrdl a fertézés utan 20 oraval kezd
elindulni a génexpresszio, és a sejtek a fertézés utani 72-94 draig még nem lizalnak. A varhatd legnagyobb expresszio
30-50 h ko6zé tehetd, ilyenkor a sejt legaktivabb promotere a polihedrin prométer, s az altala vezérelt heterolog
fehérjék mennyisége elérheti az 6sszfehérje tartalom 1-10%-at.

Az expresszi6 elso 1épése itt is az expresszios vektor, azaz a rekombinans virus eldallitasa. A célgéniinket els6ként
molekularis klonozassal bevissziik egy transzfer vektorba, amibdl az expressszids kazettank helyspecifikus
transzpoziciéval vagy homoldg rekombindcidval atkeriil a virusgenomba. Majd a célgéniinket tartalmazo
virusgenommal megfert6zziik a gazdasejtet, ahol a fert6zés kései szakaszaban beindul a géniink kifejezédése. Két
modszert fejlesztettek ki eddig a bakulovirus expresszids rendszer hatékony alkalmazasara.

13.2.1. ,,Bac-to-Bac” rendszer

A géniinket tartalmazo transzfer plazmiddal (pFastBac) modositott E. coli torzset, in. DH10Bac torzset
transzformalunk. Ez a torzs tartalmazza a virus genomjat (Bacmid), és egy tetraciklin rezisztenciat hordozo
segédplazmidot, ami egy transzpozaz enzimet kodol. Miutan a DH10Bac felvette a transzfer plazmidot, a transzpozaz
segitségével megtorténik a megfeleld helyek kozott a helyspecifikus transzpozicio, igy a célgéniink a virusgenomba
kertil, elkésziil a rekombindns virus. A virus szaporitdsat E. coli-ban is végezhetjiik, a vektor tehat ,shuttle”
vektorként szolgal. A rekombindns bacmidot hordozo baktérium telepeket felszaporitas eldtt szelektalni kell. Erre
a célra antibiotikum és kék- fehér szelekcidt alkalmazunk. Transzformalas utan a DH10Bac sejteket X-GAL-t,
IPTG-t, kanamicint, tetraciklint és gentamicint tartalmazo6 lemezen szélesztjiik. (A transzpozici6 utan a transzfer
vektor gentamicin rezisztencia génje atkeriil a virus genomba, ami eleve mar kanamicin rezisztenciat hordozott.)
A kék-fehér szelekcid azon alapszik, hogy a bacmid hordozza a LacZ azon részét, ami hidnyzik a baktérium
genomjabol (a-komplementécio, 1d. 7.2.3.1 . fejezet), de a sikeres transzpozicié hatasara ez a kodolo régio
tonkremegy, igy nem all ssze a sejtben az aktiv f-galaktozidaz enzim. A rekombinans bacmidot hordoz6 baktérium
telepek fehérek maradnak. Ezekbdl a telepekbdl bacmid-preparatumot készitlink. (Vigyazni kell, mert a bacmid-
DNS a plazmidénal legalabb 1 nagysagrenddel nagyobb, konnyebben sériil fizikai hatasokra.)

A rekombinans bacmiddal megfertdzziik a gazdasejtet; a gazdasejt lehet SF9, SF21, HiFi5. Eldszor lipofekcioval
transzfektaljuk a sejteket. A bacmidot felvett sejtekben id6vel kialakulnak a fertéz6képes virusok, amelyek kijutva
a sejtbél (bimbozassal, vagy kizarassal) megfertdzik az Gsszes sejtet. Igy a sejtek kozel 100%-a tartalmazza és
szaporitja a virusokat. A felszaporitott virusok a transzformalast kovetd 3-6 napban mar a médiumban vannak, ezt
hivjuk P1 virus oldatnak. A Pl-et miutan centrifugéalassal és sterilsziiréssel mentesitettiik a sejtekt6l, hosszabb
ideig htitdben tarolhatjuk. Ez az oldat még kevés virust tartalmaz, és kicsi a térfogata, ezért ebbdl egy tdbb virust
tartalmazod, Gn. P2 -t készitiink. A P2 egy P1-nél tobb virust tartalmazoé sejtmentes médium, melyet nagyobb
mennyiségii sejt P1 virus oldattal vald fertézésével és inkubalasaval kapunk. A virus mennyiségét tovabbi,
megndvelt sejtmennyiségii tenyészet fertézésével novelhetjiik, P3, P4, stb. A P3 oldat virus tartalma mar megfeleld
a fehérje expresszidhoz. Ezzel fertdzziik a sejteket, majd 36-72 ora kozott ,,sziireteljiik” (harvesting) a sejteket és
izolaljuk az expresszalt fehérjénket. Itt is érdemes eldszor kis térfogatban végezni az expressziot, majd 36-72 6ra
kozott mintat venni €s megnézni termelddik-e fehérjénk (Western-blot). Az optimalizalas soran valtoztathatjuk a
hozzéadott virus oldat (P3) mennyiségét (0,1-10%), és a sejtek Osszegylijtéséig eltelt inkubéciods idot.

A Bac-to-Bac expresszios rendszer sémajat a 13.2. abra foglalja 6ssze. Az Invitrogen cég Bac-to-Bac kitjei nagyon
megkonnyitik a rekombinans virusok el6allitasat, errdl itt taldlhaté bévebb informacio.

167

http://www.renderx.com/



render

Eukariota expresszios rendszerek

Kilsjezendd gén

transrformalas transzpoTclo
pf assllac plazmid b= [
Antiblotikum
sonlekcio |
bacmid
Rekombindns transzfer plazmid Kom patens DH10Bac E. coli sajtak Rekombindns bacmidot

tartalmand E. colf ganom Y

Bacmid prepardtum

kéazites
P2 P1 .
. :
%0 : ) i ) i . ) -
» g & & @ @ 8  uvansztesrass
-
|ttt | ™

A virus részecskék felszaporitisa Rekombindns bakulovirus részecskek. Rekombindns bacmid ONS

P1 virus oldat elédllitisa

13.2. abra: A “Bac-to-bac” expresszios rendszer sémaja (a P2 viruspopulacioig)

13.2.2. Kozvetlen bakulovirus (Direkt Bac) rendszer

Ennél a rendszernél a linearizalt deficiens virus genomba a célgéniink a transzfer vektorbél homolog
rekombindcioval keriil be. El6szor elkészitjiik a rekombinans transzfer vektort, ami tartalmazza a géniink
szekvenciajat, majd a linearizalt virus genommal egylitt transzfektaljuk a rovarsejteket. A sejten beliil 1étrejon a
homolog rekombinacio, és csak azok a sejtek tudnak szaporodni, amelyeknél megtdrtént a rekombinacio, igy
szelektalni sem kell. A reprodukciora képes virusok, mikor kiszabadulnak a sejtbol, tovabb fertdzik a sejteket, igy
nd a virusok mennyisége, amit még tovabb lehet szaporitani, vagy fehérjetermeléshez lehet hasznalni. Bovebb
informaciod itt olvashato.

A transzfer vektor szintén szaporithat6 prokariota sejtben, lehet benne tobb virus is promoter is, igy egyszerre tobb
polipeptidlancot is lehetséges expresszalni, pl. BaculoGold vektorok, vagy a PAA cég BaculoOne vektorai. Az
expressziohoz a pPolh promdter mellett egy masik kései promotert, a p10 promotert is hasznaljak, amely szintén
erds promoter. A bakulovirus expresszios kazettak is tartalmazzak a transzkripciohoz és transzlaciohoz sziikséges
elemeket: transzkripcids termindcios szekvenciak, poli-A szignal, Kozak szekvencia, N-terminalis faziés cimke.

13.2.3. A bakulovirus rendszer elényei és hatranyai

Az E. coli sejtben rosszul kifejezddo fehérjékre a kovetkezo 1épés vagy az élesztd, vagy a bakulovirus rendszer.
Itt human fehérjék is kifejezhetok aktiv formaban. A kitermelés nem lesz soha olyan jo, mint amit el lehet érni egy
jol expresszalodo fehérjére E. coli rendszerben, de 1-50 mg fehérje kinyerhetd 1 L kultarabol. A fehérje foldingja
jo lesz (eukariota dajkafehérjék vannak jelen), a szekréciés, kompartmentalizaciés mechanizmusok miikodnek.
A poszttranszlacios médositasok (foszforilacid, proteolitikus modositas, glikozilacid, acetilezés, diszulfid-hidak)
az eml6s rendszerekéhez hasonloak. Még hetero-dimerizacio is elérhetd. Ennek modja ko-infekcid, azaz fertdzés
egyszerre tobb virussal, amelyek kiilonb6zo célgént tartalmaznak, vagy azt is megtehetjiik, hogy a rekombinans
virusba tobb expresszids kazettat épitiink be. A sejtek konnyen fenntarthatdk, és gyorsan nének szuszpenzios vagy
letapadd kultaraban is. Tenyésztésiik razéinkubatort igényel (27-28°C), manipulalasuk pedig steril fiilkét és
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mikroszkopot. Mikroszkoppal kovetjitk nyomon a sejtek allapotat; a fert6zott sejtek megndnek és lekerekednek.
A tap viszont nagyon draga, még az emlGssejtekhez hasznalt bazalis (1d. késébb) taphoz képest is kb. 6tszor dragabb.
Masik hatrany lehet, hogy a fertézoképes virus oldat eldallitdsa munka és iddigényes; szerencsés esetben is a kész
transzfer vektortol a P3 virus oldatig torténd eljutasig két hét sziikséges.

13.3. EmIOs expresszios rendszer

EmlGs expresszios rendszer esetén emlds szovetekbdl szarmazo sejtvonalakban fejeztetjiik ki a kivant géniinket.
Ennek a rendszernek is a gazdasejt és a vele kompatibilis expresszios vektor az alapja, ami tartalmazza a kifejezend6
fehérjénket kodolo szekvenciat. A kovetkezokben dsszefoglaljuk az emlds expresszids vektor lényeges elemeit,
az alkalmazott sejtvonalakat, a génbevitel modjat, €s az expresszios rendszer eldnyeit és alkalmazhatosagat

13.3.1. EmI8s expressziés vektorok

Az eml6s expresszios vektorok is ,,shuttle” vektorok; a klonozashoz és szaporitashoz E. coli rendszert hasznélunk,
igy a vektornak tartalmaznia kell a baktériumban valé fenntartashoz és szaporitashoz sziikséges elemeket; E. coli
replikon, antibiotikum rezisztencia gén (I1d. 12.2. fejezet). Ezen kiviil a transzkripcidhoz sziikséges promotert, a
mRNS szintézis megfeleld terminaciéjahoz ¢és a processzalasaért (poszttranszkripciés modositasok) felelos
elemeket, a transzlaciohoz fontos szekvenciakat. Ezeket a cisz-regulald szekvencia elemeket ismertetjiik a
kovetkezokben. A 13.3. abran egy altalanos eukariota expresszios vektort mutatunk be.

13.3.1.1. EmIés promoéterek és enhanszerek

Az eukariota promoterek fontos eleme a TATA-box, mely az elsd atirand6 nukleotidhoz képest (5'-irany) -30 és
-25 bp-nal talalhato. Tovabbi, az 5'-iranyban elhelyezkedd elemek pl. a -50-t61 -100-ig elhelyezkedd GC-boxok,
melyek szdma ¢és elhelyezkedése elégge eltérd lehet génrdl-génre, hianyuk, vagy mutaciojuk viszont bizonyos
gének esetén drasztikusan befolyasolhatja a gén kifejez6dését. Ezen elemek vizsgalatara fejlesztették ki a
riportergéneket. A riportergént a vizsgalandé promoter/szabalyozoé elem utan fuzionaltatjak, majd valamilyen
konnyen detektalhatdé modszerrel nyomon kovetik a kifejez6dését. A kifejez6dés mértéke aranyos a
promoter/szabalyozo elem miikddésével. A riportergének olyan fehérjét kodolnak, amelynek aktivitasa mérhetd
(abszorbancia vagy fluoreszcencia alapon). A riportergének fehérje termékeit konnyebb nyomon kovetni, mint a
geénrdl keletkez6 mRNS-t, ami viszont kdzvetlenebbiil ad informaciot a promoter aktivitasarol. Az elsok kozott
alkalmazott riportergén a kloramfenikol-acetiltranszferaz (CAT) volt, amely k6zombdsiti (acetilalassal) a sejtek
szamara toxikus antibiotikumot (azaz egy antibiotikum rezisztencia gén). Tovabbi riportergének a p-laktamaz-t,
p-galaktozidaz-t, luciferazt, valamint a GFP-t és valtozait kodolo gének.
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13.3. abra: Az eukaridta expresszios vektorok altalanos felépitése

Altaldnosan elmondhat6, hogy az eukariéta gének promoétere komplexebb, mint a prokariétaké. Kevesebb benniik
a szabalyszerliség - sokszor még a TATA-szekvencidk is hidnyoznak -, valtozatosabbak, és rengeteg cisz- és transz-
elem befolyasolja a miikodésiiket. Az RNS-polimeraz Il sem kozvetleniil kapcsolodik a promoterhez, hanem a
bazalis transzkripcios faktorokon keresztiil. Vannak ,,kotelezobb” szekvenciaelemek, vannak amelyek génrdl-génre
valtoznak, s6t olyanok is, amelyek tobb mint 1000 bp-ra is lehetnek a struktirgéntdl, és mégis jelentdsen
befolyasoljak a génatirast. Ezeket az elemeket hivjuk enhanszereknek (az enhancer sz6 jelenetése megnovel,
megemel). Az enhanszerek lehetnek 5' vagy 3' (upstream vagy downstream) iranyban is a gén promoterétol, sét a
gén egy intronjan beliil is. A tdvolsaguk is valtozhat, a promotertdl akar tobb ezer bp-ra, de akar mas kromoszéman
is lehetnek. Miikodésiik 1ényege, hogy aktivitasuk kifejtésekor térben kdzel keriilnek ahhoz a promoterhez, amelynek
a mikodését befolyasoljak. Az emlds expresszids vektorok ezért a megfelelé mértékli expresszio érdekében az
enhanszerek jelentésége miatt nemcsak a megfeleld promotert, hanem annak enhanszerét is tartalmazzak.

De milyen legyen a célgéniink promoétere? A valasz abban rejlik, hogy mit szeretnénk vizsgalni. Amennyiben a
gén kifejez6dését, milkodését szeretnénk vizsgalni, mindenképpen a sajat promoterét érdemes hasznalni, rdadasul
a sajat kornyezetében. Ha viszont az a célunk, hogy nagyobb mennyiségben allitsuk el6 a génterméket, a fehérjét,
akkor nagy expressziot biztosito, erds promotert hasznaljunk. Erre legalkalmasabbak a virus prométerek, illetve
olyan endogén promoéterek, amelyek allanddan aktivak és nagy mennyiségii fehérje expressziot tesznek lehetové.
Nézziik meg az emlds expresszios rendszerekben leggyakrabban hasznalt prométereket:

* SV40 promoéter: SV40 (Simian vacuolating virus 40) egy majmokat és az embert is megfert6zé6 DNS virus.
Ezt a polidma csaladba tartoz6 virust Rhesus majom vese sejttenyészet vizsgalata kdzben fedezték fel 1960
koriil, és kideriilt réla, hogy szamos kiilonféle tumor képzddését képes elinditani. A virus a gazdasejt MHCI
receptoran keresztiil a VP1 glikoproteinjének segitségével jut be a sejtbe. A sejtmagban a sejt II-es tipusu
RNS—polimeraz enzime ko6tédik az 5 kb nagysaga virusgenom SV40 prométeréhez, és elkezdi atirni a virus
korai génjeit. Ezek a gének két fehérjét kodolnak: kis antigént, és a nagy T-antigént. A nagy T-antigénnek tobb
szerepe is van: kikeriil antigénként a sejt plazmamembranjaba; szabalyozza a viralis gének mRNS szintézisét;
¢és kotddik a virusgenom replikacios origdjahoz, inicialva ezzel annak replikaciojat. Az SV40 promoter TATA-
szekvencidja, s a tole 5' iranyban 1évé GC-boxok és az enhanszer szabalyozza a virus korai, majd a kései génjeinek
az expressziojat. (A kései gének a korai gének komplementer szalain talalhatok ellentétes leolvasasban;
ugyanannak a prométernek a szabalyozasa alatt, s a GC-boxokhoz két6d6 fehérjék dontik el a szintézis idejét
és iranyat.)
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* CMY prométer (cytomegalovirus immediate-early promoter): a citomegalovirusok a herpesz virusok csaladjaba
tartoznak. Promoteriik nagyon erds, nagymértékli expressziot biztosit, ezért is hasznaljuk az expresszios
vektorainkban. Allandé kifejezodést biztosit, de a tapasztalatok szerint miikodése eléggé szovet- és sejtfliggo.

* CAG promoéter: Egy hibrid promdter, amelyben a csirke p-aktin promdterét a CMV korai enhanszerével
fuzionaltattak. Ez a prométer a CMV promotertdl eltéréen nem sejtspecifikus, igy barmelyik sejtvonalban
hasznalhat6. Emellett a sejt magas aktin szintje és CMV enhanszer aktivalo hatasa miatt erételjes expressziot
eredményez.

* UbC prométer (human Ubiquitin C): Egy szintén magas szinten expresszaldodo, minden sejttipusban kifejez6do
promoter. Akkor hasznaljak, ha a CMV prométer nem miikodik.

* PGK (egér 3-foszfoglicerat kindz 1 promoter): minden sejtben miikddik a glikolitikus ut, ezért ez a promoter
minden sejttipusban kifejezddik, csak a kifejez6dés mértékében van kiilonbség. Azokban a sejtekben, amelyekben
nagyobb a glikolizis sebessége, aktivabb a promoter is, ezért nagy expressziot eredményez. Transzgenikus
egerekben és transzdukcios vektorokban hasznaljak (1d. késébb).

* EF1A (human elongacios faktor 1o promoter): Szintén akkor hasznaljak ezt a promotert, amikor a CMV prométer
nem miitkédik (embrionalis éssejtek) vagy csokkent az aktivitasa.

Az eddig felsorolt promoéterek mind konstitutiv, erds expressziot biztositanak, de Iéteznek ezen kiviil szabalyozhato
¢és indukalhat6 promoterek is.

13.3.1.2. Transzkripcié terminacié és poliadenilacios szignal

A prokariota expresszios vektorokban talalhato transzkripcié terminécios szekvencia nem feltétleniil sziikséges az
expresszidhoz, viszont az eukaridta rendszerekben a mRNS megfeleld processzalasahoz ez a szekvencia esszencialis.
Az eukariota mRNS végét a gén STOP kodonja utan kdvetkez6 3' UTR szekvenciaban (3' untranslated region)
talalhato elemek jel6lik ki. A legfontosabb elem a poliadenilacios szignal, ami az atirédott RNS-en AAUAAA
szekvencianak felel meg (1d. 13.4. abra)

polif-farok poliA-hely Downstream elemok

; 3

gDNS =—— AATAAA — CA — G-T-rich ——=

Ly <y

mRNS AAUAAA — CA — G-U-rich ==

5' 3

mRNS — AAUAAA CAAAAAAAAAAARRARA
polud utan

5 3

cDNS AATAAA CAAAAAAAAAAAAAR

13.4. dbra: A poli-A farok és kialakuldsa

Ez a konszenzus szekvencia jelzés egy RN-4z komplex szamara, hogy a szekvencia utan 10-30 bazissal hasitson
bele az RNS-be, majd a képzddott pre-mRNS igy kialakult 3’-végére a poli-A-polimeraz (PAP) szintetizal egy kb.
200 bazisnyi poli-A farkat. A poli-A szekvenciat nem a vektorunk, és nem az inszertiink kodolja, hanem a sejt
enzimei helyezik fel a megfelel6 poliadenilacios szignal felismerése utan. A poli-A szignal, de kiilondsen a poli-
A hely koriili szekvencidk is valtozatosak az eukariotakban. Az alkalmazott eukariota vektorokban a leggyakoribb
az SV40 kései poliadenilaciés szignalt (SVLPA) és a Herpes simplex virus timidin kinaz (HSV-TK) poli-A
szignalt hasznaljuk, amelyek be vannak épitve a vektorunkba. A poli-A farok és a hozzakotddo fehérjek stabilizaljak
a mRNS-t, ezek nélkiil hamar degradalodna. Szerepe van az RNS stabilizalasan tal az érett mRNS citoplazmaba
valo kijutasaban és a transzlacidban is. A poli-A farok iddvel egyre rovidiil a sejtben, igy egyre csokken a mRNS
stabilitasa és a transzlacié mértéke.
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13.3.1.3. Splicing szignal

Az eukariota gének az 5' €s 3' UTR szekvencidk mellett intronokat is tartalmaznak. Az intronok kivagasa és a pre-
mRNS érése a sejtmagban torténik. Csak az érett mRNS jut ki a citoplazmaba, ahol elkezdddhet a transzlacio, a
fehérje szintézise. Minden szabalyozo6 elem, ami segiti a mRNS érését hozzajarul a fehérjénk expresszidjanak a
novekedéséhez. Fehérjetermelés céljabol nem a teljes gént, hanem az intron-mentes cDNS szekvenciat szoktuk
klénozni az expresszios vektorba, ami igy nem tartalmaz ,,splice”-helyeket. A splice-helyek azonban szerepet
jatszanak a mRNS érésében, meggyorsitjak a mRNS képzddésének sebességét. Ezért szamos expresszios vektor
tartalmaz intron szekvenciakat 5' és 3' splice-helyekkel, ami megnoveli a fehérje expresszido mértékét

13.3.1.4. Transzlacio iniciacios (Kozak-) szekvencia

Az eukaridta gén transzlacidjanal is nagyon fontos a mRNS szekvencidja az inicidcios kodon kdrnyezetében. Ezek
a szekvenciak segitik, hogy jol beilleszkedjen az inicidciés Met kodon a riboszoéma kotéhelyére. Marilyn Kozak
bizonyos helyek, ahol fontos, hogy milyen nukleotid talalhat6. Vizsgalatainak eredményeként megallapitott egy
konszenzus szekvenciat, amely nagy valoszintiséggel kedvezd az iniciacids kodon (AUG) riboszémahoz vald
kotddéséhez. Ezt a szekvenciat hivjuk Kozak-szekvencianak. Ezek alapjan az iniciaciéos AUG mellett nagyon
fontos, hogy a +4 helyen G, -3 helyen purin bazis (A vagy G) legyen: (gee)gecRecAUGG. A 12.13. abran lathato
az a szekvencia logd, ami feltiinteti, hogy az iniciacios kodon kérnyékén az eukaridta gének milyen nukleotidokat
tartalmaznak. Lathat6 az dbran, hogy az iniciacios kodon a DNS templatban szinte mindig ATG (egyes esetben
CTG is lehet helyette), +4 helyen leginkabb G talalhato, mig a -3 helyen A vagy G nukleotid. Erdemes tehat a
nagyobb expresszid érdekében betervezni a feltehetden erds konszenzus Kozak-szekvenciat. Amennyiben az
iniciacios szekvenciak kdrnyéke nem elég jo, akkor a riboszoma onnan fogja inditani a transzlaciot, ahol erdsebb
Kozak-szekvenciat talal. Ha N-terminalis fazios fehérjét fejeztetiink ki, akkor a vektor mar tartalmaz a fizios-tag
kodolo szekvenciaja elott egy erds Kozak-szekvenciat (1d. 13.5. abra), amiben megbizhatunk. Ha nincs a vektorban,
akkor a gyartd ezt kozli veliink, és nekiink kell betervezni.
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13.5. abra: A Kozak-szekvencia logdja (a konszenzus szekvencia egyes poziciokban megtalalhatoé nukleotidok
gyakorisaga)

Az eukariota gének monocisztronosak, de eléfordul, hogy egyszerre két polipeptidlancot szeretnénk kifejeztetni
egy promoter iranyitasa alatt. Ilyenkor policisztronos vektort kell hasznalni, amiben a masodik fehérjét kodold
szekvencia el6tt belsd riboszoma kotéhelynek kell allnia. Ezt a szekvenciat hivjuk IRES-nek, azaz angolul internal
ribosome entry site-nak. Ebben az esetben a transzlacio az 5'-sapka felismerése nélkiil indul a mRNS kozepérol.

13.3.1.5. Szelekcios markerek

Az eml0s sejtek szelektalasanak legelterjedtebb mddja az antibiotikum szelekcié. A szelekcios marker gén (miként
a prokariota sejteknél is) az antibiotikum atalakitasat és ezzel kozombositését végzd enzim, amely az expresszios
vektorrdl egy erds emlds promoter irdnyitasa alatt termelddik. A leggyakrabban haszndlt antibiotikum a geneticin
vagy G418, higromicin, zeocin és blaszticidin. A G418, egy aminoglikozid-tipust antibiotikum, amely gatolja
mind prokariéta, mind eukaridta sejtekben a fehérjeszintézist. Ebbe az antibiotikum csaladba tartozik még a
gentamicin, neomicin €s a kanamicin is. Ezek semlegesitését a neomicin gén altal kodolt aminoglikozid-3'-
foszfotranszferaz (APH) végzi, amely foszfatcsoportokat visz fel az antibiotikumokra, igy azok nem tudnak tobbé
kotddni a riboszomahoz. A higromicin-B is egy aminoglikozid tipusu antibiotikum, amely szintén fehérjeszintézist
gatol ¢és hasznalhaté prokaridta, eukariota sejtekben egyarant. K6zombositéséhez higromicin-foszfotranszferaz
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geénre (hpt) van sziikség. A hatdsmechanizmus azonban ugyanaz, az antibiotikum foszforilalodik, igy nem tud
tobbé kotddni a riboszomahoz. Az antibiotikum szelekcid soran meg kell keresniink azt a koncentraciot, amely
elpusztitja a nem transzfektalodott sejteket, mig a transzfektalt sejtek talélnek és szaporodnak benne. Antibiotikum
szelekcio felhasznalasaval kivalogathatjuk azokat a sejteket, amelyek felvették az expresszios vektort és igy
rezisztenciat szereztek.

13.3.1.6. Az emlds expresszids vektorok tipusai

Az emlbs expresszios vektorok legtobb eleme kiilonbdzé emlds sejteket fert6zo virus genombol szarmazik, sot
egyes tipusoknal magat a rekombinans virust hasznaljuk génhordozonak. Ez alapjan csoportositva nézziik at a
legelterjedtebb emlds vektorokat.

Plazmidok: altalaban virus genetikai elemeket hasznalnak bakterialis elemekkel egyiitt, valamint er6s promotereket
tartalmaznak, amelyek a legtobb sejttipusban mitkddnek. Altaldban nem integralodnak a gazdasejt genomjaba,
lehet viszont replikaciot biztositd origdjuk (SV40, vagy EBV origo).

* pCDNA: CMV promoter
* pEGFP-NI1: CMV promoéter, eGFP fluoreszcens fuzids cimke kertil a fehérjénk C-terminalisara.

* pEGFP-C1: CMV prométer, eGFP keriil a fehérje N-terminalisara (Id. 13.6. abra). A kivant géniinket CMV
promoterrel fejeztetjiik ki, SV40 PA terminator szekvencidval. Mivel ez egy shuttle vektor, prokaridtaban a
replikacidjat a pBR322 replikon teszi lehetdvé; a szelekcidt pedig a prokariota AmpR-promoter vezérelte NeoR
rezisztencia gén terméke biztositja (kanamicin antibiotikumot hasznélva). A rezisztencia gén emlds sejtekben
vald kifejez6dését az SV40 promoter és a TK_PA szignal biztositja (ilyenkor G418 antibiotikumot hasznalunk).
Szamos (kb.16) kiilonboz6 restrikcids hellyel lehet a cDNS-iinket bevinni az eGFP-fizios cimke mogé. Az
inszertiinket EGFP_C_primerrel tudjuk forward iranybol szekvenalni, de mas szekvenalas lehetdséget is kinal
a vektor.

13.6. abra: pEGFP-C1 expresszids vektor térképe. A vektor térképet az Addgene Vector Database készletébol
toltottiik le. Ez egy szabad vektor megoszto kdzpont, amely lehetdséget teremt a kereskedelmi forgalomban nem
1év6 vektorok csere-beréjére minimalis kezelési koltséggel, valamint a sajat vektorunk térképét is el tudjuk késziteni.

Léteznek olyan vektorok is, amelyek a GFP kiilonb6zd variansait kodoljak fuzids cimkeként, pl. YFP, CFP; vagy
mas fluoreszcens fehérjét (mCherry, DsRed). Ezek a fuzios cimkék mas-mas hullamhossza fénnyel gerjeszthetok,
és mashol van az emissziojuk. Segitségiikkel a fehérjénk expresszidjat, az eukariota sejten beliili lokalizaciojat
(kololakizacigjat) kdnnyen nyomon tudjuk kdvetni. Egy ilyen kisérlet eredményét mutatja be a 13.7. abra.
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13.7. abra: Fehérje expresszio nyomonkovetése fluoreszcens fliziés cimkével. HEK293T sejteket transzfektaltunk
egyszerre két kiilonbozo fluoreszeens cimkét hordozd plazmiddal (kotranszfekcio), majd transzfekcid utan 36
oraval floureszcens mikroszkoppal kovettiik a plazmidokban kodolt fehérjénk expresszidjat. Az elsé képen lathato,
hogy a sejtek kifejezik CFP-cimkét hordozoé fehérjét (gerjesztés: 456 nm, emisszio: 486 nm), a masodik képen
pedig a YFP-fehérjét kifejez6 sejtek vilagitanak piros szinnel (gerjesztés:510 nm, emisszio:535 nm). A harmadik
abran egymasra vetitettiik a két képet, igy lathato, hogy a narancssarga sejtek felvették mindkét plazmidot. Ez a
modszer alkalmas in vivo fehérje kolokalizacid vagy kélcsonhatas kimutatasara.

Rekombinans virusok: nagy hatékonysagt, replikdcié-inkompetens viralis részecskék. Ezek a rendszerek
hasznalhatok fehérjék expressziojara, vagy géncsendesitési kisérletekre is. A génterapiaban is a rekombinans virus
rendszereket hasznaljak.

* SV40: 5 kbp nagysagli genom, kb. 5 kbp nagysagu inszertet tud befogadni, transzdukalo vektor, de specialis
gazdasejt kell hozza, pl. CV-1 vagy COS sejtek.

» Papillomavirus: 8 kbp nagysagu cirkularis kétszala DNS virus. Stabil extrakromoszomalis a replikacidja, 20-50
kopia/sejt.

» Retrovirusok: RNS-virusok, pl. Rouse szarkoma (RSV), egér leukémia (MLV), egér emlétumor (MMTV)
virusok. Integralodnak a gazdasejt genomjaba, stabil transzfekciora, ezaltal permanens expresszid képesek.

* Adenovirusok: 36 kbp nagysagi genom, extrakromoszomalis a replikacidjuk, tranziens expesszidohoz,
génterapiahoz hasznaljak.

* Lentivirus: RNS-virus, stabil integracioé a genomba, permanens expressziora alkalmas.

13.3.1.7. Stabil vagy tranziens transzfekcié

Az expresszios vektorok masik csoportositasa azon alapul, hogy képes-e a vektor, vagy valamely része integralodni
a gazdasejt genomjaba, s ezzel stabil klonokat létrehozni. Ezeket a vektorokat hivjuk (Id. éleszténél) integralédo
vektoroknak. Az integral6dd vektorbol altalaban homoldg rekombinacioval torténik meg az expresszalando
fehérjénk szekvencidjanak beépiilése a gazdasejt genomjaba. Ennek a folyamatnak a hatasfoka nagyon kicsi, ezért
mindenképpen szelektalni kell szelekcids markerek segitségével. A szelekciot hosszabb ideig fenn kell tartani, igy
kozel 100% lesz a transzformalodott sejtek mennyisége. A stabilan transzfektalt sejtek mar egy 6nallo sejtvonalat
alkotnak és fenntarthatok, lefagyaszthatok. El6nyiik a homogenitas, a stabilitas (nem vész el a transzgén), illetve
a nem tl magas expresszios szint. A nem til magas expresszios szint sokszor elonyt jelent, mert kevésbé ,,sz01”
bele a sejt normal miikddésébe, és nem pusztul el a sejt. Tranziens transzfekcional sok fehérje termelddik, ez
jelentdsen befolyasolja a sejt miikodését, ami stresszt jelent a sejtnek és ez sokszor problémat okoz. A tranziens
transzfekcid elénye viszont, hogy nagyon gyors, a transzfekcio utan 12-72 6ra elteltével mar lehet vizsgalni a sejtet,
vagy izolalni a kifejez6dott fehérjét.

A transzfekcid hatasfokat és a fehérje kifejez6dését fizios fehérjékkel lehet nyomon kovetni. Ilyenkor N- vagy C-
terminalisan egy enzimaktivitassal (luciferaz, -laktamaz, $-galaktozidaz ) rendelkez6 fehérjével vagy fluoreszcens
fuzios fehérjével egyiitt fejeztetjiik ki a fehérjénket, ezaltal detektalhatjuk az expresszio mértékét, hatasfokat (a
sejtek hany szazaléka transzfektalodott), valamint a kifejezdd6 fehérje lokalizaciojat.

A tranziens transzfekcio elonye a gyorsasag €s a magas expresszios szint, igy kivaldan alkalmas fehérje termelésre,
illetve nagyszamu kiilonb6z6 fehérje vizsgalatara. 3-4 nap mulva viszont a sejt vagy elpusztul a nagy expresszios
szinttdl, vagy annyira ,,kihigul” benne az expresszids vektorunk, hogy jelentdsen lecsdkken a transzformalt sejtek
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mennyisége. Ennek oka, hogy a vektorunk nem replikalodik, igy mitoziskor kihigul, vagy degradalodik. Ennek
kikiiszobolésére hasznalhatunk replikativ episzomalis vektorokat, mint pl. a pSV-vektorok. Ezek a vektorok
viralis replikacios origdt hordoznak, és ha a sejtben kifejezddik a replikaciot szabalyozoé fehérje is, akkor a vektorunk
extrakromoszomalisan fog replikalodni. Ennek kovetkeztében kevésbé higul ki, raadasul antibiotikum szelekciot
alkalmazva még fel is lehet dusitani a transzfektalodott sejteket. Ez egy koztes megoldas az atmeneti és a stabil
transzfekcio kozott, azaz a sejtvonal szelektalhato és fenntarthatd hosszabb ideig, de nem stabil. Az antibiotikum
rezisztenciat, amit a szelekcional kihasznalunk, bejuttathatjuk ugyanazon a vektoron, ami a kivant fehérje cDNS-
¢ét hordozza, de egy masik expresszios vektoron is. Ilyenkor egyiitt transzfektalunk a két plazmiddal, azaz ko-
transzfektalunk, s azzal a feltevéssel éliink, hogy ha egy sejt felvette a szelekcids markergént tartalmaz6 plazmidot,
akkor nagy valdszintiséggel felvette a masikat is.

13.3.2. Sejtvonalak

A fehérje expressziora hasznalt sejtvonalakat primer sejttenyészetekbdl nyerik, tobbszords passzalas utan. A
kiindulési szovet lehet nem transzformalt felnétt szovet, azonban az ezekbdl szarmazo sejtek csak ~30 osztodast
birnak ki. Lehet normal embrionalis szovet, amelybdl szarmazo sejtek ~50 alkalommal képesek osztodni. Ezeket
a sejttenyészeteket tehat nem lehet korlatlan ideig fenntartani. Expresszios kulturaként hasznalnak még daganatos
sejtekbol kivont immortalizalt, vagy mesterségesen immortalizalt sejtvonalakat is. A mesterségesen immortalizalt
sejtvonalakat virus altali fertézéssel lehet el6allitani, ilyen példaul a COS1 és a COS7 sejtvonal. Ezeket
transzformalt sejtvonalaknak hivjuk, és elényiik, hogy korlatlan ideig képesek osztodni. A nem transzformalt
sejtvonalak is id6vel spontan transzformalddnak, igy korlatlan ideig fenntarthatéva valnak. Ennek oka, hogy nincs
immunrendszer, ami ,,kordaban tartana” 6ket, és gyorsan mutalodnak, szelektalodnak az in vitro koriilmények
hatasara.

A leggyakrabban hasznalt sejtvonalak:

* CHO: (Chinese hamster ovary) kinai csikos horcsog petefészek sejtek; monolayer kulturaban (letapadva)
tarthatok, gyorsan ndnek és hatékonyan termelik a rekombinans fehérjét; az emlos sejtek ,,kolija”. Az ipari
termelésre leggyakrabban hasznalt emlds expresszios rendszer.

* COS: afrikai z6ld majom vesébdl szarmazd fibroblaszt-szer(i sejtvonal, amelyet CV-1 sejtek SV40 virussal vald
fertézésével nyerték. (A CV-1 sejtek afrikai zold majom vese fibroblaszt sejtek.) Gyakran hasznaljak rekombinans
fehérjék eloallitasara. Amennyiben SV40 vektorral fejeztetjiik ki a fehérjénket, a vektor replikaciojat a nagy
T-antigén szabalyozza, igy onalloan replikalodik.

* NIH-3T3: egér embrionalis fibroblasztbdl szarmazo, letapado (monolayer kultura) immortalizalt sejtvonal.

* HeLa: a legrégebben fenntartott human sejtvonal, méhnyakrak sejtekbol szarmazik (Henrietta Lack amerikai
n6 tumorjabol 1951-ben vették ki az eredeti sejteket). Rendkiviil gyorsan osztddo letapadé sejtvonal, a rakkutatas
leggyakrabban hasznalt sejtvonala.

* L6: patkany vazizombdl izolalt sejtvonal

* HEK293: embrionalis vesesejtekbol szarmazo immortalizalt sejtvonal. Normal embrionalis vesesejteket fertdztek
adenovirussal, amelynek genomja integralodott a sejt genomjaba. Nagyon konnyen fenntarthatd, és
transzfektalhato. Elészeretettel hasznaljak sejtbiologiai kutatasokban és biotechnologidban terapias fehérjék és
virusok eldallitasara. A HEK293T sejtekben kifejezddik az SV40 nagy T antigén, igy SV40 replikacios origojia
expresszios vektort haszndlva sokdig fenntarthat6 a vektor replikacioja és igy a fehérje expresszio is.

A megfelel6 koriilmények kozott tartott sejtek viszonylag gyorsan osztodnak, igy konnyen valtozhat a geno-és igy
a fenotipusuk. Ugyelniink kell arra, hogy ne valtozzon a genotipus a kisérleteink soran (ugyanazzal a sejttel kezdjiik
és fejezziik be a kisérleteinket), ezért mindig fagyasszuk le a kultrat, mikor elészor kézhez kapjuk a sejteket. Igy
barmikor visszanyulhatunk az eredeti, ismert genotipusu kiindulasi sejthez. Ehhez be kell tartani a fagyasztas és
a felolvasztas szabélyait, és meg kell talélni a sejteknek a legmegfelelébb fagyasztasi médiumot. Altaldban jellemzd,
hogy a fagyasztast magas szérum (20-40%), és kb. 10% DMSO mellett végezziik. A fagyasztas lassan torténik,
mig a felolvasztas gyorsan €s utana gyorsan meg kell szabadulni a DMSO-t6l, mivel kénnyen atjut a
plazmamembranon, és toxikus hatasu a sejtekre.
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13.3.3. Génbevitel emlds sejtbe

Az expresszids vektor bevitele a sejtekbe biokémiai, fizikai modszerekkel és virusfertdzéssel torténhet. Ezekkel
a modszerekrol a 3. fejezetben foglalkoztunk részletesen. Az emlds sejtekhez hasznalt génbeviteli lehetdségek
Osszefoglalva:

* DEAE-dextran-mediélta transzfekcio

« transzfekcio Ca”*-foszfatos/DNA csapadékkal
* kationos-lipofekcid

* elektroporalas

* transzdukcio

* mikroinjektalas

Nagyon fontos a beviendd gén tisztasdga. Minél tisztabb és toményebb a rekombinans DNS, annal nagyobb a
transzfekcio hatékonysaga. Altalaban a szilika oszlopos tisztitas elegendd (kaphatok nagytisztasagu,
mikoplazmamentes DNS-t igéro kitek is), de még jobb hatasfok érhetd el alkoholos-lecsapas utan, illetve CsCl-os
gradiens centrifugalassal.

13.3.4. Indukalhaté emlds expresszids rendszerek

Minden expressziods rendszernél nagy elényt jelent, ha a kivant gén (target vagy célgén) expressziojat szabalyozni,
indukalni lehet. Ez kiilondsen akkor jo, ha a termelend6 fehérje toxikus, vagy erésen befolyasolja a sejt miikodését.
Az eml6s expresszios vektorok indukcidjat kiilondsen a transzgenikus allatok esetében hasznaljak ki. Ennek egyik
moddja, ha a géniink promoterébe olyan elemeket épitiink, amelyek a megfeleld faktorok megkdtése utan a gén
transzaktivaciojat idézik el6. Ezek az elemek lehetnek a gazdasejtben mar eleve megtalalhatoak, vagy mesterségesen
bevittek is. (bakterialis, mas eukariotabol szarmazo elemek). Az alabbiakban néhany példat sorolunk fel:

- Gliikokortikoid hormon hatasara aktivalodo elem, GRE (glucocorticoid response element): A hormon valasz
elemek vagy angolul Hormon Response Element(HRE) nagyon elterjedtek a human genomban, tobb szaz talalhato
beldliik és nagyon fontos folyamatokat szabalyoznak. Miikddésiik a kovetkezd: a megfelelé hormont megkdti a
sejtben talalhatd receptora, ezutan a receptor-hormon komplex dimerizal és transzlokalodik a sejtmagba. Itt
hozzakotddik a DNS-en talalhatdo megfelel6 HRE konszenzus DNS-szekvencidjahoz, majd kélcsonhatasba 1ép a
promoterhez kot6dé mas transzkripeios faktorokkal és elinditja a target gén transzkripciojat. Ilyen HRE a GRE is,
amelyet kiilonb6z6 szteroid-hormon receptorok képesek felismerni, majd hozzakotodve transzaktivaciot elinditani.
Indukalhat6 expresszios vektorokban adenovirus ,,/ate” prométerben GRE szekvenciakat helyeznek el a megfeleld
moddon, amely a hormon, vagy szarmazékainak a hatasara a promoter utan kapcsolt gén expresszidjat akar 1000-
szeresére is novelheti. Erthetd, hogy azok a sejtek mutatnak nagyobb génexpressziot, amelyek tobb hormon receptort
tartalmaznak. Ezért a gazdasejt egy gliikokortikoid receptor tiltermeld sejt (pl. CHO), amelyet dexametazonnal
indukalnak a megfelelé génexpresszid érdekében.
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* Ekdizon-indukci6: Az ekdizon egy izeltlabu ,,hormon”, amely nagy szerepet jatszik az allat egyedfejlodésében,
és ekdizon valasz elemeken (,,response factor”) keresztiil képes szabalyozni bizonyos gének kifejezodését.
Emléssejtek indukcidja esetén be kell vinni ezeket az elemeket és kiilon a receptort is be kell épiteni a promoterbe.
Igy az indukci6 két vektorral oldhaté meg:

1. vektor: HSP promoter + ekdizon response elem + inszert
2. vektor: CMV és RSV prométer + ekdizon receptor kodolod régid

» Bakterialis elemmel is lehet emléssejtekben indukalt génexpressziot elérni, méghozza a jol ismert lac-operator
segitségével. Az indukcido IPTG-vel torténik, de meg kell oldani az operator ¢és a lac-represszor fehérje
szekvenciajanak a bevitelét a sejtekbe, ami altalaban szintén két vektor hasznalataval oldhat6é meg:

1. vektor: RSV-LTR promoter + lac operator (3x) + inszert
2. vektor: CMV promoter + lacl

* Tetraciklin indukecié: A tetraciklin nagyon hatdsos antibiotikum Gram-pozitiv, Gram-negativ baktériumok és
protozoak ellen is. Legalabb 1000 szarmazékat allitottak eld és ismert a hatasmechanizmusa is. Kdnnyen bejut
a prokariota sejtekbe, ott hozzakotédik a riboszomahoz és tonkreteszi a kodon-antikodon kdlcsdnhatast. A
rezisztens baktérium egy multimer antiporter fehérjével (Tet) kipumpalja az antibiotikumot a citoplazmabdl.
Szamos Tet fehérje 1étezik, tobbek kozott a Tnl0 transzpozon altal kodolt TetA. A TetA nagy mennyisége
esetén, mivel a fehérje mikodése kozben kationokat pumpal ki a sejtb6l, a membran depolarizalodik, ami a sejt
pusztulasahoz vezethet. Ezért a sejt er6sen szabalyozza a TetA expresszidjat egy TetR represszor fehérjével.
Tetraciklin hidnyaban a TetR erdsen kotddik a tetA és tetR gének operator szekvenciaihoz, meggatolva a fehérjék
expresszidjat. Tetraciklin hatdsara azonban a TetR levalik az operatorhelyr6l és beindul az expresszi6. Ez utdbbi
indukcids rendszert részletesen is ismertetjiik (1d. 13.3.4.1.)

13.3.4.1. A Tet-represszoron alapulé indukcios rendszerek

A Tet operon mitkodését kihasznalva fejlesztettek ki tobb frappans és széles korben hasznalt indukalhaté emlés
expresszios rendszert. A szabalyozott rendszer elénye, hogy az elemei bakterialisak, tehat nem interferalnak a
gazdasejttel. Ezekben a rendszerekben a célgén transzkripcidjat a TetR szabalyozasa ala helyezik ugy, hogy néhany
kopiaban tetO (operator) szekvenciak talalhatok a promoter és a transzkripcié kezdéhelye kozott. igy tetraciklin
(vagy szarmazékai) nélkiil nincs expresszid. Megfeleld szovetspecifikus prométer és a tetO elem kombinacidjaval
szovetspecifikus és indukalhatd génexpresszido érhetd el. Ez az Un. Tet-represszor rendszer jol mukodik
transzgenikus novényekben, de kevésbé sikeres emldssejtekben. Ennek oka, hogy emldssejtekben nem elég nagy
a represszor koncentracidja, ami gatolni tudnal az erés promotert.

Kreativ kutatdk elkészitették az elobbi rendszer a forditottjat, ahol a TetR nem represszor, hanem aktivator lesz.
El6szor fuzionaltattak egy transzaktivator fehérjével, a HSV-1 (Herpes Simplex Virus-1) VP16-tal, igy mikor a
represszor kot a promoterhez, akkor a transzaktivator fehérje génatirast indit el. Amennyiben megjelenik a sejtben
az effektor (tetraciklin), akkor a VP16-TetR transzaktivator (tTA) kiméra levalik a prométerrdl és jelentésen
lecsokken a génatiras. Ez a rendszer akkor miikddik jol, ha stabil transzfekcid soran a transzaktivator €s a target
gén tobb kopidban van jelen a genomban. A tTa rendszerben tehat akkor indul el a génatiras, ha nincs a sejtben
tetraciklin, ezért ezt Tet-Off rendszernek is hivjak. Az indukalatlan allapot fenntartasdhoz alacsony-kozepes
koncentracioban kell az effektort (tetraciklin, doxiciklin) adni a sejtekhez.

Késobb a rendszert megforditottak, s ebbdl alakult ki a mutans TetR fehérjével, ahol a represszor csak az effektor
jelenlétében inditja el az expressziot, annak hianyaban nem. Ez a Tet-On rendszer sokkal érzékenyebb doxiciklinre
€s anhidro-tetraciklinre, mint tetraciklinre. A rendszer jol miikddik ebben a formaban is, de még tovabbfejlesztették
az expresszios szint novelése és az allandoan termelddo tTa toxikus hatasa miatt. A vad-tipusu tTa kiméra represszor
fehérjét is a tetO elem szabalyozasa ala tették, igy az effektor nemcsak a target gén, hanem a tTA gén expressziojat
is szabalyozza: antibiotikum jelenlétében alacsony a szabad tTa szintje, igy nem tud kotddni az operatorhelyre,
nincs génatiras. Mikor nincs jelen az antibiotikum, akkor viszont hozzako6tédik és elinditja onmaga és a target gén
szintézisét. Raadasul minél tobb tTA termelddik, az annal jobban indukélja 6nmaga ¢€s a target gén termelodését.
Ezt a rendszert autoregulator Tet rendszernek hivjuk.
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Szamos biotechnologiai cég kinal tetraciklin regulalta emlds expresszios rendszert. Példaul az Invitrogen T-Rex
rendszere Tet-On rendszer, tehat tetraciklin és szarmazékaira kapcsol be az expresszio. Bévebben itt lehet olvasni
rola. A Tet-On és Tet-Off rendszer sémajat a 13.8. abran mutatjuk be.

Tet-ON rendszer
VP11 tetraciklin, dexiciklin
=

" i

T
° AMAARAAAA

mRNS

Tet-Off rendszer

VP16

— TREqgq = CMVpyy o N et

mRNS

13.8. dbra: A Tet-On és Tet-Off rendszer sémaja

13.4. Egyéb eukariota expresszios rendszer

13.4.1. Dictyostelium discoideum expresszios rendszer

A Dictyostelium discoideum egy sejtes nyalkagomba. A talajban él, tobbnyire baktériumokkal taplalkozik.
Laboratériumban konnyen tarthat6 akar folyadékkultiiraban, akar szilard taptalajon. Rovid az életciklusa, a genomja
(34 Mbp haploid genom, 6 kromoszéma, 12500 fehérje gén) teljesen ismert, sok génje homoloég human génekkel,
a gének szabalyozasa is hasonloan torténik. Génjeinek szekvencija a DictyBase adatbazisban talalhat6. Nagyon
jo modell organizmus genetikai, sejtbioldgiai folyamatok tanulmanyozasara, de a rakkutatasban, immunfolyamatok
megértésében is nagy hasznat veszik.

A rekombinans fehérje expresszidjahoz itt is ,,shuttle” vektorral vissziik be a kivant fehérjénk cDNS-ét a
gazdaszervezetbe. A vektor tartalmazza a baktériumban torténd szaporodashoz sziikséges elemeket (origo,
rezisztencia gén), és a Dictyostelium sejtben torténd replikacioért felelds szekvencidkat. Ennek az eukariota
¢lélénynek is van természetes plazmidja, aminek a replikacios origojat hasznaljak ki az expresszids vektorok. Az
¢lesztéhoz hasonléan vannak integralodé ¢és replikalodoé expresszios vektorai. A Dictyostelium expresszios
rendszert leginkabb a citoszkeleton és fehérjéinek tanulmanyozasara hasznaljak. Kivaléan alkalmas rekombinans
miozin fragmentumok eléallitdsara. Amennyiben a rekombinans fehérje sejtbiologiai szerepét vizsgaljak, akkor
GFP-fuziés cimkével latjak el, fehérje preparalas céljabol pedig a szokasos affinitas cimkékkel (pl. His, GST,
Flag). A pDXA-3H sorozat plazmid vektorokat kimondottan fehérje expressziora dolgoztak ki.

178

http://www.renderx.com/



render -~

Eukariota expresszios rendszerek

13.4.2. Drosophila melanogaster expresszios rendszer

A gyliimdlcslégy (Drosophila melanogaster) Schneider 2 sejtek (S2) 20-24 6ras larva primer sejttenyészetbol
szarmaznak. Konnyen kezelhetéek, nem igényelnek széndioxidot, 25-28°C-on letapadé és szuszpenzids kultiraban
egyarant konnyen szaporithatok. Kivaloan alkalmasak tranziens €s permanens heterolog fehérje expressziora. A
sejtek transzfektalasa altalaban kationos-liposzomas (Cellfectin) vagy Ca?"-foszfatos modszerrel torténik. Tranziens
transzfekcional 1-4 nap mulva lehet vizsgalni a transzfektalt sejteket, vagy izolalni az expresszalt fehérjét. Stabil
(permanens) transzfekcional szelektalni kell a megfeleld antibiotikum rezisztens klénokat. Szelekciora leggyakrabban
higromicin és blaszticidin antibiotikumot hasznalnak, melyek eukaridta és prokariota sejtekre egyarant toxikusak.
A blaszticidin kozombositésére hasznalt rezisztencia gént (blaszticidin-S-dezaminaz, bsd) a pCoBlast nevii plazmid,
mig a higromicin rezisztencia gént (hpt) a pCoHygro plazmid kodolja. Mint a névbdl is latszik, a rezisztencia gént
az expresszios vektorral valo ko-transzfekcidval allitjak eld. A stabil sejtvonal 1étrehozasa 2-4 hetet vesz igénybe.
A stabil klonok eltarthatdak, le lehet 6ket fagyasztani. Az expresszalt fehérje mennyiség viszonylag magas (1-20
mg/L kultira). Az emlés szervezetekben talalhato glikozilacid és a megfeleld diszulfid-hidak kialakulnak. A
szekrécido mitkédik mind az inszert sajat, mind a vektor BiP-szignaljaval. Hasznalhat6 akar viralis fehérjék, akar
human fehérjék elballitasara, transzkripcids faktorok, vagy nem Drosophila-homolog transzkripcids faktorok
tanulmanyozasara

Drosophila expresszios vektorok: a vektoroknak hordozniuk kell az eukaridta vektorok kételez6 elemeit (prométer,
poliA szignal, Kozak szekvencia, stb.), illetve mivel szintén ,,shuttle” vektorok, a megfeleld bakterialis elemeket
is. Néhany példa: pMT/V5-His (metallotionein promotert tartalmaz, amely fémionokkal indukalhato), pCoBlast
és pCoHygro vektorok (rezisztencia gént kodolnak egy erds, konstitutiv promoter)

13.5. Eukaridta sejttenyészteées

A sejttenyészetek manipulalasat steril koriilmények kozott kell végezni. Erre alkalmas a laminaris flilke, mivel
nagyon kis csiraszamu légteret biztosit (Id. 13.9. abra). A tenyésztéshez hasznalt edényeknek és eszkozoknek
megbizhatoan sterilnek kell lenniiik. Ezért elére csomagolt, altalaban ionizaldo sugarzassal sterilizalt
tenyésztéedényeket, szerologiai pipettahegyeket hasznalunk. Ha erre nincs mdd, pl. nagy 1éptékii szuszpenziods
kultaranal, vagy nagyon kis térfogatok kiméréséhez pipettahegyre van sziikség, akkor tobbszori vizgdz-sterilizalast
hasznalunk (20 perc, 121°C, 2 atm nyomas). A laboratériumban 1évé feliileteket tartsuk tisztan, fertStlenitsiink
gyakran. A sterilfiilkét hasznalat eldtt és utan toriiljiik at 70%-os alkohollal (etanol, izopropanol), hasznaljunk
gumikeszty(it magunk é€s a sejtek védelmében is.

13.9. 4bra: Munka a sterilfiilkében

Alapvetéen kétfajta tenyésztési mod 1étezik; szuszpenzids kultura ¢s letapado (monolayer) sejttenyészet. Egyes
szuszpenzios kultarakat allanddan razatni kell, pl. Sf9 és éleszto sejtek. Az élesztd sejtek nevelése egyszer(i, hasonlo
a bakterialis sejtekéhez. A taptalaj Osszetétele egyszer(, altalunk is 6sszeallithatd. A rovarsejtek és az emldéssejtek
azonban altalaban draga, komplex taptalajt igényelnek. Jobban jarunk, ha megvasaroljuk 6ket a megfeleld gyartotol.
Nekiink csak antibiotikumot, taptol fliggéen L-glutamint, és szérumot kell beletenni hasznalat el6tt.
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Az alap vagy bazalis taptalajokat kevésbé igényes sejtekhez hasznaljuk, pl:
* MEM (Minimum Essential Medium);

* BME (Basal Medium; Eagle),

* DMEM (Dulbecco s modified MEM, emelt aminosav/ és vitaminszint),

A komplex médiumok tobb komponenst is tartalmaznak, magasabb igényhez igazodnak, ilyen pl. az RPMI1640:
nagyon sok sejtféleséghez hasznalhato.

A taptalajok pufferolt (bikarbonat-HEPES rendszer, pH 7,2-7,4) koriilmények kozo6tt aminosavakat (esszencialisakat,
vagy az Osszeset), szervetlen sékat (Na*, K, Mg2+, Ca%), nyomelemeket (Fe, Cu, Zn szerves vegyiiletek
forméajaban), vitaminokat, D-gliikozt (esetleg frukt6z, galakt6z, manndz forméajaban) és a megfelelé pH nyomon
kovetésére fenolvords sav-bazis indikatort tartalmaznak, amihez még szérumot adhatunk. A szérum tartalmazza
a sejtek taléléséhez és szaporodasahoz sziikséges névekedési faktorokat és hormonokat. Bizonyos sejtek beérik
feln6tt marha/16 vérszérummal, igényesebbeknek magzati szarvasmarha (borju) szérumra van sziikségiik (FBS:
Fetal Bovine Serum), s6t néhany human sejt fenntartasahoz emberi vérsavora van sziikség. A vérszérum tartalmaz
még zsirsavakat, lipideket, szallitofehérjéket az ionok és hidrofob molekulak szamara (pl. transzferrin a vas szamara).
A szérum (minimum 5-20%-ban) bizonyos sejteknek esszencialis, de jelenléte minden sejtnek kedvezd. Végiil
igen fontos, hogy a médium tartalmazzon antibiotikumot. A fert6zések elkeriilésére altalaban penicillint és
sztreptomicint (Pen-Strep 0,5-1%-ban) adunk a médiumhoz, de hasznalhatunk gentamicint, és (ritkabban)
antimikotikumot is.
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14. fejezet - Célzott génmodositas
(gén-targeting) médszerek

14.1. Bevezetés

Az eddigi fejezetekben megismerkedtiink a géntechnoldgia sokféle modszerével. Az eddig leirt modszerek azonban
az €16 rendszer egészét tekintve csak korlatozott alkalmazéasokat tesznek lehetové. Plazmidokkal és egyéb kiviilrdl
bevitt, genetikailag nem stabilelemekkel nem lehet a legtdbb organizmus sajat, belsé miikddését tartosan
megvaltoztatni. Ehhez olyan technologiakra van sziikség, amelyek lehetdvé teszik az €l6lények sajat génjeinek
DNS-szintli atalakitasat. A genomialis DNS mddositisa viszont minden tekintetben sokkal nehezebb, mint - a
viszonylag kicsi - plazmidok és mesterséges kromoszomak szabasa-varrasa. A legnagyobb probléma a
kromoszomakmérete. Egy sok megabazis (millié bazispar) vagy esetleg gigabazis (milliard bazispar) méretii
DNS-szekvencidban nem tudunk kellen rovid, de mégis egyedi szekvencidkat talalni. A hagyomanyos, restrikcios
endonukledzokon alapul6d technikdk itt egyszerien cs6dot mondanak. Tehat a kromoszomak DNS-ének
mddositasahoz teljesen mas, Ujszeri modszereket kell hasznalnunk. Ezek nem 5-10 bazispar szekvenciajanak
azonossagara épiilnek, hanem joval hosszabb darabokra, motivumokra. A masik probléma a genomialis gének és
kromoszéma-darabok fizikai mérete: egy-egy ekkora makromolekula manipulalasa, és bejuttatasa a sejtbe
onmagaban hatalmas kihivast jelent. Ezen problémak még ma sem teljesen megoldottak, de a genom-szintli modositod
modszerek évrdl-évre fejlodnek, s mint latni fogjuk, az alkalmazasok egész tarhazat nyitjak meg a molekularis
biologia szamara. A "gene-targeting" kifejezést (magyarul célzott génmodositasnak fordithatjuk) itt most tag
értelemben hasznaljuk: beleértjiik exogén DNS-darabok, vagy egész gének bejuttatasat a genomialis DNS-be
spontan integracids mechanizmusok révén is.

14.2. DNS hibajavitas és homolég rekombinacié

Hogy megértsiik a genomialis DNS-modositéd eljarasok miikodését, elobb a DNS-hibajavitas mechanizmusait
kell attekinteniink. Az 6rokitéanyagban sokféleképpen keletkezhet hiba, ennek megfelelden szamos mechanizmus
létezik a kijavitasukra is. Az egyszerli bazis-cseréket viszonylag konnyii kijavitani. Attol fiiggden, hogy a bazis
kémiai médosulasarol, hidrolizisérél vagy egy (a replikacios soran keletkezd) hibas beépiilésrol van szo, kiilonféle
bazis vagy nukleotid kivago (excizids) mechanizmusok allnak rendelkezésre. Ha a DNS-dimer egyik felében a
cukor-foszfat gerinc "eltdrik" (hidrolizal), akkor ezt egy megfeleld DNS-ligaz enzim kdnnyedén helyre tudja
allitani. Mas a helyzet, ha néhany nukleotid tavolsagon beliil mindkét lanc eltorik. Ilyenkor a hémozgas
kovetkeztében mar néhany msec elteltével igen messze keriilnek a szabad végek egymastol. Ahhoz, hogy ilyenkor
is helyre lehessen allitani a DNS-t, &sszetett javité enzim-rendszerekre van sziikség. El6szor is az dsszetartozo
végeket (hosszas kereséssel) meg kell talalni, utdna pedig lehet6ség szerint hiba nélkiil egyesiteni kell 6ket.

A Kkettos torések utani javitasra is tobbféle in vivo mechanizmus all a sejt rendelkezésére. A géntechnologiai
alkalmazasai miatt a két legfontosabb titvonalrdl részleteiben is kell beszélniink. Az egyik a nem-homolog vég-a-
véghez illesztés (NHEJ: Non-homologous end joining). llyenkor a kovetkezordl van szo6: ha a két ,,torvéget”
(eredetileg a csonttorésekre hasznalt kifejezés) meg tudja talalni az enzimkomplex és azok tokéletesen illeszkednek,
akkor az NHEJ javité rendszer DNS-ligaz aktivitasa révén egyesiteni fogja 6ket. A nem-homoldg hibajavitast (ami
sok baktériumban eléggé alarendelt, de eml6s6kben dominans szerepii) a bazisparosodasok vezérlik. Amennyiben
erre nincs mod (pl. tompa véggel valt szét egymastol a két DNS vég, vagy a nukleotidok kémiailag megvaltoztak),
akkor mas mechanizmust kell valasztani. Ilyenkor elkezdddik a torvégek 5' szalanak visszavagasa, megfeleld
exonukleazok altal. Még mindig van lehetéség nem-homolog egyesiilésre (MMEJ: Microhomology-mediated end
Jjoining), de a tokéletes javitas csak a végek egyesitésével ilyenkor mar nem lehetséges. Minden remény azonban
nem veszett el. Ha a sejtnek sikeriil egy megfeleld, ép kettds szali DNS templatot talalnia a javitasra, akkor
kipotolhatja az elveszett szakaszokat, és hibatlanul helyreallithatja a sériilt molekulat. Ez az alapja a homolég
rekombinaciénak (Id. 14.1. abra).
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14.1. dbra: DNS kettdstorések javitasa: nem homolog ,,vég-a-véghez” illesztés és homolog rekombinacio

Ilyenkor a torvégeket felismerd fehérjekomplex elébb hosszan széttekeri a DNS-t, és lebontja az 5'- végii szalat.
Az egyszalu DNS-t erre specializalt fehérjék burkoljak be, hogy linearis maradjon. Ezzel egyidejiileg elkezd6dik
a homoldgia-keresés. Ha sikeriil egy, a torvéghez hasonld szekvenciaju kettds szala DNS-t talalni, akkor azt a
megfeleld fehérjék széttekerik, és a torott 3' szal benyomul az ép parjanak a helyére (strand invasion). Ez utan a
DNS-polimeraz segitségével megkezdddik a sériilt szal kiegészitése. A rekombinacids pont mogott a négy DNS-
szal egy furcsa, "vasuti keresztvaltora" emlékeztetd keresztezodést alkot (Holliday junction). Miutan minkét szal
megtalalta a homolog parjat, elegendden hosszl szintézis utan az dsszes nukleotid visszapotlodik. DNS-ligazok
ezutan bezarjak a nukleotidszalak cukor-foszfat gerincét. Marad azonban egy kis probléma: a két kromoszoma két
helyen még mindig keresztezddik egymassal. Ezen pontok feloldasara specidlis reszolvaz enzim all rendelkezésre
(Holliday junction resolvase). A reszolvaz elvagja a négyes DNS-t majd atellenben egyesiti, ezaltal két kiilon part
hoz létre.

A keresztez6dések egyébként a keletkezésiik utan vandorolhatnak is: ez segithet akkor, ha csak az egyik 3'-vég
talalta meg a homologjat. A hibrid ilyenkor szétvalhat, és igy a kiegészitett tortvég is megkeresheti a parjat (SDSA:
Synthesis dependent strand annealing). Ebben az egy esetben nem gond az eredeti viszonyok visszaallitasa. Minden
egyéb esetben viszont - mivel a Holliday junction tokéletesen szimmetrikus képzodmény - a reszolvaz enzim
hasitasa a két eredetileg kiilonb6z6 kromoszdma hibridjét hozhatja 1étre (crossing over). Ha a két kromoszoma
valéban teljesen homolég, akkor ez nem probléma. Mas esetekben viszont rekombinacidhoz fog vezetni. Ilyen
rekombinacios eseményeket hasznalnak a meiézis soran az eukariota sejtek (szandékosan eltdrve a kromoszomakat)
hogy az apai és anyai eredetii génjeikbdl 4j kombinaciokat hozzanak 1étre. Ugyanezt a jelenséget hasznaljak a
homolog rekombinaciora alapozott génmodosité modszerek is.

A homolég rekombinacid vazlatos mechanizmusait a 14.2. abra mutatja be.
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14.2. abra: A homolog rekombinacios javitas utjai és vazlatos mechanizmusaik

A sejtekbe juttatott linearizalt rekombinans DNS-sel sokkal nagyobb hatékonysagti rekombinaciot lehet elérni,
mint a cirkularis eredetivel. A végeket ugyanis - mivel nincs rajtuk a telomerekre jellemz6 védd szekvencia - az
eukariota sejtek torvégekként fogjak érzékelni, és ez aktivalni fogja a kettdstorést javitdé mechanizmusokat. Kis
szerencsével a sejt a végek visszabontasa utan meg fogja talalni a hosszi homolog részek egyikét, és keresztezddést
képez a sajat kromoszomajaval. Altaldban ez a kritikus 1épés: ha az egyik véget sikeriilt megillesztenie, akkor a
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tobbi homolog szakaszt is nagyon konnyen megtalalja. Bar ilyenkor a "javitas" igazabdl lehetetlen feladat - hacsak
a sejt nem kapcsolja dssze a plazmidok végeit - a Holliday-junkci6 igy is bizonyos valosziniiséggel feloldasra
kertil, igy a sejt a sajat, j6 genomialis szakaszat adott eséllyel eldobhatja egy rossz templat kedvéért. Az eredmény
egy genomjaban célzottan médositott sejt lesz.

 r

14.3. Gén-targeting konstrukciok eloallitasa

A legtobb ma hasznalatos célzott génmaddosito eljaras a homoldg rekombinacion alapul. Ez azonban nem hasonlit
az in vitro kldénozashoz. Sosem szabad elfelejteni, hogy itt egy spontan folyamatrol van sz6, amelynek hatasfoka
még idealis esetben is meglehetésen alacsony. A leghatékonyabb ma hasznalatos technikak is csak kb. 1%
valdsziniiséggel eredményeznek "jo" célegyedeket, benne a célmolekulaval. Ahhoz, hogy ezt ki tudjuk hasznalni,
nem elég a megfelel6 DNS-darabot egyszeriien csak bejuttatni a célsejtbe. A valosagban a kiillonbozo pozitiv és
negativ szelekcios stratégidk ravasz kombinacidjara van sziikség. A gyakorlatban nagyon sokféle technikaval lehet
gén-targeting konstrukciokat eléallitani. Itt csak néhany fobb modszert fogunk bemutatni, a teljesség igénye nélkiil.

[ 4

14.3.1. A recombineering alapjai. A Red rekombinacios
rendszer

A homoldg rekombinaciot nemcsak eukaridta szervezetekben lehet hasznalni: ilyen folyamatok prokariotakban is
léteznek. Ezt a jelenséget fel lehet hasznalni a plazmidok és mesterséges kromoszomak kozotti DNS-darabok
csereberéléséhez. A homologiat mutatdé DNS-darabok rekombinacio révén példaul egyesithetnek két kiilonféle
DNS-darabot, vektort (kiilondsen ha csak egy homolog szakasz van). Ha a két DNS-darab t6bb homolog szakasszal
is bir, akkor a rekombinacio atviheti a kozottiik 1évo darabot az egyikbdl a masikba ("bepattintas”, angolul "pop
in"). Ugyanigy, két homoldg szakasz vektoron beliili parosodasa a koztes darab kivagddasahoz, esetleg elvesztéséhez
vezethet ("kipattintas", "pop out"). Pozitiv (pop in esetén ) vagy negativ (pop out esetén) szelekcidos markerek
beépitése a kérdéses darabba felgyorsitja a folyamatot . Ezeket a mddszereket szoktak "recombineering"-nek
(recombinogenic engineering) nevezni . Noha a baktériumok rekombinacids képessége dnmagéban viszonylag
alacsony, az 6ket megfert6z6 virusok némelyike jelentdsen fokozza a homolog rekombinacio esélyét: olyannyira,
hogy akar a transzformacioval bejuttatott rovid, linearis DNS-darabok is rogton beépiilhetnek a megcélzott
plazmidba. Ezt bizonyos torzsek modositasaval nagy hatékonysagu in vive klénozasra lehet hasznalni.

A legelterjedtebb a Red rekombinaciés rendszer. Ennck miikodéséhez a A-fag harom kiilonb6z6é génjére van
sziikség (Exo, Bet és Gam). Az Exo gén egy exonukleazt kodol, ami a bejuttatott kétszaltt DNS-seket 5'—3' iranyban
visszanyesi, ragados végeket hozva létre. A Bet fehérje a szabad, egyszali DNS-végekhez kotodik, és megvédi
Oket a degradaciotol. Végiil, a Gam gén terméke blokkolja a baktérium sajat RecBCD javitd enzimét, amely
egyébkeént szétszedné a bejuttatott linedris DNS-t. A rekombinacid 1étrejottéhez a sejteknek aktivan ndvekednie
kell, a beépiilés ugyanis a DNS-szintézis kdzben, kozvetleniil a replikédcios villaban torténik. Mivel a viralis gének
aktivalodasa akadalyozza a baktérium normalis életciklusat, ezért hémérséklet-szenzitiv rendszert hasznalunk. Az
E. coli tenyészetet 32°C-on tenyésztve a (defektiv) profig forméjdban beépiilt A-fAg gének teljesen ki lesznek
kapcsolva, de egy rovid hdsokk révén (42°C) aktivalhatoak. Ezutan a baktériumokat azonnal transzformalni kell.
A Red rendszert fel lehet hasznalni in vivo mutagenezisre is: ha egyszala DNS-t juttatunk a baktériumba (példaul
elektroporacioval), akkor az be fog épiilni a sziiletd szal helyére. A modszer akkor a leghatékonyabb, ha az
oligonukleotidunkat ugy tervezziik meg, hogy a szintézis soran elmarad6 széallal legyen homolog. A Red
rekombinaciods rendszer akar plazmiddal is bevihetd a célsejtbe (a pSIM plazmidcsalad révén), ezért alkalmas arra,
hogy bakterialis mesterséges kromoszomakbol (BAC klonokbol, illetve az azokat hordozd baktériumokbol)
genomidlis darabokat klonozzunk at egy altalunk meghatarozott vektorba. fgy akar egér vagy emberi kromoszomak
sok ezer nukleotidos darabjai is konnyen atvihet6ek 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 eldtt linearizalni is kell, ugy, hogy a klonozni kivant rész végeivel homolog rovid
darabkak a vektor két szabad végére keriiljenek. Ezért a legkényelmesebb megoldas, ha a teljes vektor PCR termékeét
transzformaljuk, amit megfeleld (a célgénnel homolog) tilnytlo végekkel lattunk el, a PCR primerek iigyes
megvalasztasaval. A rekombinacié 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 létrehozott inszertek is egy 1épcsdben
(mindenféle restrikcios emésztés nélkiil) "bepattinthatoak" a kivant vektorba, ha a tervezett beépiilési hellyel
megfeleld homologia van minkét végen. Ezen elénydk miatt a Red rendszer a fargeting vektorok épitésénél ma
az egyik leggyakrabban hasznalt technika.
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14.3.2. Gateway klonozas

A targeting vektorok épitésénél gyakori probléma, hogy vektor-alapvazat kell cserélni a klénozas soran. Ha itt is
el szeretnénk keriilni a restrikcios emésztéseket, erre a leggyorsabb és leghatékonyabb technika az in. " Gateway"
klénozas. Ezt az Invitrogen cég altal kifejlesztett mddszert, mint hasitasmentes klénozast roviden mar emlitettiik
gazdakromoszdmaba egy specifikus enzim (integraz, Inf) iranyitja, amely a fag cirkularis DNS-sét egy adott helyen
(AttP) felnyitja és egyesiti a bakterialis genom egy specifikus helyével (AttB). Az AttP és AttB helyek
Osszekapcsolodasaval hibrid szekvenciak keletkeznek: AttL ("bal vég") és AttR ("jobb vég"). A reakcidé maga
egyiranyu, de megfordithato: méghozza a fag excizios enzime (Xis) altal. Ez az enzim a profag két végén talalhato
AttL és AttR szekvenciakat ismeri fel, szétvagja a DNS-t és keresztben Gjraegyesiti. Ezzel kivagja a fag-genomot
és cirkularizalja azt, helyreallitva az eredeti AttB és AttP helyeket (1d. 14.3. abra).

A B

h-fag
genom

AttP Aftl 1

AltB >< X
AltR1 AtR2

AttL2

Inszert 2
Vektor 2

Excizia
oloelfiau|

PB enzim LR enzim
keverék keverek

AP e AtP2

Att pofag AR

I=
E. coli kromoszéma
(lizogén faggal)

14.3. dbra: A A-fag természetes lizogén életciklusa (A) és a Gateway klonozas sémaja

AltB1 AltB2

_|_ Inszert 2
Vektor 1

A reakcio mechanizmusa hasonlit a restrikcios klonozasra: a hasitaskor itt is "ragados" végek keletkeznek, amelyek
a bazis-komplementaritas segitségével fognak Gjra egyesiilni. Az AttB helyek altalaban rvidek, a beépiilés soran
az AttP hely hossz(, 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 parokrol van szo6. Viszont az enzimek érzékenyek a felismerd helyek homologia viszonyaira: ha az
Osszetartozo par egyikében példaul az AttP-ben) a homoldg szakaszt kicseréljiik, akkor a reakcio 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, megfelel6en
orientalt AttL helyet (AttL1 és AttL2), amelyek egy "picikét" kiillonboznek egymastdl (a komplementer szakaszuk
mas), de pontosan megfelelnek egy masik vektor AttR helyeinek (AttR1 és AttR2), akkor az Gsszetartozo helyek
paronkénti egyesitésével a kdztes darabok atkeriilnek az egyik vektorbol a masikba. A reakcio in vitro kivitelezhetd:
ehhez csak a megfeleld LRenzimkeverékre van csak sziikség (a valésagban nemcsak a Xis enzim kell, hanem az
két végeén AttP1, és AttP2, illetve AttB1 és AttB2 helyek keletkeznek. Természetesen, ha a masik fajta, BPenzim
keveréket hasznalunk a végterméken (ami csak az I/HF és az Int fehérjéket tartalmazza, Xis nélkiil), akkor a reakcio
iranya megfordul, és visszakapjuk az eredeti konstrukcidinkat. (Id. 14.3. abra) Nem szabad elfelejteni, hogy az
AttL, AttR, AttB és AttP végek mind-mind érzékenyek az iranyitasra: ha az egyik véget véletleniil forditva épitjiik
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be, akkor a két vektor fog egyesiilni egymassal, ahelyett hogy az inszertet vinnénk at - ezért nagyon figyeljiink
oda a tervezésnél!

A Gateway klonozas kiilondsen akkor eldny0s, ha az inszertiinket késébb nagyszamu, kiilonféle vektorba szeretnénk
atvinni. [lyenkor az inszertet elobb egy alapvektorba (entry vector) épitjlik be, amely tartalmazza a megfeleld AttL1
és AttL2 végeket. A bevitel torténhet magaval a BP reakcidval is (ligalas-fiiggetlen klonozas, 1d. 4.2.5. fejezet):
ilyenkor a PCR-termék tulnyulé végei tartalmazzak az AttB1 és AttB2 helyeket, a plazmid pedig az AttP1 és AttP2
célszekvencidkat. Az inszertet utana nagyszamu kiilonbozo, AttR1 és AttR2-tartalmi célvektorba lehet atvinni -
példaul a fehérjetermelés optimalizalasa céljabol. Az AttP, AttL, AttR helyeket tartalmazo "gyari" vektorokat ugy
alkottak meg, hogy a két rekombinacios hely kozott egy specialis negativ szelekcios marker legyen: a ccdB gén
(F-plazmid eredetti DNS-giraz inhibitor) - ha a helyén marad - akadalyozni fogja az atlagos E. coli sejtek
ndvekedését, igy a csak a kicserélddott inszertet tartalmazo klonokat fogjuk visszakapni. A kiilonféle AttR és AttL
parok Osszetettebb szublonozast is lehetévé tesznek: triikkkds felhasznalasukkal akar kis inszertek sorozatabol is
épithetiink egy nagy inszertet. A Gateway klonozas a targeting vektorok esetében a negativ rezisztencia-gének
beépitésénél kiilondsen hasznos: ezeket a végsd célvektor tartalmazza, és ide lehet az 6sszes kiilonbozo célzd
(targeting) konstrukcié magjat berakni, mindenféle restrikciés emésztés nélkiil, LR klonozassal.

14.3.3. Targeting vektorok tervezése

Az bsszes sziikséges fobb modszer ismeretében most mar abban a helyzetben vagyunk, hogy akar meg is tervezhetjiik
a sajat targeting vektorunkat. Elsoként a kovetkezo feltételt érdemes szem el6tt tartani: az eukariota rendszerek
homoloég rekombinaciés modositasahoz nagyon hosszi homoldg szakaszok kellenek. Akar génkiiitést terveziink,
akar gént akarunk célzottan bevinni egy organizmusba, a konstrukcionk két homolog végének kiilon-kiilon legalabb
1,5-2 kbp méretiinek kell lennie. Bar a két vég nem kell hogy egyforma hossza legyen, jo ha egyiittes hosszuk
legalabb ~6 kbp. Egy masik fontos feladat a szelekcios markerek megvalasztasa. A tervezett konstrukcio belsejébe
(a homolog "karok" kozé) legalabb egy olyan rezisztencia-gén beépitése sziikséges, amely a célszervezetben is
aktiv: ez lesz a pozitiv szelekciés markeriink.

Eukariota sejtek szelekcidjara természetesen nem hasznalhatunk olyan vegyiileteket, amelyek csak a baktériumokra
hatnak (pl. ampicillin): neomicin, blaszticidin, puromicin vagy zeocin antibiotikumokat szoktunk alkalmazni.
Ezek tobbsége mind prokariotakban, mind eukariotdkban hatékony: tehat lehetdvé teszi, hogy olyan rezisztencia-
génekkel szelektaljunk, amelyeket ugy terveztiink meg (dupla promoterrel, Shine-Dalgarno és Kozak
szekvenciakkal), hogy mind a klonozésra haszndlt E. coli-ban, mind pl. egér sejtekben expresszalodjanak. A pozitiv
szelekcios marker azonban 6nmagaban nem elegendd. A vektorbol eredd, a homoldg karokon talnytlo végekre
kell legalabb egy negativ szelekciés marker, hogy a nagyon gyakori nem-homoldg rekombinacids eseményeket
(NHEJ) megprobaljuk kisziirni. A homoldég rekombinacié a rezisztenciat hordozo kazetta (kazettak) két végén
1év6 hosszu homolog karokon fog bekovetkezni, igy a negativ szelekcids marker (“érzékenységi gén”) ilyenkor
(és csak ilyenkor) kiesik (1d. 14.4. 4bra).
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14.4. dbra: Gén targeting vektorok vézlatos felépitése és a kromoszdémaba valo beépiilés lehetséges modjai: homolog
rekombindcio (A) és random beépiilés (B)

A gyakrabban hasznalt érzékenységi gének koze tartozik a diftéria toxin A-alegység (n6vényekben is hasznalhato),
vagy a citozin-dezaminaz enzim. Emlés rendszerekben leginkabb a herpeszvirustimidilat-kinaz (TK) gént
hasznaljak, ez ganciklovir jelenlétében a sejtek pusztulasahoz vezet. Mivel az egyoldali homoldg beépiilés nagyon
ritka folyamat, ezért a legtobbszor elegendd, ha csak az egyik nem homolog karon talalhaté egy negativ szelekcios
marker.

Végiil, de nem utolsésorban a génmodositast ellenérzé tesztekrdl (assay) kell gondoskodnunk. Ezekkel tudjuk
ugyanis bebizonyitani, hogy a targeting vektorunk megfelelden célba talalt-e. A legtobb vektor-épitési 1épés
ellenérzésére a PCR is megfelel, a célszervezetben azonban praktikusabb Southern-blot eljarast hasznalni. Egy
jo stratégia lehet példaul a kovetkezd: a probainkat tervezziik ugy a célszervezet kromoszomajara, hogy éppen
kiviil essenek a targeting vektorban hasznalt hosszi karokon. Valasszunk olyan restrikcios enzimet, ami belehasit
az altalunk bevitt kazettaba, de az eredeti genomialis szakaszba nem. Az emésztett kromoszomalis DNS-hez igy
a helyes és rossz beépiilés esetén mashol fog hibridizalni a probank. Mivel a vektor épitése is meglehetsen
bonyolult ezeért mindenképpen ellenc'irizziik a konstrukci()nkat a célszervezetbe juttatés e16tt' Csak teljesen
is mindig ellendrizni kell, megfeleloen tervezett Southern-blot probak, restrikcios térképezés és/vagy PCR
segitségével.

14.3.4. A gén-targeting konstrukcidk elkészitése

Egy targeting vektor épitése nem egyszeri feladat. Ehhez sziikségiink van a célszervezet genomialis DNS-sének
megfeleld szakaszara. Egy megfeleld, genomialis DNS-t tartalmaz6 mesterséges baktérium-kromoszéoma (BAC
klon) megvasarlasa ilyenkor nagy segitség lehet. Ha a hagyomanyos, PCR-alapu eljarast valasztjuk, akkor keresniink
kell olyan restrikcios helyeket, amelyek nincsenek jelen a megcélzott genomialis szakaszon. Ezutan harom kiilon
PCR-rel felszaporitjuk a két homolog karnak megfeleld szakaszt, tovabba a kozéjiik beépitendd (szelekcios és
moédositd) kazettat. A restrikcids emésztések utan (amely helyeket a primerekkel vittiik be) egy harmas ligalast
kell végrehajtanunk (harom inszert egy plazmidba)! Természetesen haladhatunk 1épésenként is, de akkor nincs
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mod sehol a szelekciora, szlirni kell a klonokat; ezért ez az eljaras meglehetdsen faradsagos és lasst. Ha azonban
sikeriilt a ligalas, akkor a plazmid elkésziilt, mivel tartalmazza a negativ szelekcios markert és a linearizaciohoz
sziikséges extra hasitohelyet. A hagyomanyos modszer gyengesége a restrikcios hasitohelyekben rejlik: nem minden
esetben van modd ugyanis ezek alkalmas megvalasztasara. Tovabba a nem-kodolé genomialis szekvenciaban
polimorfizmusok lehetnek, amelyek eldre nem lathaté modon hasitohelyeket hozhatnak 1étre. Szintén fontos hogy
a PCR utan minden klont elejétdl-végeig ellendrizni kell (szekvenalassal), hogy ne vigyiink be a rekombinacioval
nem kivant mutaciokat.

A modernebb, recombineering-alapi eljarasok ezen hatranyokat jorészt kikiiszobolik. Ilyenkor a Red rekombinéciot
hasznaljuk a konstrukcidé megépitéséhez. A BAC-klont tartalmaz6 baktériumokat a pSIM plazmiddal transzformalva
bevissziik a Red rendszert. A modosito kazettak beépitése és a kiszemelt vektorba vald atemelés egyarant in vivo
torténik, a hdsokkolt baktériumok PCR termékekkel valo elektroporalasa utan. A kazettak beépitését egyszeriien
antibiotikum-szelekcidval ellendrizhetjiik. Ezutan a vektoron is PCR-t hajtunk végre - a tervezett homolog karok
két szélével réviden azonos, kb. 40-50 bazisparos tilnyulo véggel - és ezzel transzformalunk. Igy tudjuk kiemelni
a BAC klonbdl a kivant szakaszt. Ennél az egy 1épésnél nem tudunk szelektalni: ezért plazmidot kell preparalnunk
és ellendrzés utan tjra transzformalnunk. Ezt a [épést ki lehet valtani koztes vektor hasznalataval (amely pl. lehetévé
teszi a kék-fehér szelekcidt az atemeléskor). Ebben az esetben megcserélhetjiik a klonozasi sorrendet, €s a kiemeléssel
kezdhetiink. Ha az 0sszes kivant elemiink a helyére kertilt, akkor kdvetkezhet a vektor-alapvaz cseréje, igy a
rendszerbe belekeriil a negativ szelekcios marker, és egy vagy tobb megfeleld, ritka restrikcios hasitohely is. Ha
az els6 1épésben olyan vektort hasznaltunk, amely Gateway-kompatibilis, pl. AttL végeket tartalmaz a klonozo
hely két végén, akkor ezt a végsd 1épést nagyon egyszerii lesz végrehajtani: az inszertiink a végleges vektor AttR
végeivel fog rekombinalodni egy in vitro LS klonozasi reakcio utan. A célszervezetbe valo bejuttatas el6tt azonban
restrikcios emésztéssel linearizalni kell a vektort.

14.4. A targeting-konstrukcié bejuttatasa a
célszervezetbe

14.4.1. Sejtek és sejtvonalak transzfektalasa. Emlés
embridok manipulacidja

Ha a génmodositast allati sejttenyészeten kivanjuk végrehajtani, akkor a DNS bejuttatasa viszonylag egyszerii
feladat. Akar embrionalis ossejteket (ESC: embryonic stem cell), akar daganatos sejtvonalakat kivanunk
megcélozni, a protokoll minden esetben nagyon hasonl6. Ugyanugy kell eljarnunk, mint a plazmid-alapu fehérje
expressziokor (1d. 4.3.2. fejezet). A sejteket lehetOségilink van elektroporalni is, de ennél gyakrabban hasznaljuk
a kémiai agenseken alapulo transzfekcios modszereket. Ilyenkor vagy kationos lipideket vagy kationos, elagazo
szerves polimereket (dendrimereket) keveriink a linearizalt plazmidhoz, s a sejtekhez. Ezek komplexet képeznek
a DNS-sel, de egyuttal destabilizaljak a sejtmembrant is, igy a plazmid-reagens komplex be tud jutni a membranon
keletkezd lyukakon.

A transzfekcio utan antibiotikum (pl. a neomicin-analdog G418) hasznalataval szelektalnunk kell a transzfektalt
sejteket. A be nem épiilt plazmidok nem szaporodnak, igy az osztddasok soran elébb-utdobb "kihigulnak" a
tenyészetbol: csak a kromoszomaba beépiilt rezisztencia-gén fog stabilan (hetek-honapok mulva is) megmaradni.
Mivel a véletlen integraci6 (NHEJ) lesz a beépiilés leggyakoribb médja, a pozitiv mellett negativ szelekciora is
szlikségiink lesz: ezt allati sejteken leginkabb a médiumhoz adott ganciklovirrel szoktak végezni (a vektorok
timidilat-kinaz gént tartalmaznak). Csak az a sejtpopulacio esélyes arra, hogy hordozza a transzgenikus kazettat a
genom megfeleld helyén, amely talélte a dupla szelekciot. Ha knock-out vagy knock-in egeret szeretnénk 1étrehozni,
a kovetkezd 1épésben az embrionalis dssejteket 3,5 napos blasztociszta stadiumi embriokba kell injektalnunk
(mikroinjektorral). Az embriokat altalaban in vitro fertilizacios eljarassal allitjuk eld, de hogy a folyamat sikeres
legyen, a beiiltetésrdl is gondoskodnunk kell. Steril himmel valo paroztatassal a befogadd néstény egér méhét a
megfeleld fazisba hozzuk (alterhesség).
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14.5. dbra: Célzott génmodositas (A) és célzas nélkiili génmddositas 1étrehozasa egérben (B). Az utdbbi eljarassal
transzgenikus egeret hoztunk létre.

A kezelt embriokat a befogado, alterhes egér uterusaba fecskendezve valodi terhességet hozunk 1étre. A sziiletd
kisegerek genetikailag kimérak lesznek, amelyek szerencsés esetben a csiravonalukban is hordozzak az eredeti,
modositott sejtek utddait. Az egerek paroztatasaval, majd (sziikség esetén) beltenyésztésével hozhatoak 1étre a
tisztan transzgenikus allatok (az allatokat természetesen genotipizalni kell, pl. Southern-blottal vagy PCR-rel). Az

eljaras sémajat a 14.5. abra foglalja 6ssze.
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14.4.2. Stabil transzfekcid. Transzgének célzas nélkuli
bevitele

Amennyiben a transzgént célzas nélkiil szeretnénk beépiteni a célszervezet genomjaba, a fenticknél joval egyszeriibb
dolgunk lesz. Ilyenkor nincs sziiksége sem homoldg végekre, sem negativ szelekciora: egyszeriien a cél-kazettaval
(ill. az azt hordoz6 plazmiddal) transzfektalunk, amely tartalmazza a bevinni kivant gént és egy megfeleld
rezisztencia-gént. Az antibiotikum-szelekcio ki fogja szilirni azokat a klonokat, ahol (féleg NHEJ révén) a genomialis
DNS-be beépiilt a kazettank. Sejtvonalak esetén ezt hivjak stabil transzfekcionak: ennek foleg a gydgyszeripari
biotechnoldogidban van nagy jelentdsége (ld. a kdvetkezd fejezetet). A leggyakrabban hasznalt CHO (Chinese
hamster ovary) sejtekbol példaul hianyzik a dihidrofolat-reduktaz gén. Ha ezt a vektorunkkal bevissziik, akkor
metotrexat jelenlétében csak azok a sejtek lesznek képesek tartosan névekedni, amelyek genomjaba integralodott
a konstrukciénk. Igy elkeriilhetd a draga antibiotikumok hasznalata is. Mivel a nem-homolog rekombinacid
emldsokben nagy hatékonysagu folyamat, ez konnyiivé teszi a célzas nélkiili transzgén egerek létrehozasat.
Ilyenkor nincs is sziikség az eldzetes szelekciora: A vektor DNS-t kozvetlentill az in vitromegtermékenyitett
petesejtbe juttatjuk be (mikroinjektorral). A beiiltetés itt is a megfeleld alterhes egérbe torténik, s a megsziiletett
kisegereket alkalmas markerekkel genotipizalva lehet megtaldlni a sikeres transzformansokat.

14.4.3. Novényi és gomba sejtek transzformalasa.
Homolég rekombinacié novényekben

Az allati sejtekkel ellentétben, amelyek gyakran "csupaszak", a tobbi eukaridta é161ény membranjat kiviilrél vastag
sejtfal burkolja. Ez a DNS bejuttatdsa szempontjabol is komoly akadalyt jelent. igy ndvények és gombak genetikai
modositasahoz a DNS-t nem lehet 6nmagaban csak az eddig emlitett kémiai modszerekkel bevinni. A sejteket
természetesen elektroporalhatjuk, s6t, a (késobb emlitésre keriild) génpuskat is bevethetjiik rajtuk, de van ennél
egyszeriibb megoldas is: el kell tavolitani a sejtfalat. Gombaknal ezt hivjuk szferoplaszt modszernek. Ilyenkor
enzimatikus emésztéssel, kitinazzal szabadulunk meg részben a sejtfaltol; a keletkez6 sejteket nagy ozmolaritast
cukoroldatban (1 M szorbitol) kell reszuszpendalni, és nagyon 6vatosan szabad csak kezelni (spontan kilyukadhat
a membranjuk). Elesztdgomba sejtek (pl. Succharomyces cerevisiae, Pischia pastoris) sikerrel transzformalhatoak
a sejtfal leemésztése nélkiil is, méghozza litium-acetat, nagy molekulatomegii polietilén-glikol (PEG 4000) és
hdsokk egytittes alkalmazéasaval (littum-moédszer). Novényektranszformalasakor szintén elébb a sejtfalat tavolitjuk
el: cellulaz és pektinaz egyiittes alkalmazasaval. A (példaul levelek szétdarabolasa utan) keletkezd, emésztett
sejteket itt is megfelel ozmolaritasu oldatban (pl. 0,6 M mannitol vagy 0,25 M CaCl,) kell tartani. A gombakhoz
hasonldan, a lecsupaszitott névényi sejtek (pl. Arabidopsis protoplasztok) kénnyen transzformalhatok csupan a
plazmid DNS ¢és polietilén-glikol hozzaadasaval (pl. 25% PEG 6000) is. A novényi sejtek azutan megfeleld
koriilmények mellett visszaépitik a sejtfalat, osztddasnak indulnak (protoplaszt regeneracio), majd teljes névényi
embridva alakulhatnak at (szomatikus embriogenezis). A regeneracio kdzben a sejteket a bevitt kazetta rezisztencia-
génjével szelektalni lehet, de egyéb sziirés is megvalosithatd (pl. GFP gén bevitelével). Maga a protoplaszt
regeneracié alacsony hatékonysagt folyamat (nagyjabol 10000, vagy tobb sejtbdl lesz egy teljes ndvény). A
homolog rekombinacios megkdzelités sikerrel hasznalhato pl. mohak (Physcomitrella patens) genetikai modositasara,
de a magvas ndvényekben ezek a modszerek sajnos csak alacsony rekombinacios hatékonysagot tesznek lehet6veé:
ma is van igény a célzast eldsegit6 0j modszerekre.

14.4.4. Novények genetikai médositasa Ti plazmid
segitségeével

Novényi sejtek genetikai mddositdsara a protoplaszt-regeneracional hatékonyabb modszerek is 1éteznek. A
legrégebben ismert, és ma is a leggyakrabban hasznalt eljaras egy kiilonleges névényi parazita, az Agrobacterium
tumefaciens tumor indukal6é (Ti) plazmidjat hasznalja. Ez a baktérium tobbféle kétszikii névény gyokerén
¢loskodve, az E. coli-bol ismert F-plazmidhoz hasonlé konjugaciés rendszert hasznal a gazda megbetegitésére.
Ebben az esetben a konjugacio nem két baktérium kozott kovetkezik be, hanem az Agrobacterium a gazdanvény
sejtjébe viszi at a plazmid egy részét, ahol az a genomba integralédik. A Ti plazmid nagyméretii (~200 kbp), és
szamos operont tartalmaz. A daganatképzésért illetve a baktériumot ellato tapanyagok szintéziséért felelds (eukariota
rendszer(l) géneket a mesterséges konstrukcidkban altalaban eltavolitjuk (disarming), ezek helyére lehet beépiteni
a bevinni kivant géneket. Az atvitelhez illetve a beépiiléshez csupan a plazmid két specialis szekvencidjara ("bal
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sz¢€1", LB és "jobb sz¢1", RB ) valamint a virulenciat biztositd Vir operonra van sziikség. A Vir operon valdjaban
receptor-hisztidin-kinazt kodol, ami érzékeli a ndvény sériilésekor felszabadul6 anyagot (acetosziringon). A VirG
fehérje foszforilacidja révén aktivalodik és bekapcesolja az operon tobbi génjét. A VirCl (felismerd) és VirD1/2
(endonukleaz) fehérjék a plazmid megfelelé végeihez (LB és RB) kotédve annak hasitasat eredményezik. A
letekeredd, egyszali DNS-t a VirD2 és VirE?2 fehérjék védik meg a degradaciotdl, egyben a VirB gén terméke altal
1étrehozott porushoz is iranyitjak, amelyen keresztiil az a névényi sejtbe exportalodik. A VirD2 és VirE2 fehérjék
tovabbra is kapcsolodnak a DNS-hez: ezek a ndvény sejtmagjaba iranyitjak a DNS-darabot, és lehetdvé teszik az
A bal szél és jobb szél kézé (az Ggynevezett T-DNS régioba) beépitett gének igy a gazdandvény kromoszomalis
DNS-¢ébe integralodnak (1d. 14.6. abra).

Daganatképzésért Opi
PR pin (tapanyag)
feleids :;en ek szintézis genjei
e iy ’," {eukariata)

T-DNE régio
RE

LB

Ti plazmid

/ /™. Opin (tapanyag)
© hasznositas génje

* (bakterialis)

"Jirulng.-n cia gének >
(Vir operon) Replikécios
arigé

14.6. 4bra: Ti plazmid térképe. A T-DNS régio6 helyettesithetd az inszerttel.

Az atviteli mechanizmus azonos a nopalin és oktopin tipusti Ti plazmidoknal, amelyek egyébként sokban
kiilonboznek egymastdl, de mindkettét lehet génbevitelre hasznalni. Bar a Ti plazmid tdl nagy a kozvetlen
klonozéshoz, az e célra tenyésztett Agrobacterium térzsek plazmidjait manipulalhatjuk tobbféle modon is: bakterialis
homolog rekombinacioval (pop-in) be lehet vinni a kivant géneket a "lefegyverzett" (disarmed) Ti plazmid T-DNS
vektorrendszert (binary vector) hasznéalunk: ilyenkor az Agrobacterium torzs az eredeti Ti plazmid egy kis darabjat
tartalmazza, amely szinte csak a Vir operonbol all (helper plazmid). Az RB és LB végeket csak a masik plazmidba
épitjiik be, ami a célgént is tartalmazza, és E. coli-bol preparalhato (1d. 14.7. abra) Ezt a plazmidot Agrobacterium-ba
transzformalva, a baktériumokat antibiotikummal szelektalva, majd a novényi sejttenyészeteket fertézve nagy
hatékonysagu génbevitel érhetd el. A megtamadott sejteket tartalmazé kalluszokbol pedig transzformalt embridk
nyerhetdek.
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14.7. abra: Az Agrobacterium kettés vektorrendszere

A fejlodo viragok fert6zésével a csirasejtek direkt mddositasa is megvaldsithatd ("virdagbemartas", floral dip
modszer). A legutobbi idokben sikeriilt olyan Agrobacterium torzseket 1étrehozni, amelyek egyszikii névényeket
(pl. gabonakat) is képesek fertézni. Bar a rendszer 6nmagéaban célzas nélkiil miikodik, ez nem jelenti azt, hogy
nem lehet homolég rekombinéciora is hasznalni. Megfeleld pozitiv-negativ szelekcios konstrukcidkkal elfogadhatéd
hatékonyaga (>0,1%) homolog rekombinacid és célzott génmodositas érhetd el. Mindezt azonban a jelenlegi
ndvényi géntechnologia alig-alig hasznalja ki: a mezdgazdasagi biotechnologia legtobb mai céljara a célzas nélkiili
génbevitel is altalaban megfelel.

14.5. Knock-out és knock-in technikak

A célzott génmoddosito eljarasok egyik els6 célja (és ma is az egyik f6 felhasznalasa) a génjeikben elrontott, null
mutans(KO: knock-out) él61ények eldallitasa volt. Ezen mutansok tanulményozasa sokat segiti a molekularis
bioldgiai folyamatok megértését. Tovabba a genetikailag mddositott emldsallatok szamos genetikai eredetii emberi
betegség modelljéiil szolgalhatnak.

14.5.1. Homing endonukleazok. Cre/Lox és Flp/Frt
rendszerek

A modern génkiiitési technikak specidlis endonukledzok hasznalatan alapulnak. Jollehet egyszerii funkcidovesztéses
mutanst létre lehet hozni csupan homoldg rekombinacioval is, a rezisztencia-gén jelenléte az eukaridta genomban
nem kivanatos jelenségeket eredményezhet (a kromatin modositasa miatt befolyasolja a kdrnyezd gének
expressziojat). {gy mindenképp sziikség van olyan enzimekre, amelyek in vivo is képesek - a bakterialis restrikcios
enzimeknél joval nagyobb célzasi pontossaggal - specifikus modon szabni-varrni a célszervezet genomialis DNS-
sét. Az ilyen tulajdonsagokkal rendelkezd, természetben is megtalalhatd enzimeket hivjuk homing
endonukleazoknak. Ellentétben a bakterialis restrikcios enzimekkel, ezek hosszi (14-44 nukleotidos) DNS-
szakaszokat ismernek fel, és nagyon specifikus folyamatokban jatszanak szerepet. J6 néhanyuk "6nz6" genetikai
elemek: virusok és transzpozonok részét képzi. llyen példaul a Chlamydomonas zbdldalga I-Crel enzime (nem
keverendd Ossze a Cre-rekombindzzal): ez abbol az intronikus szekvenciabol irodik at, amely a sajat aktivitasa
kovetkeztében tud integralédni a genomba (transzpozon-szeriien). A homing endonukledzoknak szamos csaladja
létezik, a mindennapi gyakorlatban két ilyen fehérjét hasznalunk a célzott génmodositasokhoz: a Cre-rekombinazt
(1d. 14.8. abra) és az Flp ("flippaz") enzimet.
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14.8. abra: A Cre-rekombinaz katalitikus ciklusa

A Cre-rekombinaz eredetileg a P1 bakteriofagbol ered, szerkezetileg hasonlo a A-fag integraz enziméhez. A
felismer6 helyének kiilon neve van: LoxP (locus of crossover-PI). Ez a két szélén palindrom, kézépen viszont
aszimmetrikus nukleotid szekvenciat jelent (ATAACTTCGTATA-GCATACAT-TATACGAAGTTAT), ezért a
LoxP helyek nem szimmetrikusak, iranyultsaguk van. A hasitas a nem palindrom szakaszon beliil fog bekovetkezni.
A Cre-enzim azonban nem csak endonukleaz aktivitassal rendelkezik, hanem (a tetramerizacio révén, sajat DNS-
ligaz aktivitasa révén) elésegiti a szabadda valt végek egyesiilését is (site-specific recombination). Ez altal a két
(megfeleléen iranyitott) LoxP hely kozotti DNS-darab a Cre-enzim hatasara kivagodik és cirkularizalodik. A
kivagott darab az osztddasok soran altalaban elvész, deléciot hozva lére. A reakcio "keresztben" is végbemehet:
két kromoszoéma karjait példaul fel lehet cserélni, ha mindkettd tartalmaz egy-egy LoxP helyet (transzlokacio).
Az egy kromoszoman beliili két forditott LoxP hely rekombinalasa pedig inverziéhoz vezethet. Ily modon a Cre
gént hordozo plazmid atmeneti bevitele egy sejtbe vagy sejtvonalba (tranziens transzfekcio) permanens genetikai
valtozasokat tud okozni a szervezet genomjaban, raadasul célzottan, a LoxP helyek pozicigjatol fiiggden. Ezen
helyek tigyes beépitésével tehat képesek vagyunk késleltetett in vivo rekombinacios folyamatokat vezérelni.

Egyszert kisérletekhez egy rekombindcids rendszer is elegendd, de az dsszetettebbekhez (mint a feltételes génkitités)
tobb, fiiggetlen enzimrendszerre van sziikség. A masik gyakran hasznalt rendszer az Flp ("flippaz") enzimen
alapszik. Ez a sorélesztébol izolalt enzim felelés a Saccharomyces torzsek plazmid szer(i torpe DNS-gytrtinek
(,,2-mikron” plazmid, 1d.13.1.6. fejezet) fenntartasaért. A felismerd helyeinek neve Frt (Flp recognition target),
ez a LoxP helyekhez hasonléan kdzépen nem szimmetrikus, a két sz&lén viszont majdnem vagy teljesen palindrom
(GAAGTTCCTATTC-TCTAGAAA-GTATAGGAACTTC). Az Flp-enzim is dimerizalodik a cél DNS-en, és
koézépen, a nem szimmetrikus szekvencianal hasit. A Cre-rekombindzhoz hasonléan, a kozEps6 szakaszra igazabol
csak a rekombinacidhoz van sziikség, az endonukledz aktivitishoz nem kell. igy ezen szekvencia megvaltoztatasaval
lehetdség van egy-egy rendszerbdl onmagaban is tobb, keresztben nem kompatibilis felismerd helyet 1étrehozni
(hasonloan a Gateway vektorok AttR és AttL helyeihez). Ezeket a mesterségesen létrehozott, tervezett rekombinacios
helyeket az eredeti neve mogé (minusz egy betiivel) tett szamozéssal szoktak jeldlni. fgy példaul egy Fr3 hely
csak egy masik Fr3 hellyel tud rekombinalédni (egy Fr5 hellyel nem), de ugyaniugy az Flp-enzim iranyitja a
folyamatot, mint az eredeti Frt helyen. Igy egy enzim (atmeneti) expressziojaval potencialisan tobb, jol iranyitott
rekombindcids eseményt is tudunk vezérelni. A modszer egyetlen korlatozasa a felismerd helyekben rejlik: ezeket
a helyeket el6bb be kell épiteniink a genomba (megfeleld targeting vektorral), hogy képesek legyiink a célzott
génmodositasra. Ezért az utobbi idoben komoly erdfeszités tortént tervezetten atalakitott homing endonukleazok
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létrehozasara (pl. I-Crel mutansok), amelyekkel a genomialis szekvenciak sokkal nagyobb tarhaza célozhaté meg;
akar természetes genomialis szakaszok is célba vehetdek. A homing endonukleazokkal kivalthaté mutaciok sémajat
a 14.9. abra foglalja 6ssze.
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14.9. dbra: Kromoszomalis mutaciok kivaltasa homing endonukleazokkal

14.5.2. Célszekvenciara tervezett hasité enzimek. Cink-
ujjas és TALE-nukleazok

A kromoszomalis DNS célzott atszabasa iranti nagy igény egészen ujszerti modszerek kifejlesztéséhez vezetett.
A 2010-es években jelentek meg eldszor olyan technologidk, amelyekkel mod van Iényegében tetszoleges genomialis
régio hasitasara illetve rekombinalasara. Erre a homing endonukleazok altaldban nem alkalmasak, hiszen a fehérje
szubsztratfelismerd €s katalitikus régidja egymastol nem valaszthato el. E helyett olyan mesterséges enzimeket
hozhatdak létre (modularis felépités). Jelenleg két ilyen megkozelités 1étezik, amelyet a gyakorlatban is hasznalnak:
az egyik koziiliikk az ugynevezett cinkujjas nukleazokon (ZFN: Zinc finger nucleases) alapszik (1d. 14.10. abra).
A természetes cinkujjas transzkripcids faktorok a DNS-hez jol meghatarozott szekvencia-specificitassal kotnek,
méghozza leggyakrabban harom cinkujjal. A cinkujjak iranyitott mutacidival ez a specificitds megvaltoztathato,
igy a fehérjék nagyon sokféle célszekvencidhoz hozzaidomithatéak. Hosszabb "cinkujj-fiizérekkel" még nagyobb
specificitas hozhato 1étre: akar a genom egyedi szakasza is célba vehetd. [lyenkor a megfelelé nukleazzal (pl. FokI)
képzett fuzios fehérje célzottan el tudja vagni a kromoszomalis DNS-t a felismer6 hely kézelében. A ZFN technologia
tehat sziikségtelenné teszi a modositd helyek beépitését: a vad tipusu genomokban is mitkddik. A mesterséges
nukleazok atmeneti bevitele (pl. plazmiddal) 6nmagaban is rekombinaciokat okoz: tartdsabb expresszio esetén a
nagyszamu hasitas-javitas ciklussal jaré hibakkal konny{i célzott pontmutaciokat vagy deléciokat 1étrehozni.
Tobb, kiilonbozo célszekvencidra tervezett nukledzzal pedig komplex atrendezéseket lehet végrehajtani a illetd
organizmus genomjaban. A mddszer kombindcioja a targeting vektorokkal (miszerint célzott kettdstorést okozunk
a kiszemelt génben, amihez a bejuttatott DNS tokéletesen passzol) nagysagrendekkel emeli a homolég
rekombinacios modositasok hatékonysagat is.
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14.10. abra: A cink-ujjas nukleazok felépitése

A mddszer hatuliitdje, hogy itt minden egyes genomialis szakaszra kiilon tervezett enzimre van sziikség. Maguk
a cinkujjas nukledzok is bizonyos szempontbdl korlatozottak, egyes DNS-szekvencidkon nem elég szelektiv a
miikodésiik. Ez abbdl a ténybdl fakad, hogy a cink-ujjak a célszekvenciat blokkokban ismerik fel, nem pedig egyedi
nukleotidonként. Léteznek viszont olyan természetes fehérjék, amelyek ezen a szinten is tokéletesen modularisak.
Az erre épitett technologiat hivjak TALE-nukleazoknak (TALEN: transcriptional activator-like effector nucleases;
1d. 14.11. abra). A fuzios fehérje alapja itt egy, a parazita Xanthomonas baktériumokbdl izolalt fehérjecsalad.
Ezeket a fehérjéket a baktérium termeli, és juttatja be a gazdandvénybe azért, hogy ott bizonyos géneket célzottan
aktivaljanak. Innen kaptak a neviiket (transzkripcios faktorokhoz hasonlitanak). A szerkezetiik er6sen repetitiv:
minden egyes rovid, 34 aminosavas szerkezeti blokk (repear) egy-egy nukleotid kitéséért felelds, mégpedig nagy
specificitassal. Igy az altalunk megtervezett repeat-sorrenddel az egész TALE fehérje a kivant DNS-szekvencia
"tiikorképe" szerint épithetd fel (altalaban parban, hogy mind a két DNS-szalat elhasitsuk). Mindezt nem-specifikus
endonukleaz doménekhez (Fokl) kapcsolva egy 0j fajta mesterséges endonukleaz lesz az eredmény. Az egyetlen
nehézség a gén mesterséges eldallitasaval (gén-szintézissel) van: ez ugyanis a repetitiv DNS-szekvencidk miatt
nem a legegyszeriibb feladat, de altalaban megoldhato.

TALE repeat domén
(nukleotid-felismerd elemek)

Endonukleaz

S
SmPal®  (katalitikus domen)

domén
;

MN-terminalis
domeén
¥

¥

5 [N[N[uNINTGIe[ATT[TIc[c[Alc[T[cc e ATc[N[NINININ[N|NINTATG T [CT [G[A [T [c[C[CTATATC]T [N[N]N]N]N] T
I [n[unnu]clc]Talalc]cTlc]alcclc T cunu[nIn[u[NIn]T][cTA]c[Alc] TAlc[cc T T[cA N ]N]N]N]N] &

A masik szalat hasitd enzim

14.11. abra: TALE-nukleazok ¢s felismerdhelyiik

14.5.3. Génkiutési technikak (knock-ouft) és uj gének
célzott beépitése (knock-in)

Ahogy azt lattuk, a génkiiitési (knock-out) technikdk ma mar altalaban tilmutatnak a genomialis szekvencidk
egyszeri elrontasan. A gén tonkretétele céljabol elegendd csupan egyetlenexont - amely az Gsszes izoformaban
jelen van - valami egyébbel, pl. a rezisztencia-gén kazettdjaval kicserélni. A modszer akkor biztos, ha frameshift-et
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(leolvasasi keret eltolodast) is okozunk az exon kiesésével. Ez az eljaras hatékony, de sokszor 6nmagaban még
nem elegendo.

L Természetes splice helyek

- i

Enhancer Promoter  Exon 1 Exon 2 Exon3 Exond Exon5

E I N W W
Eredeti gen Természetes fehérjetermek
."""‘ ~Rezisztencia gén STOP
H : - {frameshift)
Enhancer Promoter Exon 1STOP Exon 3
E . korai MRNS
; Csonkolodott degradacio
Egyszerli genkiltes oo
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¥

Exon 1 ] . Exon 3
Riporter gén  Rezisztencia gén
(szelekcidos marker)
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Fehérjetermek
s STOP
foN D“
Promoter . . Exon 2
Riporter gén Rezisztencia gén
(szelekcios marker)
Promoter csapda Fehdrietennék
L STOP

Enhancer Riporter Exon 2

promoter Riporter gén Rezisztencia gén

(szelekcios marker)
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14.12. 4bra: A géncsapdazas vazlata. Kombinalt knock-out és knock-in modszerek
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Felmeriilhet az az igény, hogy a célszervezetben csak a kivant modositast hajtsuk végre: ne hagyjunk magunk utan
sok "DNS-szemetet", példaul a rezisztencia-géneket. Erre a célra (amelyet néha a "delitto perfetto" - olaszul a
"tokéletes biintény" - elvének is neveznek) a rezisztencia-gének koré altalaban egy Frt vagy LoxP part épitiink be.
A megfelel6 stadiumban (pl. az embrionalis sejtek szelekcidjanak megtorténte utdn) a Cre vagy Flp gént hordozo
plazmid atmeneti bevitelével a szelekcios gént vagy géneket eltavolitjuk, igy azok nem szolnak bele sem a splicing
folyamataba, sem az organizmus fenotipusanak kialakitasaba. Ugyanez érhetd el, ha a megfelel6 mutans egeriinket
egy olyan torzsbéli egérrel keresztezziik, amely mar a korai embrionalis fejldés soran is expresszalja a Cre- vagy
Flp-enzimet (deleter strain).

Természetesen vannak olyan helyzetek is, amikor kifejezetten szeretnénk beavatkozni az eredeti gén miikodésébe:
példaul ha 01j genetikai elemeket visziink be a kromoszomalis DNS-be (knock-in). Ez kombinalhato a génkiiitéssel
is: ha a targeting vektorunk nemcsak a rezisztencia gént tartalmazza, hanem el6tte egy masik, riporter-gént is,
akkor az megfeleld beépiilés esetén atirhatova valik. Ilyet eredményez, ha a riporter-gént tigy alakitjuk ki, hogy
képes legyen splicing révén fuzids fehérjét alkotni az eredeti fehérje elejével — ez a “géncsapda” (gene trapping)
(1d. 14.12. abra). Ugyanigy, a riporter (pl. GFP, béta-galaktozidaz) beépithetd az elsé exon helyére is (promoter
trapping), s6t, ha van sajat promotere, akar az eredeti promoter helyére is (enhancer trapping). Ezek a konstrukciok
nemcsak a célzas sikerességérdl adnak egyértelmi visszajelzést, de még az eredeti gén expresszids mintdzatat is
nyomon kovethetjiik veliik. Ha a két bevitt (csapda és rezisztencia) gén méretét szeretnénk minimalizalni, a masodik
gén atirdsa sajat promoter nélkiil is megoldhatd, IRES elemekkel (bicisztronos eukaridta konstrukcid).

Amikor az egértorzsiink genomjaban egy adott helyen mar van egy alkalmas rekombinacios helyeket (pl. egy
Frt/Fr3 part) tartalmaz6 kazetta, ezt célzott génbevitelre (knock-in) is felhasznalhatjuk. Ilyenkor a meglévo kazettat
egy tranziensen bevitt plazmid 0] kazettdjara lehet kicserélni (feltéve hogy ugyanazokat a rekombindcios helyeket
tartalmazza, azonos orientacioban, mint a kromoszoéma). A Cre vagy Flt rekombinalt embrionalis 6ssejtekbdl pedig
a szokasos modon lehet kimérakat majd genetikailag tiszta egereket létrehozni (Recombinase-mediated cassette
exchange).

14.5.4. Feltételes génkiutés, génjavitas

A homing endonukledzok vezérlése lehetdvé teszi a rekombinacios események id6- és térbeli szabalyozasat is. Ezt
ki lehet hasznalni akkor, amikor csak a fejlédés adott pontjan szeretnénk elrontani a megcélzott gént, vagy esetleg
szovetspecifikus genetikai modositast akarunk végrehajtani. Erre szolgalnak a feltételes génkiiitési ("conditional
knock-out") technikak. Ilyenkor olyan organizmusokat (pl. egértorzseket) hasznalunk, amelyek genomjaba a Cre-
vagy Flp-rekombinazt el6z6leg indukalhaté promoterrel épitettiik be. A gyakorlatban az egyik legnépszeriibb a
tetraciklin-indukalhaté rendszer - ilyenkor a Cre gén promoterét egy Tet-represszor kotése tartja kikapcsolva
(aminek génjét szintén beépitettiik a rekombinaz mellett). A rekombinacio a tet rendszerben az egerck doxiciklinnel
torténd etetése utan valosul csak meg. Természetesen a feltételes génkiiités esetén tigy kell megtervezniink a
targeting vektort, hogy a gén a rekombinacio6 nélkiil még tokéletesen miikodjon. Ezért ilyenkor legalabb két kazettat
kell beépiteniink (két kiilon antibiotikum-rezisztenciaval), méghozza a megcélzott exon(ok) két oldalara. A
kazettaknak szigoruan az intronikus régioba kell keriilniiik, ugy, hogy a splicing folyamatat ne zavarjak (150-
200 nukleotidra az exon-intron hataroktol). A rezisztencia-gének két oldalara egy-egy kompatibilis felismerd hely-
par keriil: az egyiket pl. Frt helyekkel, a masikat Fr3 helyekkel vessziik koriil. Melléjiik pedig egy-egy LoxP helyet
teszlink. A harmas (kétszeresen pozitiv, egyszeresen negativ) szelekcié megtorténte utan a két kazettat a tranziensen
bevitt Flp-rekombinazzal eltavolitjuk: csak a LoxP helyek maradnak meg sértetlentil a genomban.

Az ilyen genotipusu egér altalaban megkiilonbdztethetetlen lesz az eredetitdl: egész addig, amig a Cre-Tet torzzsel
nem Keresztezziik, és az utdédokat elkezdjiik doxiciklinnel kezelni. Ekkor meg fog torténni a rekombinacio, és a
kiszemelt gén mikddésképtelenné valik. Ez kiilondsen akkor hasznos technika, ha tudjuk hogy az illeté gén az
embriondlis fejlddésben mas szerepet t6lt be, mint felnbttben (korai kiiitése esetleg letalis). A Cre-Tet rendszer
azonban csak egy a sok lehetséges valtozat koziil: lehetdség van sejttipusspecifikus rekombinaz promoterek
eléallitasara is: ezek csak az adott, differencialt sejttipusban fogjak végrehajtani a rekombinaciot. Még arra is van
mod, hogy a génkiiités ellentétét végrehajtsuk, és szabalyozott médon megjavitsuk a kérdéses gént. Ez ugy
lehetséges, hogy az eldzdleg az intronba bevitt, a gént elrontd (pl. STOP kodont tartalmazé vagy egyéb modon
gén-csapdazo) kazettat a rekombinazzal utdlag kivagjuk, gyakorlatilag tokéletesen helyreallitva az eredeti
viszonyokat. A feltételes génkilités sémajat, 6sszevetve az egyszerli génkiiitéssel, a 14.13. abran szemléltetjiik.
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14.13. abra: Cre/Lox és Flt/Frt rekombindz-rendszerek hasznalata génkiiitéses élolények eldallitasara

14.5.5. Genetikai elemek beépitése transzpozonok
segitségével

14.5.5.1. A transzpozonok molekularis biolégiaja

Gének - tobbé-kevésbé célzott - bevitelére vagy mddositasara nemcsak a homolog rekombinaciot vagy a homing
endonukleazokat lehet hasznalni. Erre a célra az olyan természetes genetikai parazitik, mint a virusok és
transzpozonok is sokszor megfelelnek. A mobilis genetikai elemeknek nevezett transzpozonoknak szamos fajtaja
1étezik: a "szaporodasi" (transzpozicidés) mechanizmusuk alapjan két £6 tipus kiilonithet6 el: az életciklusuk soran
RNS-re kiir6dé majd DNS-re visszamasolddo retrotranszpozonok (1. tipus), valamint a DNS-darabok kivagasaval
¢és atvitelével operalo DNS-transzpozonok (II. tipus). A tovabbi, ritka és komplex tipusok targyalasatol (III -
"politronok", IV - "helitronok") itt most eltekintiink. A transzpozonok fontosabb tipusait a 14.14. abra mutatja be:

A retrotranszpozonok viszonylag komplexebb genetikai felépitéssel rendelkeznek, és minden esetben masolas-
beillesztés (copy-paste) mddszerrel mozognak a genomban. Egy résziik esetében (LTR: Long terminal repeat,
retrotranszpozonok) az mRNS visszairasa DNS-re, majd annak integracioja a gazda-genomba (a transzpozon-DNS
két végén talalhato LTR szekvenciakat felismerd integrazok altal) nagyon hasonlit a virusokéra. A hatar a retrovirusok
felé semmiképpen sem éles: kiilondsen, mivel egyes retrotranszpozonok genomja burokfehérjéket is kodol. Mas
résziik esetében (non-LTR retrotranszpozonok) a reverz transzkripcid és az integracio egyszerre kovetkezik be:
Ilyen példaul az emberi genomban is megtalalhato LINE1 retrotranszpozon. A LINE1 eredeti (aktiv) formaja
Osszesen két gént tartalmaz. Az egyikiik fehérje-terméke a transzpozon RNS-éhez kotddik, és annak a magba
torténd visszaszallitasat iranyitja. A masik fehérje pedig egyszerre rendelkezik DNS-endonukleaz és RNS-fiiggd
DNS-polimeraz aktvitassal. igy a gazda DNS adott helyen torténd hasitasa utan képes azt a fehérjéhez kapcsolodéd
RNS-szalrdl kiegésziteni, bemasolva a transzpozont a képzett résbe.
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14.14. adbra: A géntechnoldgiaban alkalmazott transzpozonok legfontosabb tipusai

A DNS-transzpozonok szaporodasi ciklusa ennél is egyszeriibb. Ezek mindig a kivagas-beillesztés modszerrel
mozognak. Ilyenkor a transzpozon altal kodolt egyetlenegy fehérje homing endonukleaz aktivitasanak kdszonhetden
képes felismerni és kivagni a transzpozon két, specialis szekvencidkkal (inverted repeat) rendelkezé végét. Ezen
enzimek a kivagott darab végeihez kapcsolddva a gazda DNS-sét is képesek bizonyos helyeken hasitani (ilyenkor
a specificitasuk joval kisebb, mint a transzpozon kivagasakor). Raadasul ligaz aktivitassal is rendelkeznek, igy a
transzpozon ¢s a gazda genom toérvégeit mindkét oldalon egyesiteni tudjak, legalabbis az egyik szalon. A masik
szalat a gazda sajat javito rendszere fogja kipdtolni és bezarni, gyakran megkettézve ezzel a transzpozon felismerd
helyét (1d. 14.15. abra).

199

http:// www.renderx.com/



render

Célzott génmodositas (gén-fargeting) modszerek

o L
;" Mobilizacié Célzott hasitas |
1 (kivagadas) L J
e e ;: [
Fon A '
v LY F i N
i L K ] Ik'l\...._
. L + & Felismerd haly
Transzpozaz Transzpozaz 3 - ngéla$
fehérje fehitrje r Felismerd haly
] ]
' bk arisy 4
«  Aktivacio Integracie Gazdas 4 Transzpeson
- ’
z - Rés
.. i " s (javitandd)

Irverted repeat Ivened repeal

14.15. dbra: DNS-transzpozonok szaporodasi ciklusa

14.5.5.2. Genetikai médositas transzpozonokkal

A transzpozonok jol alkalmazhatoak idegen genetikai elemek célszervezetbe torténd bevitelére is, ehhez azonban
a kovetkez6é néhany szempontot kell szem el6tt tartanunk. E16szor is, a transzpozonok beépiilése meglehetsen
aspecifikus. A felismerd szekvencidik - mind az RNS, mind a DNS-alapt transzpozonok esetében - altaldban
rovidek, lehetévé téve hogy a transzpozon potencialisan nagyszamu helyre épiilhessen be. igy - béar az integracio
nem teljesen véletlenszer( - a bevitt konstrukcié elére nehezen megjosolhatod hely(ek)re fog beépiilni. Masrészt,
a transzpozicids aktivitast valahogyan iranyitani kell. Az endogén transzpozonok aktivitasa altalaban alacsony -
mivel maskiilonben a gazdaszervezetet veszélyeztetnék - és sok a csonkolodott vagy masképpen inaktivalodott
kopia a genomban. A gyakorlatban ezért inkabb olyan transzpozonokat hasznalunk, amelyek nincsenek jelen a
célszervezetben: ilyenkor mod van a transzpozaz aktivitas mesterséges megndvelésére, iranyitott mutaciok réveén.
A vektorunk csak a transzpoziciéhoz sziikséges felismeré végeket tartalmazza (nem 6nalld transzpozon). Az
enzim(ek)et kodolo (helper) plazmidot kiilon juttatjuk be a sejtbe, hogy csak atmenetileg legyenek jelen. Petesejtek
genetikai modositasa esetén mod van a transzpozaz mRNS-ének mikroinjekciodjara is. A transzpozon csak addig
mozoghat, amig az 6t mozgatd fehérjék jelen vannak, utana stabilan rogziil a genomban - ezzel elkeriilhetéek a
késobbi, nem kivanatos rekombinaciok. De az elem iranyitott modon barmikor tjra mobilizalhat6, a megfeleld,
transzpozazt kodolo plazmid atmeneti bejuttatasaval

14.5.5.3. Transzpozonok géntechnolégiai alkalmazasai

Uj genetikai elemek beépitésére retrotranszpozonok is hasznalhatoak: ilyen példaul a novényi géntechnologiaban
alkalmazott Tntl (LTR tipust) transzpozon, amely a dohanybdl (Nicotiana tabacum) ered, és tobb, magasabb
rendii novény genomi modositasara alkalmas. A véletlen beépiilése soran okozott mutaciokkal (inszerciés
mutagenezis) példaul feltérképezhetd szamos gén miikddése. De a DNS-transzpozonok egyszerliségiiknek
koszonhetden nagyobb népszertiségnek drvendenek. Ilyenek példaul a Tol2, a PiggyBac ¢és a Sleeping Beauty
elemek.

A Tol2 transzpozon, amely a japan rizshalbol (Oryzas latipes) szarmazik, nem rendelkezik semmiféle szekvencia-
preferenciaval, ami a beépiilést illeti. Viszont elészeretettel integralodik gerincesek miikodo génjeinek kozelébe
vagy belsejébe, ezért jol alkalmazhatd funkciovesztéses mutansok 1étrehozasara (géncsapdazo modszerekkel).
A petébe injektalt, riporter konstrukciot (pl. GFP-t) tartalmaz6 plazmid és Tol2 mRNS segitségével génkititott
allatok allithatoak el6: s6t, még az eredeti gén expresszios mintazata is kdvethetd. Az eltalalt gén azonban sokszor
csak szekvenalas segitségével azonosithato.

A Drosophildban mar régoéta ismert P-elem hasonloképpen hasznalhaté rovar genomok mutagenezisére, genetikai
térképezésére (inszercids mutagenezis, enhancer trapping modszerekkel). A Sleeping Beauty ("Csipkerozsika')
transzpozon viszont egy teljesen mesterségesen létrehozott rendszer. Lazacfélék genomjaban talalhato, fosszilis
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Tcll/mariner tipusti genetikai elemek (kihalt, egykori transzpozonok) alapjan lett rekonstrualva, majd ovatos
mutaciokkal nagy aktivitasura ndvelve. Jol hasznalhato kiilonféle gerinces genomokba torténd (jorészt célzas
nélkiili) génbevitelre, igy a génterapias probalkozasokban is egyre gyakrabban alkalmazzak. Indukalt ssejtek
1étrehozasara is hasznalhato. Rovid célszekvencidja (TA dinukleotid) miatt szinte barhol beépiilhet a genomba, de
a Tol2-t61 eltéréen csak ritkan keriil be miikodo génekbe. A PiggyBac transzpozon eredetileg molylepkékbdl ered,
de a legtobb allati genom modositasara alkalmas. A felismerd helye (TTAA) rovid, de az integracié mindig preciz
(nincs célhely-duplikacio), ellentétben a legtobb egyéb transzpozonnal. Ezért a PiggyBac rendszerrel beépitett
elem nyom nélkiil vagodik ki a genombdl a transzpozaz hatasara: igy felhasznalhato reverzibilis génmodositasra
is. Hatranya viszont, hogy a PiggyBac rendszer szintén hajlamos a miikodé gének kozelébe beépiilni. Hogy az
altalunk bevitt és az endogén gének interakcioit minimalizaljuk (ha ezt szeretnénk elkeriilni), a génbevitelre szant
transzpozon vektorokat ujabban inzulator elemekkel is ellatjdk. Az inzulatorok gatat vetnek a kromatin
modositasanak, igy az egymashoz til kozel esé promoterek nem fogjak zavarni egymast (1d. 14.16. abra).
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14.16. abra: Példa a transzpozon alapu vektorokra: 0j gének bevitelére szant PiggyBac vektorrendszer

14.6. Géncsendesités (knock-down) RNS
interferenciaval

Bar a génkiiités hatékony modszer egy-egy gén mitkddésének befolyasolasara, ma mar ennél finomabb modszerek
is léteznek, amelyek raadasul kevésbé munkaigényesek. Ezek altalaban nem genomialis, DNS-szintli médositasokat,
hanem az RNS szintjén torténd beavatkozast jelentik. A moédszereket 6sszefoglald neviikon RNS interferencidanak
(RNAI) nevezik. Itt egy természetes jelenséget hasznalunk ki. Mar tobb évtizede ismert, hogy egy-egy fehérjekodolo
gént RNS-szinten ki lehet kapcsolni, ha a megfeleld6 RNS szal komplementerét (antiszensz oligonukleotidot)
bevissziik a sejtbe. Rovid, kettds szali RNS-darabok (siRNS: short interfering RNA) segitségével még nagyobb
hatés érhet6 el. A pontos mechanizmusok feltardsa ma mar lehetévé teszi a célzott géncsendesitést (knock-down)
is. A legtdbb sejt szamara a stabil kétszali RNS teljesen idegen molekula: az 6ket megfert6z6 virusokban, illetve
azok életciklusa soran viszont gyakran el6fordul. A kétszalu RNS-sek lebontasara eukaridtakban ezért egy specialis
rendszer szolgal. Ez alkalmasint lebontja a szervezeten beliil keletkez6 kétszali RNS-seket is. Az egyes RNS-
sekben taldlhatd hosszii (20-30 nukleotidos) hajtiikanyarok (stem-loop structures) hurkon beliili hasitasaval
normalisan is keletkezhetnek kettds szalit RNS-sek (miRNS: micro-RNA), amelyeknek a természetes génexpresszios
szabalyozasban van szerepiik. A szervezetben a kétszalu RNS-sek feldarabolodnak, és a keletkezett egyszala
darabkak (katalitikus modon) segitik a veliik komplementer mRNS-sek hasitasat, vagy a transzlacio gatlasat.
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Novények rendelkeznek olyan RNS-fiiggé RNS-polimerazokkal is, amelyek képesek a hasitott darabkakat
kiegésziteni. [gy a felismerd templat szaporodhat, és a plazmodezmékon keresztiil az egész szervezetben szétterjedhet,
szisztémas RNAI valaszt hozva létre. Szisztémas RNS-interferencia megvalosulhat a Caenorhabditis elegans
nevl fonalféregnél is. Mivel rendelkezik a hosszu, kettés szali RNS-sek (>400 bazispar) felvételére szolgald
receptorokkal és a szallitasukhoz sziikséges fehérjékkel, az RNAi valasz az allat kettGs szalt RNS-sel valé etetésével
is kivalthato. Gerincesekben azonban nincs ehhez hasonl6 szisztémas RNS interferencia: a kétszala RNS hatésa
az egyes sejtekre korlatozodik. Emlds sejtekbe természetesen nem juttathatunk be hosszi antiszensz nukleotidokat
kovetkezmények nélkiil: a 25-30 nukleotidnal hosszabb kétszali RNS-sek ugyanis a természetes immunitas
antiviralis rendszerét is aktivaljak, és a transzlacio teljes blokadjahoz vezetnek. Ezért a mikro-RNS-eknek
megfeleld, rovid nukleotidokkal kell a géncsendesitést végrehajtani.

A megfeleld6 RNS-sek bejuttatasara tobb mod van: transzformalhatunk olyan plazmiddal, amibe erés promoter
(pl. U6 splicing alegység snRNS) mogé épitjiik be a hajtitkanyar-képzo szekvenciat. A kdzépsd, hurok régié mindig
azonos maradhat: az 5nmagaval parosodo szar szekvenciajat kell a cél RNS-hez szabni. Bar az ilyen konstrukciok
szekvenalasa gyakran problémas (a hurok a DNS-ben is megjelenhet a PCR kozben és elakad rajta a DNS-polimeraz),
ezeket a rovid hajti RNS-seket (shRNS: short hairpin RNA) kédold plazmidokat széles korben alkalmazzak
géncsendesitésre (gene silencing). A kis hajtiikanyart tobbsejtii allatokban a Drosha ¢és Pasha endonukle4dzok
ismerik fel, és vagjak ki a kdrnyez6, hosszabb RNS-szakaszbol, akarcsak a természetes miRNS gének esetén.
Ezutan a Dicer endonukledz lehasitja a hurkot, igy az siRNS valddi dimerré valik. A méretre vagott (nagyjabol
21 nukleotid hossz(1) siRNS-darabka végiil a RISC kemplexbe (RNA induced silencing complex) keriil. A komplex
magjat alkoté Argonaute endonukledz a két siRNS szal egyikét (guide strand) stabilan megkéti, a masik szalat
(passanger strand) pedig Kkiveti. A komplex ezutan a megkdtott siRNS-szallal parosithatd, hosszabb, egyszali
RNS molekulakat keres. Tokéletes komplementaritas esetén az Argonaute endonukledz az mRNS szélat kozépen
elhasitja. Ezzel megakadalyozzaa transzlaciét, és tovabbi, sejten beliili ribonukledzok szubsztratjdva teszi,
amelyek el6bb-utobb teljesen lebontjak a hasitott mRNS-t. Abban az esetben, ha a vezet6 siRNS szal és az mRNS
kozotti bazisparosodas nem tokéletes (a két szal a kdzepén nem teljesen komplementer) vagy inaktiv fehérjéket
tartalmazo komplexrdl van sz6 (az emlés Argonaute fehérjék koziil példaul egyediil az Ago2-nek van mérhetd
enzimaktivitasa), a hasitds nem megy végbe. A transzlacié azonban ilyenkor is gatlast szenved. Az siRNS-sek
szamos eukariota él6lényben szabalyozzak a transzkripciot (RITS komplex), a transzpozonok expresszidjat (PIWI-
kotd RNS-sek, piRNA), s6t a kromatin moédositasat is. Ezen folyamatok molekularis szintl részleteit azonban ma
még csak kevéssé ismerjiik.

Az RNS-interferenciara egy masik lehetdség, hogy szintetikusan eldallitott siRNS-eket jutattunk a sejtekbe. A
tervezéskor csak arra kell ligyelni, hogy az oligonukleotid valdéban egyedi legyen (a teljes transzkriptom
ellendrzésével). Gyakorlatilag a célgén barmelyik szakaszat megcélozhatjuk (nem csak a kodolo6 szakaszt, hanem
az 5'- vagy 3'-UTR végeket is). Erre automata tervezéprogramok is rendelkezésre allnak. Bar optimalis
géncsendesités néha elérhetd akar egyetlen fajta kétszalt RNS-darab bejuttatasaval is, altalaban érdemes legalabb
3-4 kiilonféle szekvenciat kiprobalni, hogy a "szerencse kisasszonyt" kiiktassuk a kisérletbdl. A géncsendesités
sémajat a 14.17. abran mutatjuk be.

A géncsendesités a gyodgyszeripar részérdl is hatalmas érdeklddésre tart szamot: a cél az RNS interferencia alapu
terapidk megvalositasa. Ilyenkor nem természetes nukleotidokat, hanem példaul foszfotioat kotést tartalmazo
(altalaban egyszali) nukleotid analégokat hasznalnak, amelyek ellenalloak a ribonukleazokkal szemben. Bar a
az egyszali RNS-sekkel nehezebb a RISC komplexet megcélozni (mivel az Argonaute fehérje kdtéséhez elobb 5'
pozicidban foszforilalodnia kell a nukleotid analdgnak), ma mar tdbb antiszensz RNS-szarmazékokat hasznalnak
sikerrel kiilonféle betegségek kezelésére. Ilyen példaul a régdta forgalmazott fomiversen (a citomegalovirus IE2
génje ellen, antiviralis szerként) vagy a mipomersen (apolipoprotein-B ellen, hiperlipidémia kezelésére). Az RNAi
alapu terapiak fejlesztése azonban nem kdnnyt feladat, mivel a megfeleld nukleotid-anal6gok gyakran instabilak,
tovabba hajlamosak gyulladast és egyéb nem kivéanatos (off-farget) valaszokat okozni. De az uj RNS-analog
gyogyszerek eldallitasanak legnagyobb nehézsége, hogy a testi sejtekbe egyeldre nem tudjuk igazan hatékonyan
bejuttatni a megfelelé nukleotid-analogokat.
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14.17. abra: A géncsendesités sejttenyészetben, RNS interferencia alapi modszerekkel

14.7. Stabil episzomalis rendszerek

Jegyzetiinkben eddig csak stabil genetikai elemekrdl beszéltiink, és csak a szervezet sajat kromoszomairol esett
sz0. Miota azonban tudjuk hogy mi kell egy kromoszoma fenntartasdhoz, létre tudunk hozni mesterséges
kromoszomakat is. A plazmidokkal ellentétben, amelyeknek nincsenek orokitést segitd elemei (centromérai), de
legtobbszor még eukariota replikacids origdi sem, a mesterséges kromoszomak genetikailag stabilnak tekinthet6k.
Eleszt esetén a technoldgiat mar régota hasznaljak (YAC), de ma maér 1éteznek mesterséges emlds, sét akar human
kromoszoémak is (HAC). Ez lehet6vé teszi nagymeéretii gének sejtekbe torténd stabil bevitelét, genomialis integracio
nélkiil. A technoldgia egyeldre még éretlen, de a modszer megoldast kinalhat sok, reverzibilis génmodositast
kivand feladatra is. Példanak emlitjiik az indukalt dssejtek eldallitasat. Ezek eléallitdsahoz a ma 1étezd Osszes
protokoll megkoveteli harom vagy négy gén bevitelét a pluripotencia indukalasara (pl. Sox2, Kif4,0ct-4 és Myc).
Ha viszont ezek az érett szovetben tovabbra is expresszalodnak, problémakat okozhatnak (pl. a Myc gén magas
aktivitasa daganatokra hajlamosit). Megoldast kinalhat, ha ezeket a géneket egy kiilon mesterséges kromoszoéman
vissziik be, ahol a gének aktivitasat konnyen szabalyozhatjuk, akar blokkban is. De ha ez a minikromoszoma
szelektiven eltavolithat6 (erre egyeldre csak a konvencionalis negativ szelekcios technikak, pl TK/ganciklovir
mddszer allnak rendelkezésre), akkor megvalosithato az dssejtekké programozas barmilyen genetikai elem tartos
beépitése nélkiil, genetikailag tiszta rendszerben, stabil episzomalis gének révén.

14.8. Tovabbi olvasnival6 a fejezethez

Alexandra Joyner (1999) Gene targeting: A Practical Approach. 2nd edition. Oxford University Press, ISBN: 978-
0-199-63792-8

Recombineering 2012: http://redrecombineering.ncifcrf.gov/ (the Court lab official recombineering website)
Hafez, M, Hausner, G (2012) Homing endonucleases: DNA scissors on a mission. Genome 55(8): 553-69.

Zayed H, Izsvak Z, Walisko O, Ivics Z. (2004) Development of Hyperactive Sleeping Beauty Transposon Vectors
by Mutational Analysis. Molecular Therapy, 9: 292-304.

Hutvagner G & Simard MJ (2008) Argonaute proteins: key players in siRNA silencing. Nature Reviews, Molecular
and Cell Biology 9(1): 22-33.
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15. fejezet - Transzgenikus élolények.
Génterapia

A genetikailag modositott él61ények (GMO: Genetically Modified Organism) magukba foglaljak az 6sszes olyan
szervezetet, melyek genetikai anyagat modositottak valamely géntechnoldgiai modszerrel. A transzgenikus él6lény
pedig egy olyan GMO, melybe egy masik szervezetbdl izolalt gént juttatunk be, amit eredetileg az nem
tartalmazott. Az igy ,.kiviilrél” bejuttatott, exogén eredetii transzgén 6roklddik az utddokban, ha az a csiravonalba
keriilt be. Transzgenikus €161ények eléallitasa sokféle modszerrel torténhet, amelyeket az el6z0 fejezet (14. fejezet)
részletesen targyalt.

Az idegen gén (transzgén) termékét a gazdaszervezet ugyanugy termeli, ahogy a sajat fehérjéit. Az expresszio
mértéke a génnel egyiitt bevitt egyéb DNS szakaszoktdl fiiggben (promoter régiod, 5° upstream elemek, 3 UTR)
valtozhat, illetve szovetspecifikussaga is ettdl fiigg. Célunk A transzgén expresszalasa mellett a gazdaszervezet
génexpresszids mintazatdnak megvaltoztatasa is cél lehet. Tagabb értelemben transzgénnek nevezhetiink minden
olyan, nem feltétleniil gént kddolé DNS szakaszt, vagy mesterségesen eldallitott gént, melyeket olyan él61ényekbe
vagy vektorokba juttatunk be, ahol azel6tt nem fordultak eld. Praktikussagi szempontbol elkiilonitjiik a genomialis
transzgéneket a cDNS transzgénektdl, mely utobbiak nem tartalmaznak intronokat és a gén koriili szabalyozo
régidkat. A kifejezetten nagyméretli klonok tarolasara/manipulalésara kifejlesztett BAC, YAC és kozmid konyvtarak
(1d. 7. fejezet) eldallitasaval a genomialis transzgének szabalyozé elemeivel egyiitt torténd klonozéasa konnyen
megvalosithatd. A transzgenikus él6lények eldallitasa j tavlatokat nyitott a kutatdsban, gydgyszeriparban,
mezdgazdasagban és szamos egy¢b iparagban.

A fejezeten beliil eldszor példakon keresztiil bemutatunk kiilonb6z6 transzgenikus élélényeket (névényeket,
allatokat, mikrobakat) és a legfontosabb felhasznalasi teriileteiket. RGviden kitériink a GMO-kal kapcsolatos
tudomanyetikai és kdrnyezetbiztonsagi (biosafety) kérdésekre.

15.1. A transzgenikus élolények tipusai és
felhasznalasuk

A transzgén gazda ¢és a felhasznalasuk lehetdségei alapjan célszert kiilon targyalni a transzgenikus novényeket,
allatokat és mikrobakat. A transzgenikus ndvények {6 alkalmazasi teriilete értelemszeriien a mezdgazdasag ¢és
¢lelmiszeripar, bar megjegyzendd, hogy ma mar gyogyszerek eldallitasara is be lehet 6ket vonni. Transzgenikus
baktériumokat hasznalnak gyogyszerfehérjek eldallitasara, a bioremediacioban és a kdrnyezeti biotechnologia tobb
mas teriiletén is. Roviden 0sszefoglaljuk a transzgenikus allatok szerepét az alapkutatasban, a gyogyszeriparban
¢és a gyogyaszatban is.

15.1.1. Transzgenikus mikrobak

A baktériumok voltak az elsd olyan szervezetek, melyek genetikai anyagat modositottak laboratdriumi kdriilmények
kozott. A transzgenikus mikrobak szerepe ma mar a bioremedidcioban nélkiilozhetetlen. A higanyszennyezések
eltakaritasaban példaul egy olyan E. coli torzs bizonyult hatékonynak, ami egér metallotionein (mt-1) és E. coli
polifoszfat-kinaz (ppk) géneket tartalmaz dohany 16S riboszomalis RNS gén konstitutiv promotere mogott. Ezek
az enzimek higany rezisztenciat €s annak felhalmozodasat eredményezik a baktériumban. Egy masik alkalmazasban
E. coli DHS5a torzs lizatumat hasznaltak bioriporterként arzént tartalmazo viz kimutatasara. A baktérium plazmidja
egy arzén-indukalt prométert tartalmaz, amely mogé a luciferaz enzim génjét klonoztak be. Arzén jelenlétében a
luciferaz szubsztratja Gjratermelddik. A baktériumkultirabdl szuszpenziot készitettek, amit csovekben liofilizaltak.
A teszt kit egy-egy csovéhez vizet adva luminométerrel detektaltdk a minta lumineszcencidjanak, igy
arzéntartalmanak a meértékeét.
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15.1. dbra: Human inzulin termelése E. coli baktériumban. (A) Baktériumbol izolalt plazmidot és a human
inzulin génjét (izolalt vagy szintetikus) ugyanazokkal a restrikcios enzimekkel hasitjuk, majd a ragados végeikkel
a human inzulin génjét a plazmidba ligaljuk. Szelekcid utan a plazmidot a megfeleld E. coli torzsekbe
transzformaljak, ahol folyamatos a [3-galaktoziddz prométere utani proinzulin transzkripcidja és transzlacioja.
Kiilonbozo tisztitasi 1épések utan torténik a C-peptid tripszines hasitasa, ami az inzulin végleges formajat
eredményezi. (B) Az inzulin tisztitasahoz hasznalt HPLC oszlop. (C) Az inzulin termelés folyamata. (a modositott
dbra forrasa: Walsh, Gary. "Therapeutic insulins and their large-scale manufacture.” Applied microbiology and
biotechnology 67.2 (2005): 151-159.)

A gybgyaszatban is alkalmaznak transzgenikus mikrobakat, rekombinans fehérjék termelésére. Az inzulin az
egyik leggyakrabban hasznalt gyogyaszati célu fehérje, olcsd €s nagy mennyiségli termelése rendkiviil fontos.
Human inzulint nagy mennyiségben el6szor Escherichia coli torzsek felhasznaldsaval allitottak el6 (a humulin
fantazianevii rekombinans inzulint a Genentech cég fejlesztette ki 1978-ban, gydgyszerként az Ely Lilly kezdte
forgalmazni 1982-ban). A human inzulin A és B lancat kiilon torzs termelte szintetikus nukleotid szekvenciakrol,
ezeket aztan kiilon tisztitottak, majd oxidativ kornyezetben egylitt inkubaltak, igy a két szal kozott kialakult két
diszulfid-hid kotéssel jott 1étre az intakt inzulin. Az egyes inzulin lancokat egy lac konstitutiv prométer mogé
klénoztak, a B-galaktozidaz génjével egyiitt. A pozitiv klonokra kék-fehér szelekcioval és ampicillin antibiotikummal
szelektaltak. Transzlaciot kdvetden a B-galaktozidaz C-terminalisdhoz egy metioninnal kapcsolt inzulint cianogén-
bromidos kezeléssel szabaditottak fel, elhasitva a metionin utani peptid kotést. Egy masik modszernél a human
proinzulin egyetlen szintetikus szalrol irodik at, a polipeptidbdl pedig tripszinnel hasitjak ki a C-peptidet (1d. 15.1.
abra). Rekombinans human inzulin termelésére élesztot (Saccharomyces cerevisiae) is hasznalnak. Helyspecifikus

mutagenezissel modositott inzulin analdogokkal mara mér szamos eltérd hatdidejii és stabilitdsu inzulin van
forgalomban.

Genetikailag modositott baktériumokkal véralvadasi faktorokat, és novekedési hormonokat is eldallitanak (ld.
15.1. tablazat). A baktériumok altal termeltetett fehérjék joval biztonsdgosabbak, mint a kordbban alkalmazott
mddszer, amikor is kadaverekbdl vontak ki a még le nem bomlott fehérjéket (pl. hasnyalmirigybdl inzulint, mely
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egy cukorbeteget két-harom napig lat el). Egyrészt igy a szerben jelenlevo korokozok is tovabbjuthattak (AIDS,
hepatitis-C, Creutzfeldt-Jakob szindroma), masrészt a megnovekedett igényeket ezekbdl nem lehetett kielégiteni.

Egyes orszagok katonai hadviselésének részét képezi a mikrobialis biologiai fegyverek eldallitdsa és esetleges
hasznalata. Ezeket a nemzetkdzi szerzddésekben tiltott biofegyverek egy részét transzgenikus baktériumok
formajaban allitjak eld.

15.1.2. Transzgenikus novények

A mezbégazdasagban termesztett transzgenikus novények az egyik leggyakrabban emlegetett példai a genetikailag
modositott (GM) szervezeteknek. Az olyan génmodositasok, melyek nagyobb terméshozamot, kevesebb rovarirtoszer
hasznalatat, nagyobb tapértékii termést vagy betegségeknek ellenallobb fajtat eredményeznek, szamos elényt
jelentenek a mezégazdasagban. Novények, melyek gyorsabban beérnek, toleraljak a kiilonboz6 talajszennyezéseket,
sot, szarazsagot, fagyot vagy egyéb sz¢&lsOséges idéjarast olyan vidéken is meg tudnak élni, ahol elétte nem, illetve

sy

tulajdonsagok a jovOben létfontossaguak lesznek.

Hagyomanyos ndvénytermesztok kereszteztek eldszor olyan ndvényeket, melyek természetes szaporodassal nem
johettek volna létre. Ilyen volt az 1875-ben eldallitott biiza-rozs hibrid, a tritikalé. Hamar rajottek, hogy a hibrid
tartalmazza mindkét faj hasznos tulajdonsagait, amire szelektalni lehetett. Az elsé generacios GM ndvényeket
mutacios szaporitassal allitottdk eld, ahol a ndvények sugarzasnak, illetve vegyszereknek voltak kitéve. Ilyen
koriilményekkel novelték a mutacios ratajukat, és utoddaik koziil valogatni lehetett a kiilonb6zo, stabilan megmarado
¢és hasznos tulajdonsagokra. Ehhez a nem specifikus modszerhez képest a transzgének bevitele egy sokkal pontosabb
¢és szabalyozhatobb modja a kivant tulajdonsagok elérésének.

15.1.2.1. Transzgenikus novények eléallitasa

Az els6 transzgenikus novényt 1983-ben allitottak elé, amikor az aminoglikozid tipust antibiotikumok (pl.
kanamicin, neomicin, geneticin) rezisztencia génjét petunia és dohany névényekbe juttattak be [1]. A kiméra gén
a neomicin I-es vagy Il-es tipusu foszfotranszferaz enzim génjét illetve a nopalin-szintaz gén szabalyozo régioit
tartalmazta (ld. 15.2. abra). A neomicin-foszfotranszferaz foszforilacioval inaktivalja az aminoglikozid
antibiotikumokat, mig a nopalin-szintaz konstitutiv prométere biztositja az allandd expressziot a névényi sejtekben.
A kiméra génszakaszt el6szor egy koztes plazmidba klonoztak, amirdl rekombinacioval kertilt be a transzgén egy
tumort indukal6 plazmidba (Ti plazmid), melyet Agrobacterium tumefaciens talajbaktériumba transzformaltak
(1d. 14.4.4. fejezet). Ez a talajbaktérium a természetben is sokféle Ti plazmidot tartalmaz. A baktériummal fert6zve
anovényi sejteket, a Ti plazmidbol a névényi sejtek genomjaba épiil be egy DNS-darab (T-DNS), mely tartalmazza
a transzgént is. A beépiilés célzottan torténik, a T-DNS két végén 1évo ismétlodod szekvenciak segitségével. A
megfeleld plazmiddal transzformalt ndvényi sejtek antibiotikum jelenléte mellett szelektalhatoak.

—— kietes
plazmid \
| ) -.l i
\ i

| Agrobactarium tumefacisns

/-" hamaldg
Py rekombindcld
Ti plazmid
= T-DNG

—

nopalin szinrde
H.PI‘.HJTFI

| nopalin szintdz

promater

| ; neamicin foszfotranszferdz |

transIgén

15.2. abra: Agrobacterium-kozvetitett génatvitel. A transzgenikus ndvények eldallitasanak egyik tipusa az
Agrobacterium tumefaciens talajbaktériummal torténd fert6zés, mely segitségével a névényi genomba beépiild T-
DNS-r6l torténik a transzgén atirasa. A modszer jol alkalmazhat6 olyan névényeknél, amit az Agrobacterium
hatékonyan képes fertézni (pl. dohany, paradicsom, burgonya). Szemléltet6 video itt nézheté meg.
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Az olyan ndvényeknél, amik nem érzékenyek az Agrobacterium éltal kdzvetitett folyamatokra, gyakran alkalmazott
génbeviteli modszerek a génpuska, a direkt génatvitel protoplasztokba (pl. elektroporacioval) és a
mikroinjektalasos génbevitel. A protoplaszt (izolalt novényi sejt sejtfal nélkiil) transzformalasa nagyon hatékonyan
miikddik barmely felsorolt fizikai folyamaton alapulod technikaval, hiszen nem sziikséges biologiai vektor a transzgén
kozvetitésehez, igy elkeriilhetéek a nem-kompatibilis gazda problémak. Homoldg rekombinacioval pedig
specifikusan épithetd be a transzgén az ismert ndvényi genomba. A protoplaszt transzformalasaval az egyetlen
probléma, hogy a novény regeneracioja protoplasztbol egy rendkiviil kényes folyamat, ami sok problémaval jar.
A génpuska (1d. 15.3. abra) szamos elénnyel rendelkezik (egyszerli hasznalat, egy 16vésbdl sok transzformalt
sejt, a legkiilonboz6bb szdvetek/sejtek transzformalasa, stb.), és akkor is hasznosnak bizonyul, amikor mas modszer
nem mitkodik egy transzgenikus névény elballitasanal.

génpuska mikroinjektor

DNS-el bevont |/ |
aranyszemcsék /)
f' ,-" | =
" @

’

i

=

3} protoplaszt
oo
)

@ Jemomiikis DNS

|

transzgén

15.3. abra: Novények transzformalasa fizikai modszerekkel. Protoplasztok, vagy sejtfallal rendelkez6 ndvényi
sejtek transzformalasara is alkalmas a génpuska, vagy a mikroinjektor, ami a DNS-t nagy nyomassal juttatja at a
sejtfalon és a sejtmembranon.

Az elsé transzgenikus szoja létrehozasanal a génpuska sokkal sikeresebbnek bizonyult, mint az
Agrobacterium-kozvetitett transzformalas. A modszer hatranya, hogy a DNS mennyisége nem szabalyozhato,
illetve a transzformalt novényi vonalak kis részénél torténik csupan genomialis integracio, a citoszolikus plazmid-
transzgének pedig hosszitavon nem fenntarthatoak. Protoplasztok illetve embriok mikroinjektalasa ndvényeknél
is alkalmazhatd, azonban a technoldgia nehézkesebb, és kevésbé hatékony, mint a génpuska.

15.1.2.2. Transzgenikus ndvények a mezégazdasagban és az
élelmiszeriparban

Transzgenikus novények els6 szabadfoldi termesztése Franciaorszagban és az Egyesiilt Allamokban 1986-ban
kezd6dott, ndvényirtdszerekre rezisztens dohdnnyal. 1987-ben alapitottak az els6 céget, mely Bacillus thuringiensis
baktériumbol izolalt, rovarra toxikus fehérjét termeld transzgént tartalmazo dohanynovényt allitott elé (Bt dohany),
szintén Agrobacterium-kozvetitett technoldgiaval. A dohdnymoly larvajat 616 hatést elsdként Bacillus thuringiensis
berliner baktériumban termelédé endotoxin (bt2) génjének a bevitelével érték el. A baktérium citoszolikus
plazmidjabdl izolalt b2 vagy cry gén (crystal protein) terméke egy protoxin, mely kristadlyként jut be a rovar
emésztorendszerébe, itt oldatba kertil, majd protedzok kihasitjak az aktiv toxint bel6le. Késdbb ezen baktériumok
plazmidjaibdl tobbféle cry gént izolaltak, igy mara a biologiai rovardlo szerek széles spektrumaval rendelkeziink
(pl. Lepidoptera, Diptera, Coleoptera vagy Hymenoptera fajok ellen). A Bt novények alkalmazhatésaga megosztja
a kutatokat. Mivel az ilyen novényeket nemcsak a koérokozok, hanem a kozelben €16 rovarpopulaciok is
elfogyaszthatjak, a toxin ezek populacioit is pusztithatja. Egyesek szerint a Bt kukorica (amelyet ma mar nagy
teriileten termesztenek) pollenje all kiralylepke populaciok, illetve méh koloniak nagyfoku pusztulasanak hatterében,
azonban egyikre sincs egyértelmii bizonyiték. Szdmos kutatds vizsgalja a vad tipusu és a Bt kukorica

207

http://www.renderx.com/



render

Transzgenikus ¢él6lények. Génterapia

génallomanyanak keveredését is, a transzgének atjutasat a vad tipusba. Aggodalomra adhat okot az is, hogy egy
Bt kukorica a ndvényvéddszerekben megengedett maximum toxin mennyiség ezerszeresét termelheti.

Az elsé GM termény az Egyesiilt Allamokban 1994-ben keriilt forgalomba, egy hosszabb eltarthatosagi idejii
paradicsom formajaban (FlavrSavr néven). A génmodositott paradicsomot antiszensz RNS technoldgiaval allitottak
elé. A poligalakturonaz enzim génjét antiszensz RNS szallal csendesitették. A poligalakturondz a paradicsom
érésekor a sejtfalban 1évo pektint bontja le, igy a paradicsom érés kdzben puhul, amit6l azonban sériilékenyebb
lesz, és jobban kitett a fert6zéseknek. Ezért a hagyomanyos paradicsomot éretleniil szedik le, mivel addig szallithato,
amig kemény és kevésbé sériilékeny. Ez a génmodositott paradicsom azonban nem hozta meg a vart eredményeket.
Eltarthatésaga megnovekedett ugyan, de éretten mégsem volt elég kemény a szallitashoz, igy ugyanugy zoélden
kellett leszedni, mint a hagyomanyosat, ezért vissza is vontak a forgalombol. Szintén egy példa a fogyasztoi igények
kielégitésére a nem-barnulé alma, mely jelenleg piacra keriilés alatt all Kanadaban és az Egyesiilt Allamokban.
Ez a génmodositott alma a barnulast okozo polifenol-oxidaz enzimet csak kis mértékben termeli.

Szdmos egyéb transzgenikus ndvényt hoztak forgalomba (paradicsom, krumpli, dohany, kukorica, buza, szoja,
papaja, citrusfélék, gyapot, repce), melyek ellenallnak a bromoxinil vagy glifozat tartalma gyomirtoknak, kiilonb6z6
rovarirtoknak, virusrezisztensek vagy rovar6ld hatasuk van.

2000-ben allitottak el6 az elsd olyan transzgenikus ndvényt, az aranyrizst, melynek a tapértékét sikeriilt javitani.
Nevét sargas szinérél kapta, mely B-karotin termelésének koszonhetd. A cél a foleg Afrikat, Indiat és Azsia déli
részét érintd A-vitamin hiany miatti nagyfoku elhalalozas (és vaksag) visszaszoritasa volt. Habar humanitarius
célokat szolgalt, erdteljes negativ visszhangot valtott ki kornyezetvéddk és anti-globalizacios aktivistak kdrében,
elsésorban transzgenikus volta miatt. A B-karotin eléallitasahoz, ami az A-vitamin prekurzora, két enzim hianyzik
arizs termésébodl (azonban a leveleiben megvan, igy az termel is B-karotint): a fitoén-szintaz és a fitoén-deszaturaz
(1d. 15.4. abra).

208

http://www.renderx.com/



render

Transzgenikus ¢él6lények. Génterapia

geranil-geranil-PP

fitoén-szintaz

-
fitoén

fitoén-deszaturaz
-

zéta-karotin

fitoén-deszaturaz

-

likopin

/N

alfa-karotin héta-karotin

REB Gl S5ler!

nos G | Psy nos mpr mos LB

normal rizs aranyrizs 1 aranyrizs 2

15.4. dbra: Az aranyrizs el6allitasa. A rizs endospermiumban a béta-karotin szintézis titvonala a geranil-geranil-

pirofoszfatnal megall. A pirossal jeldlt két enzim bevitele azonban biztositja a teljes bioszintetikus ut lefolyasat a
B-karotinig. A transzgén konstrukcio: RB (right border): T-DNS szekvencia; Glu: rizs endospermium specifikus
glutein promoter; SSUcrtl: borso ribuloz bisz-foszfat-karboxilaz kis alegység tranzitpeptid, a kloroplasztiszban

valo lokalizacio biztositasara; nos: nopalin-szintaz terminator; Psy: fitoén-szintaz; Ubil: kukorica poliubiquitin

promoter; hpt: szelekcios marker gén; LB (left border): T-DNS szekvencia. Az abra also részén a vad tipusu, az

els6 és masodik generacios aranyrizs fotdja (az also dbrarész forrasa: www.goldenrice.org/Content2-
How/howl sci.php

Az eldbbi génjét (psy) a Narcissus pseudonarcissus novénybol, az utdbbit (crtl) az Erwinia uredovora
talajbaktériumbdl izolaltak. A két transzgént egy plazmidba klonoztak, egy konstitutiv, és a magban expresszalodo
glutein prométer mogé. A plazmidot higromicin antibiotikum rezisztencia markergénnel torténd szelekci6 utan
Agrobacteriumba transzformaltak, igy juttattdk a transzgéneket rizs embridkba. Kutatasok igazoltak, hogy az
emberi szervezet képes a rizzsel bevitt B-karotinbol az A-vitamin hatékony eldallitasara. Par évvel késobb egy 1j
fajtajat allitottak eld, az aranyrizs 2-0t, ami 23-szor annyi -karotint termelt, mint elddje. Ebben a valtozatban az
eredeti aranyrizs Narcissus psy génjét a kukorica psy génjére cserélték, mely enzimaktivitasa joval hatékonyabbnak
bizonyult. Mindezeket még egy sor aranyrizs valtozat kovette, melyek E vitamint, vas-, cink-iont tartalmaztak.
Annak ellenére, hogy jelenlegi kutatdsok szerint nem okoz semmilyen allergiat, nem hozhaté kapcsolatba
betegségekkel, és egy bogre rizs fedezi a napi A-vitamin sziikséglet 50%-at, még nem engedélyezett a piacra
keriilése. Egyes kutatok szerint azonban aggalyos, hogy nem tesztelték allatokon, igy nem josolhatd hosszl tava
hatasa a szervezet egészére, mivel a B-karotinbdl (amit a rizs tultermel) szarmaz6 retinoidok bizonyitottan karosak
az egészségre. f-karotin azonban természetes A-vitamin forrasként szamos mas élelmiszerben is van.
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15.1.2.3. Transzgenikus novények a gyogyszeriparban, vegyiparban,
a kornyezeti iparban

A transzgenikus novények szerepe a gydgyszerkutatasban is novekvo tendenciat mutat. Géntechnologiai eszk6zokkel
olyan banant allitottak eld, melyben hepatitisz-B antigént lehet termelni, illetve olyan dohanyt, mely monoklonalis
ellenanyagot termel HIV ellen. Egyik termék sincs még forgalomban, de a GMO névényekben eldallitott
rekombinans fehérjegyogyszereknek szerepe lehet a jov6 személyre szabott gydgyaszataban.

Ezen kiviil a szerves vegyipar is nagy potencialt 14t a transzgenikus novényekben. Sok esetben hatékonyabb a
termelés, illetve a ndvények altal eldallitott anyagoknak kedvezdbbek lehetnek a tulajdonsagai, mint a kémiai
szintézissel eldallitottnak. Szamos laboratérium foglalkozik azzal, hogy novényekkel biopolimereket termeltessen,
amilyenek kiillonb6z6 miianyagok, a természetes gumi vagy a poliaminok. Szintén hasznos lehet a kémiai
szintézisekhez sziikséges prekurzorok eldallitasa novényekkel. A rostfehérjék (selyem, kollagén, elasztin, keratin,
glutenin vagy rezilin) repetitiv DNS szakaszainak kombinacidjaval, vagy akar szintetikus szekvenciakkal végtelen
sokféle, kiilonb6zo tulajdonsagu biopolimer allithato eld.

A bioremediacioban is fontos szerepiik van a f6leg bakterialis transzgéneket tartalmazo novényeknek. Az Arabidopsis
thaliana olyan transzgenikus valtozatat allitottak eld, amely bakterialis enzimjei segitségével a robbanoanyagokbol
szarmazo talajszennyezést képes lebontani. A TNT (2,4,6-trinitrotoluén) vagy RDX (hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-
triazin) olyan mérgez6 xenobiotikumok, melyek a nem tokéletes robbantasok utan nagy mennyiségben, hosszu
ideig jelen vannak a talajban, bejutva az ivovizekbe is. Az Egyesiilt Allamokban ez a tipust szennyezés igen nagy
probléma. Nem transzgenikus novények is képesek a fitoremediaciora, folvéve a szennyezdanyagot, vakuolumokban
vagy a sejtfalukban taroljak azt (Vicia faba, Zea mays, Catharanthus roseus), am lebontani nem képesek.
Bioremediacidé mikrobakkal is mitkddhet, azonban szamos esetben egy adott vegyiilet lebontasahoz sziikségesek
andvényi enzimek, igy a két szervezet 6tvozése bizonyult eddig a leghatékonyabbnak.

15.1.3. Transzgenikus allatok az alapkutatasban és a
gyoégyaszatban

Az éllatok genetikai modositasa egy viszonylag lassu, aprolékos és draga folyamat, azonban az ujabb és Gjabb
mddszerek megjelenése egyre egyszeriibbé €s pontosabba teszi a technoldgiat. A genetikailag modositott allatok
egy részet kutatasi célokbol hozzak 1étre, hogy a specifikusan megvaltoztatott gének fenotipusra kifejtett hatasat
elemezzék. Igy még ismeretlen gének funkcioja, vagy azok mutaciéinak hatasa, géninterakciok, vagy a génexpresszid
helyei feltérképezhetdek. Genetikai mddositassal olyan él6lényeket is 1étrehozhatunk, melyek érzékenyebbek
bizonyos vegyiiletekre, ezt hasznaljak ki a gydgyszerkutatasban, hatdanyagok tesztelésénél. Transzgenikus allatok
kivaloan alkalmazhatdéak modellrendszerként emberi betegségek, illetve azok gydgyitasanak kutatasara is. Mas
allatokat ugy moddositottak, hogy bizonyos tulajdonsagaikat a gyogyaszat vagy az ipar hasznosithassa.

Az elsé transzgenikus allatot Brinster és Palmiter 1982-ben allitottak eld, amikor is egy egér megtermékenyitett
petesejtjének pronukleuszaba mikroinjektalassal patkany névekedési hormon (GH) transzgént juttattak (Id. 1.5.2.
fejezet). A hires egér ikerpar a Nature folyoirat cimlapjara is rakeriilt (1d. 15.5. 4bra). 1985-re nyul, barany illetve
sertés megtermékenyitett petesejtjébe is sikeriilt mikroinjektalassal transzgént bevinni. Megjegyzendd, hogy a
patkany GH transzgént tartalmazo egér nem azért lett nagyobb, mert a patkany GH az allat méretét szabja meg,
hanem az tin. dézishatas miatt, azaz tobb patkany transzgén épiilt be véletlenszerlien az egér genomba. A transzgént
anehézfémekkel szabalyozott metallotionein gén promotere mogeé épitették be a rekombinans DNS konstrukcioba.
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L MILLEBECOMNT PLILSAR

15.5. abra: A patkany novekedési hormon transzgént tartalmazoé egér (bal) és vad tipusu testvére (jobb) a Nature
folyoirat cimlapjan (Vol. 300,1982. december 16 ; a Nature Publishing Group engedélyével)

A kés6bbiekben, a szomatikus nuklearis géntranszfer alkalmazasaval tobb, mint 10 transzgenikus fajt allitottak
eld (Id. 15.6. abra). Ezzel a modszerrel sziiletett 1996-ban az elsé olyan baranyklon is (Dolly), amely felndtt
szomatikus sejt genomjat 6rokolte, habar transzgént nem tartalmazott. Ezzel bizonyitast nyert, hogy barmely testi
sejtiink genetikai anyagabol a teljes szervezet klonozhato.

szomatikus sejt a kivant génnel

a nukleuszt sajtmagjatdl megfosztott petesejtbe juttatjak
— @ ~—
®—&
— O / klanaok
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C
terapias céla klonozas: c%a e @Gﬁg — szbvettenyészet

15.6. abra: Szomatikus nuklearis géntranszfer. A modszer segitségével modositott genetikai anyagu donorsejtek
szaporithatoak. (Forrds: wikipedia.org, GNU Free Documentation License, szerz4.: Quelle).

15.1.3.1. Xenotranszplantacio és xenogén sejtterapia a
gyoégyaszatban

A szervtranszplantaciora varok szama tobbszordse a felhasznalhaté human szerveknek, és szomort tény, hogy
minden évben tobb ezer beteg hal meg megfeleld szervek hidnydban. Ezt az igényt probalja kielégiteni a
xenotranszplantacio, amikor egy nem human él61ény szervét iiltetik be a betegbe. A sertés jo valasztasnak tlint
a kutatok szamara, mivel szerveinek mérete hasonlit az emberéhez, az anatomidja és fiziologiaja sem til kiilonb6zo,
hatékonyan és egyszerlien szaporithaté és fenntarthato, illetve a technoldgia adott az immungenetikajanak a
megvaltoztatasara. Transzgenikus sertések eldallitasaval a beiiltetett szerv azonnali kilokédését (HAR: hyperacute
rejection response) és a napokkal késobbi akut vaszkularis kilokddését (AVR: acute vascular rejection) szeretnék
elkeriilni. A hosszutavi kilokodés elkeriilésére egyenlére csupan az egész életen at tartd immunszupresszansok
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szedése jelent megoldast. Biztato eredményeket mutata HAR folyaman aktivalodott human komplement rendszert
szabalyoz6 fehérjék termelése az atiiltetett sertés szervben. Az ember altal termelt antitestek felismerik a sertés
antigéneket, és az ellenanyag-antigén komplex aktivéalja a komplement kaszkadot, ami a membrankarosité komplex
(MAC: membrane attack complex) 1étrejottéhez vezet. Azonban a komplement kaszkadot szabalyozo fehérjék,
mint a CD55 (DAF: decay accelerating factor) vagy CD46 (MCP: membrane cofactor protein) meggatoljak a
MAC kialakulasat. Embriok mikroinjektalasaval eléallitottak DAF és MCP fehérjéket expresszalo transzgenikus
sertést, mely sikeresen meggatolta az atiiltetett sertésvese kilokodését féemlosokben (15.7. abra). A kilokddés
megakadalyozasara egy masik stratégia, hogy meggatoljak a sejtfelszini antigének kifejez6dését. Az antigének
foleg az 1,3-a-galaktoziltranszferaz aktivitasa révén létrejové 1,3-a-gal-epitopok. Az a-gal allélt homolog
rekombindcidval titotték ki sertés embrionalis fibroblaszt sejtekbdl, ami aztan nuklearis transzferrel keriilt
embridsejtekbe, €s erre a génre nézve egészséges KO (knock-out) malacokat eredményezett.

transzgén konstrukcio transzgénikus sertés

h
P L CD55 [ PA |——
Pvu | Asp |
‘mikroinjektalas

tarto pipetta mikropipetta

15.7. dbra: Xenotranszplantaciora hasznalt transzgenikus sertés eldallitasa. A CDS55 fehérjét termel6 génszakasz
el6tt egy citomegalovirus promotere all (Pcypy), ami biztositja a gén transzkripciojat mar az élet korai szakaszaban.
A poliadenilacios szakasz (PA) utan, és a promoter szakasz el6tt talalhatoak a restrikcios enzimek hasitohelyei
(Pvu 1, Asp 1). (a modositott abra forrasa: Niemann & Kues, 2003, Application of transgenesis in livestock for
agriculture and biomedicine. Animal Reproduction Science, 79(3), 291-317)

A szervtranszplantacidé mellett a xenogén sejtterapia is biztatdo eredményekkel szolgal a gyogyaszat terén. A
xenotranszplantacional megismert, megfeleld transzgenikus allatokbodl (sertés, marha) torténd sejtizolalas és
beiiltetés megoldast nytjthat a human dssejtterapia mellett a kiilonb6zo betegségek, rendellenességek vagy sériilések
fazisban van. Transzgenikus sertés embrionalis idegsejteket Parkinson illetve Huntington korban szenved6 betegek
agyaba transzplantaltak, ahol azok dopaminerg neuronokka ¢és glia sejtekké alakultak. A sertés eredetii neuronok
a beiiltetés helyérdl kiindulva kiterjedt axonhalozatot alakitottak ki a paciens agyaban. Szamos mas példa létezik
arra, hogy idegen eredetii sejtek képesek visszaadni a gazdaszervezet egyes szoveteinek funkcidjat. Transzgenikus
sertés majsejtek transzplantacid utan a maj szoveteibe vandoroltak, és ott integralédva miikodé LDL receptorokat
expresszaltak, ezzel csokkentve egy magas koleszterinszintli nyultdrzsben a szérum koleszterinszintjét 30-60%-
kal. A hasznalt nyultérzs a homozigéta 6roklddésti hiperkoleszterinémia allati modelljeként szolgal. Ezzel el is
érkeztiink a transzgenikus allatok kovetkezd rendkiviil fontos felhasznalasdhoz, az emberi betegségek allati
modelleken keresztiil torténd kutatasahoz. A donorsejtek sikeres genetikai modositasa, a xenogén sejtterapia
alkalmazasa emberi betegségeket modellezd allattdrzseken sikeres terapias megoldasokhoz vezethet a human
gyogyaszatban.

15.1.3.2. Emberi betegségek allatmodelljei: KO (knock-out) egerek

Knock-out (KO, génkiiitott) egerek eldallitasa mara mar altalanos modszerré valt, mellyel egy gén részét/egészét
tavolitjak el vagy helyettesitik egyéb DNS szekvenciaval (1d. 14.5.3. fejezet) A gén kilitésével vizsgalni lehet
annak funkcigjat, fenotipusat, illetve ,,utanozni” lehet funkciovesztéses mutaciokon alapuld emberi betegségeket.
Az ember és egér génjei kozott nagyfoku a hasonlésag, ezért a kiilonboz6 KO egerek jellegzetességeit vizsgalva,
illetve a kialakult tiinetegytittesre kezeléseket kidolgozva kozelebb keriilhetiink szamos genetikai hatterti betegség
gyogyitasdhoz. A legkiilonb6zobb raktipusok, tulstlyossag, szivelégtelenség, cukorbetegség, kdszvény, Parkinson
kor, drogfiiggdség, dregedés mind olyan teriiletek, ahol a kiilonbzé KO egerek nagy szolgalatot tettek a kutatoknak.
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Az els6 KO egeret 1989-ben allitottak el6 Capecchi, Evans és Smithies (1d. 1.5.2. fejezet). Mara mar tobb ezer
KO vagy transzgenikus egértorzs 1étezik (MKMD: Mouse Knock-out and Mutation Database), és évente tobb
millio egeret hasznalnak fel kiilonb6z6 kutatasokhoz.

A célzott génkilités, mint gén targeting modszer alapjait a 14. fejezetben részleteztiik. Ebben a fejezetben a KO
egerek 1étrehozasanak a 1épéseit foglaljuk 6ssze (15.8. abra):

a. A kiiitni kivant gént (célgén) génkonyvtarbdl izolaljak, majd a gént moédositjak (delécio, inszercid,
specifikus/random mutagenezis). A génszakaszhoz egy markergént is fuzionaltatnak, ami altaldban egy
antibiotikum vagy toxin rezisztencia génje, de lehet egyéb detektalhatod valtozassal jardé géntermék is (szin,
fluoreszcencia). A legegyszeriibb, ha homoldg rekombinacioval kicserélik a markergént a kititni kivant génnel.

b. Egér (fehér) blasztocitabdl éssejtet (ESC: embyonic stem cell) izolalnak, amit in vitro tenyésztenek.

c. A moédositott génszakaszt elektroporacioval juttatjak be az 6ssejtekbe, ami homolég rekombinacioval épiil
be a sejtek genomjaba. A sikeres rekombinacios esemény igen ritka, ezért annak az esélye, hogy az 9ssejt anyai
és apai kromoszomaja is tartalmazza a modositott gént, igen csekély. Igy a legtdbb sejt, ahol a rekombinécio
megtortént, heterozigota lesz erre a génre nézve.

d. Azokra a sejtekre, amelyek genomja tartalmazza a moddositott gént, markergénnel szelektilnak
antibiotikum/toxin jelenlétében, illetve a fluoreszcens jel alapjan kiilonboztetik meg 6ket.

e. A KO gént tartalmazo sejteket egy masik egér (fekete) blasztocitajaba visszajuttatjak. Igy a blasztocita
kétféle sejtet tartalmaz: a modositott fehér egérbdl szarmazot, és a nem modositott fekete egér eredetiit. A
blasztocitat ezutan beiiltetik egy alvemhes egér potanya uterusaba, ahol kifejlodhet a kiméra utoéd. Az utod
bundajan valoban lathato, hogy kiméra, a fehér egér eredetii sejtek utddai fehér bundat eredményeznek, mig a
feketéé feketét.

f. Néhany kiméra gonadja is lehet fehér egér leszarmazott, igy az azok altal termelt ivarsejtek tartalmazzak a KO
gént. Ezért ha a kiméra egereket paroztatjak vad tipussal, lesz olyan utdd, ahol egy kopidban ugyan, de
meglesz a KO gén. Ezek az egerek fehérek, de heterozigotak a KO génre nézve.

g. Mar csak keresztezni kell a heterozigdota egyedeket egymas kozott, hogy kapjunk homozigoéta egereket a KO
génre nézve, ahol egyaltalan nincs funkcionalis géntermék.

Ezzel a modszerrel késziilt egy orokletes torpeséggel jaro betegség, a Laron szindroma allatmodellje is. A Laron
szindroma hatterében a novekedési hormon receptoranak (GHR: growth hormone receptor) defektusa all, aminek
kovetkeztében a ndvekedési hormonokra nem reagél a paciens. A GHR funkcidvesztésének okat emberben nehéz
vizsgalni, aminek etikai és gyakorlati okai is vannak. Homolog rekombinécion alapuld célzott génkiiitéssel ezért
létrehoztak a Laron egereket, melyekben a GHR és GHR-kot6 fehérje génjét iitotték ki. Az egerek fenotipusa
tipikus Laron szindréma jellegzetességeket produkalt (sziiletés utani ndvekedési hibak, majd térpeség, a GHR és
Ezt a modellallatot azdta az dregedés kutatasahoz is hasznaljak, mivel azt figyelték meg, hogy a GH rezisztens
allatok ¢letideje meghosszabbodott.
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25% homozigdta lesz a KO génre

15.8. abra: Knock-out egerek eléallitasa. (Forras: wikipedia.org. GNU Free Documentation licence, szerzo:
Kjaergaard)

Egy gén kiiitése nem minden esetben eredményez életképes utdodokat, a KO egérgének 15%-a letalis, ezért legjobb
esetben is csak embrionalis korban tanulmanyozhato a hatéas. El6fordulhat az is, hogy hiaba nagyon hasonl6 az
egér genomja az emberéhez, egy gén funkciovesztése mas fenotipust eredményez. Szamos betegség modelljét egér
helyett patkanyra dolgoztak ki, mely szaporitas terén 1ényegében azonos tulajdonsagokkal rendelkezik, azonban
joval nagyobb, ami miatt konnyebb operalni vagy vért venni t6le. Fontos megjegyezni, hogy fiziologiai szempontbol
is idealisabb valasztas a patkany. Pulzusa példaul csaknem a miénkkel azonos, mig az egér szive 5-10-szer
gyorsabban ver. Detoxifikald enzimjei is joval kozelebb allnak hozzank, ezért a potencidlis gyogyszerek
farmakologiai hatasat és toxikussagat jobb patkanyon vizsgalni. Mindezek ellenére az egérmodellek is rendkiviil

214

http:// www.renderx.com/



render

Transzgenikus ¢él6lények. Génterapia

fontosak, hisz tobb ragcsald modelltorzs birtokaban jobban meg tudjuk becsiilni, hogy az észlelt fenotipus ragesalo-
specifikus, vagy altalanos az eml6sokben.

Az els6 transzgenikus patkanyt azonban csak 2008-ban sikeriilt 1étrehozni, melynek f6 oka, hogy a KO egerek
eléallitasahoz hasznalt technologia patkanynal nem mikddott. Mivel a rekombinacios események gyakorisaga
igen kicsi, a kutatok egyszeritien nem talaltak olyan embrionalis &ssejteket, ahol ez megtdrtént volna. Mivel a
szomatikus nuklearis transzfer modszer sem eredményezett KO patkanyokat, maradt a kémiai mutagenezis, amikoris
N-etil-N-nitrozourea (ENU) injektalasaval random mutaciokat indukaltak. Az ENU etil-csoportja csoporttranszfer
reakcioval a DNS oxigén és nitrogén gyokeire keriil, ami mismatch bazisparosodast eredményez. Az ENU-val
injektalt himet vad tipusu nésténnyel paroztattak, hogy mutans utédokat kapjanak. Az ENU mutagenezis koriilbeliil
egy mutaciot okoz barmely génre nézve minden 200-700-adik ivarsejtben. Annak ellenére, hogy az ENU
mutagenetikus hatasa nagy, mivel kicsi a penetranciaja, igy csupan kortilbeliil 500 gén mutalodik el egy himben,
¢s az 6sszmutaciok csak nagyon kis hanyadanak van fenotipusos hatasa. AZ ENU modszerrel el6allitott mutaciok
feltérképezése igen nehézkes, pénz- és idéigényes, ezért ma mar nem nagyon hasznaljak. Az attorést a transzgenikus
patkanyok eldallitasaban a Zn-ujj nukleazok (ZFN: zinc finger nucleases) és a transzkripcios aktivator-szert effektor
nukleazok (TALEN: transcription activator-like effector nucleases) jelentették, amik a DNS kettés szalan
szekvenciaspecifikus hasitasra képesek, igy segitik a genom célzott modositasat (1d. 14.5.2. fejezet). A hasitassal
aktivaljak a DNS-javité mechanizmusokat, a homoldg rekombinaciot és a torott végek kdzvetlen Gsszeragasztasat.
A nem homoldgian alapuld kozvetlen ligalas a torott végeknél altalaban mutaciokhoz vezet.

A mobilis genetikai elemekkel (retrotranszpozonok, transzpozonok) eldallitott mutagenezis bar random €s nem
célzott, mégis alapvetd eszkdze a transzgenikus emlésok eldallitasanak. Elonye, hogy a gének teljes kiesését
eredményez6 mutagenezis egyenesen az ivarsejtekben torténik, a bevitt mutacié pedig stabilan fenntarthatd. A
mutaciok tovabba konnyen feltérképezhetoek, igy a KO patkanyokbol torténd kdnyvtarak 1étrehozasa viszonylag
egyszerl feladat. KO vonalak és szovetspecifikus CRE-rekombinazt expresszalo patkanyok paroztatasaval feltételes
(kondicionalis) mutaciokat is 1étre lehet hozni (tovabbi részleteket 1d.14.5.4. fejezet).

A ragcsalok fiziologiaja, anatomiaja, €letideje sok esetben jelentdsen eltér az emberétdl, ami miatt szamos betegség
modellezéséhez nem megfeleldek. Lassu lefolyasu raktipusokhoz, illetve neurodegenerativ betegségekhez a sertés,
barany vagy marha jobb modell, mivel veliik a betegségek hosszabb ideig tanulmanyozhatok.

Egy ritka szembetegség (PR: retinitis pigmentosa) sertésmodelljét, melyre a fotoreceptorok korai elhaldsa jellemzd,
mikroinjektalassal hoztak létre. A transzgenikus sertésmodell mutans rodopszint expresszal, ami hasonlé fenotipust
eredményez az embernél megfigyelthez. A 1étrehozott modelltorzs segitségével lehetdvé valt a betegség kezelésének
folyamatos fejlesztése.

Mig a transzgenikus sertések igen elterjedtek az egyes human betegségek modellezésében, addig a transzgenikus
kutya, macska vagy féemldsok eldallitasa csak nemrégiben valt lehetdvé. Az els6 transzgenikus kutya 2009-ben
sziiletett, retrovirus-medialt géntranszferrel. A transzgén egy tengeri szell6rozsa piros fluoreszcens fehérjéje volt,
mely random integralddott a kutya fibroblaszt sejtjeibe. Ezutdn a fibroblaszt sejtekbdl szomatikus nuklearis
transzferrel a transzgént petesejtbe juttattak, amit osztédas utan iltettek be potanyakba. A kutatok most azon
dolgoznak, hogy a kivant inszercidt specifikus helyre lehessen bevinni. Ha ez sikeriil, akkor kovetkez6 1épésként
Osztrogén receptor KO kutyakon tanulmanyoznak a hormon termékenységre gyakorolt hatasat. Ugyanebben az
évben, mikor az els6 transzgenikus kutya is sziiletett, japan kutatok bejelentették, hogy virus-kozvetitett
géntranszferrel el6allitottak az elsd stabil transzgenikus féemlds torzset. A transzgenikus vonal sikeresen szaporodik,
€s utddai is tartalmazzak a transzgént, ami egy zold fluoreszcens fehérje (GFP: green fluorescent protein). Az
ujonnan eléallitott foemldsokben az egéren nem tanulmanyozhato betegségeket szeretnék vizsgalni, mint amilyen
a Huntington kor vagy az infarktus. 2011-ben amerikai-japan kutatok sikeresen hoztak létre GFP transzgént
tartalmaz6 macskat, mely a késobbiekben modellje lehet az emberi HIV okozta AIDS betegségnek, mivel a macska
immundeficiencia virus (FIV: feline immunodeficiency virus) a HIV rokona.

15.1.3.3. Transzgenikus allatok az élelmiszeriparban

Annak ellenére, hogy a transzgenikus ndvények joval elterjedtebbek az élelmiszeriparban, szamos példat talalunk
a GM éllatok felhasznalasara is. Az ilyen, géntechnologiai modszerekkel modositott allati termékek egy része arra
szolgal, hogy az adott termék emberi egészségre gyakorolt pozitiv hatasat fokozzak. Ilyen a csokkentett koleszterin
tartalom, magas vérnyomast csokkentd angiotenzin-konvertalé enzim inhibitorok vagy immunrendszert stimulalo
peptidek jelenléte az ételben. A husipar nagy felfedezettje egy olyan transzgenikus sertésvonal, ami nagyobb
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aranyban termel telitetlen zsirsavakat, mint telitetteket, igy husa egészségesebb, és fogyasztasaval csokkenthetd
az infarktus vagy a szivproblémak veszélye. Transzgenikus marhaval a tejtermékek legkiilonbozobb valtozatait
kiiitésével), laktozmentes tej (o-laktalbumin gén kititésével), vagy csecsemotej (laktoferrin taltermeléssel). A tejben
talalhato egyik fontos Osszetevo, a kazein kiilonb6z0 tipusai hatdrozzak meg a tej fizikokémiai tulajdonsagait.
Ezért a kazein a tejmindség javitasanak az egyik f6 célpontja. Az egyes Osszetevok valtoztatasanak hatasa, illetve
mellékhatasainak mértéke egérmodelleken jol kovethetd.

y mr

15.1.3.4. Transzgenikus allatok a gyégyszeriparban: human fehérjék
eléallitasa

A terapiara hasznalt human fehérjék emberi vérbol vagy szovetekbdl torténd eldallitasa kis hatékonysagu, draga,
id6igényes és magaban rejti a human kérokozok terjesztésének veszElyét. Rekombinans baktérium vagy sejtkultirak
felhasznalasaval egyszeriibb a gydgyszerfehérjék termelése. Hatranyuk, hogy a baktériumok csak viszonylag
egyszerl fehérjék termelésére képesek, a poszt-transzlacios modositasokra alkalmas mechanizmusok pedig limitaltak.
Megfelelonek bizonyul erre a célra tobbféle transzgenikus allat, a barany, kecske, marha, sertés, s6t a nyul
emlOémirigye, mellyel sok fehérje eldallithat6. A rekombinans fehérje az allatbol a tejjel tavozik, igy tisztitasa sem
jelent kiilondsebb problémat. Ezen allatokban a glikozilacids mintazatok és a poszt-transzlacios modositasok is
felhasznalnak. Igéretes lehetdség gyengén immunogén antigének elleni ellenanyag termeltetésére neonatalis Fec-
receptorra transzgenikus allatok (egér, nytl) 1étrehozasa (az ImmunoGenes cég fejlesztése).

Szamos rekombinans fehérjét termelnek emlomirigy specifikus promoterrel rendelkezé génkonstrukciokkal. Az
igy termelt a-antitripszin, antitrombin-III vagy szdveti plazminogén aktivator (TPA) jelenleg klinikai kiprobalas
alatt all. Transzgenikus nyulak emlémirigye altal termelt a-gliikozidazt sikeresen alkalmaztdk a Pompe-kor
kezelésére. Ez a betegség a glikogénraktarozas rendellenességeihez vezet és halalos két éves kor alatt, amennyiben
a beteg nem kap o-glikkozidazt. Egy masik esetben biologiailag aktiv laktoferrint allitottak eld transzgenikus
szarvasmarha tejében, amivel profilaxist illetve szamos fert6z6 betegséget lehet kezelni. A géntechnologia uton
(baktériumban, éleszt6ben, névényi és allati sejtekben) eldallitott terapias célu fehérjék szama gyorsan novekszik.
A 15.1. tablazatban &sszefoglaltuk a legfontosabbakat (részben az FDA altal jovahagyott, részben klinikai
kiprobalas, részben még kisérleti stadiumban vannak)

A kiilonb6z6 baktériumok ndvekvo antibiotikum rezisztenciajaval parhuzamosan egyre né az ujfajta antimikrobialis
anyagok iranti igény. A kationos antimikrobialis peptidek (AMP) tulajdonsagai igen sok elvarasnak megfelelnek:
széles hatasspektrummal birnak, mind a Gram+, mind a Gram- baktériumokat gyorsan elpusztitjak, a klasszikus
rezisztencia gének nem hatnak rajuk, illetve kiilonbozo allatmodellekben is aktivnak bizonyultak. Az AMP
specifikusan a bakterialis sejtmembrannal keriil kozvetlen kapcsolatba, amiért a rengeteg anionos foszfolipid és
az alacsony membranpotencial a felelds. Ugy gondoljék, hogy az AMP a membrant fizikailag roncsolja, illetve
intracellularis molekulakkal is kapcsolatba 1ép. Az ¢élovilagban sokféle AMP-t fedeztek mar fel, azonban ezek
emberre akar toxikusak is lehetnek (pl. rovar AMP).

A bemutatott sikerek ellenére azt is fontos megjegyezni, hogy jelenleg nem minden fehérjét lehet transzgenikus
allatok felhasznaldsaval eldallittatni. Az eritropoetin termeltetésére iranyuld erdfeszitések példaul mind
szarvasmarhaban, mind nytlban kudarcot vallottak, utébbi esetben a géntermék toxicitasa miatt. A példabol latszik,
hogy a technologidnak jelenleg még vannak korlatai.
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15.1. tablazat: Rekombinans fehérjék terapias hasznalatra

fehérie neve fimkeio és'vaey alkalmazias relkcomhinans felidrie forrdsa
Szovett plazmunogeén aktivator | plazmin  aktivacio,  vémbgiok | tr-kecske
(TPA) feloldasa; szivinfarkins kezelése
WiII-as véralvadas faktor veralvadashoz saikseges, | t-jul, CHO és HEE (Inman)

hemofilias eovénelk kersldsdare seqtkuliira,
grammlocita  kolomia  stinmlalo | fehérvérsept ndvekedesi faktor, | E. coli, CHO sejtkultira

faktor (G-CSF) wnmindeficienciak  fertozések
EVOTVEZeLe

anfitnpszin elasztaz  mlubitor; emfizema | t-jul,
kezalése

CFTR cisztas fibrozis transzmembran | tr-juh
resilator, CF betegalk Kezelése

hemoolobin mesterséoes vérhez Ir-sertés

protein antizoasulans, vémde feloldisa | fr-zertes

inzulin Diabetes kezelés E. coli_éleszia

Egy érdekes 1j fejlesztés a transzkromoszomalis allatok létrehozasa. A human immunglobulin teljes nehéz és
konnytilanc szekvencidjat tartalmazé human mesterséges kromoszomat (HAC: human artificial chromosome)
marha fibroblaszt sejtekbe juttattak, amely sejteket ezutan nukledris transzferre hasznaltak. A transzkromoszomalis
utddok a vériikben human immunglobulint termeltek. Egy ilyen rendszer nagy elrelépés lehetne a human poliklonalis
ellenanyagok termelésében. Szintén igéretes génterapias kisérletek folynak a Duchanne izomdisztéfia (MDM)
HAC-vektorral torténd ,,génjavitasara”. Az még a jovo kérdése, hogy az extra kromoszéma mennyire marad fenn
a kovetkezd generacidkban, €s mennyire stabil a réla torténd expresszio.

15.1.3.5. Transzgenikus allatok a kornyezetvédelem szolgalataban

Az Enviropig néven elhiresiilt transzgenikus sertést kornyezetvédelmi okokbol hoztak 1étre. A gabonafélékben
talalhato foszfort a sertés nem képes lebontani, igy az nagy mennyiségben jut a talajba, illetve ivovizekbe az
iriilékkel egyiitt tavozva. A gazdak eddig foszfort bonto fitdz enzimet is tartalmazo takarmany vasarlasara voltak
kotelezve, hogy csokkentsék kornyezetiik foszfat szennyezését. Az Enviropig tartalmazza a fitaz gént, ami az allat
nyalaban termelddik. Az eredetileg E. coli baktériumbol szarmazoé fitaz gént egy egérbdl szarmazo konstitutiv
promoéter mogé klonoztak be, amit a sertés kromoszoémajaba mikroinjektalassal juttattak be. A modszerhez nem
volt sziikség viralis géntranszferre vagy marker génre, a transzgén a genom egy specifikus helyére épiilt be, ahol
stabilan fennmaradt.

15.2. Génterapia

A génterapia célja, hogy genetikailag hibas testi sejtek genomjat modositsa emberben, a helyes gén bevitelével
hozva helyre az ,,elromlott” gén szerepét. Az emberi zigéta, vagy az ivarsejtek genetikai modositasa etikai normakat
sért, ezért a génterapia kifejezetten a nem 6roklédo, szomatikus sejtek genetikai allomanyat célozza meg. Kétféle
szomatikus sejttipust hasznalhat a génterapia: dssejteket és differencialt, nem osztddo sejteket. Az dssejtek esetében
a transzgént hordozé vektor RNS virus (retro- vagy lentivirus) az, ami beépiil az 6ssejt genomjaba, igy osztodast
kdvetden is jelen van az utddsejtekben. Génterapiara jelenleg kétféle forrasbol szarmazo Ossejtet hasznalnak, az
egyik a csontvel6bdl szarmazo hematopoetikus dssejt, a masik egy, a bor also rétegében talalhaté Gssejttipus. Ezek
az Ossejtek viszonylag konnyen hozzaférhetéek, és ex vivo is fenntarthatok. A génterapia masik célpontja -
differencialt, nem 0sztodo sejtek - esetében, a vektor nem kell, hogy beépiiljon a genomba, igy itt DNS virusokat
hasznalnak (adenovirus vagy adeno-asszocialt virus) transzgén hordozoként. A legtjabb iranyzat, hogy virus-
alaptl génbejuttatas helyett a transzgént egy halak genomjaban megtalalt és ,,felélesztett” transzpozon (ugralo
gén) viszi be a gazdasejt genomjaba (1d. 14.5.5. fejezet). Egy ,,alvo” hal transzpozonbo6l késziilt a Sleeping Beauty
(Csipkerodzsika) névre hallgatd, human sejtek genomjaban ,,ugrald” transzpozon, amivel transzgének vihet6k be
human sejtekbe (két magyar kutatd, Izsvak Zsuzsa és Ivics Zoltan eredményei).

A génterapia alkalmazhatoésaga sok akadalyba iitkozik. A technoldgia meg kell, hogy kiizdjon a transzgén
bejuttatasanak gyenge hatékonysagaval, az alacsony szintii fehérje expresszioval, az integracioval jaré mutagenezis
veszélyével és a vektor vagy a fehérje altal indukalt immunvalasszal. A viralis vektorok hasznalata is veszélyt
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rejthet magaban. Bar a vektor nem tartalmaz patogenitasi faktorokat, egy €16 szervezetbe keriilve mindig fennallhat
annak a lehetdsége, hogy a betegséget okozo tulajdonsagok visszatérnek.

Az elsé génterapias kisérletet 1990-ben végezték az Egyesiilt Allamokban, egy adenozin-deaminaz- és sulyos
kombinalt immundeficiencia (SCID: severe combined immunodeficiency) betegségekben szenvedd paciens esetében.
Azdta szerte a vilagon par ezer génterapiat alkalmazo6 klinikai tesztrél szamoltak be, kiilonb6z6 betegségek sikeres
gyogyitasaval kapcsolatban (X kromoszoma kapcsolt SCID, adrenoleukodisztrofia, kronikus limfoid leukémia,
Parkinson kor). 2012-ben az Eurdpai Bizottsag elfogadta az els6 génterdpian alapuld kezelést hivatalos
gyogymodként, mely 2013 végétél mar széleskoriien alkalmazhatd lesz az Eurdpai Unidban és az Egyesiilt
Allamokban egyarant. A Glybera markanéven forgalomba keriil génterapias szer a stilyos hasnyalmirigy gyulladast
okoz6 lipoprotein-lipaz deficienciaban szenveddknek nyujt gyogyulast. A human lipoprotein-lipaz (LPL) génjét
szallito vektor az adeno-asszocialt virus 1-es szerotipusa (AAV 1), amely a vazizom sejteket célozza meg (1d.15.9.
abra). A vazizom sejtek az LPL {6 termelési helyei. A kezelést kovetd 3-12 hétben a vérben 1évé zsirok
koncentracioja jelentésen lecsokken. Az AVV1 alkalmazéasanak nagy elonye, hogy hianyoznak a patogenitési
faktorai és nem épiil be a genomba, igy nem okoz random mutagenezist, ami a rak kockazatat novelné. Az AVV1
nagyon alacsony immunvalaszt indukal, ami altalaban semlegesitd antitestek termelésében meriil ki, és alacsony
a citotoxikussagot okozo6 valaszreakcio is.

viralis transz-viralis

DNS  gén DNS

o ]

. vektor RIS o g
: 5 (adenovirus) ¢ y 4
membranhoz 5 }
kitddése — L . _ > 4
SR e
a vektor vezikulumba * zep &
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- ,'."_ : % P &
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15.9. abra: Adenovirus-kozvetitett génterapia. A virusvektor specifikusan felismeri az izomsejteket, amikbe
receptor medialt endocitézissal jut be. A sejt belsejében az endicitotikus vezikulum lebomlik, majd a virusvektor
kiszabadulasa utan a sejtmag porusaihoz asszocialodik. A sejtmagba a transzgén a virus DNS-sel egyiitt jut be.
(Forras: US National Library of Medicine).

A mai normék szerint a human génterapia nem érintheti az ivarsejteket, illetve a transzgén generaciorol generaciora
nem Oroklédhet. A génterapia hasznalatakor alkalmazott alapvetd gondolkoddsmod, a Weismann-elv értelmében
az informéacid mindig az ivarsejtek fel6l aramlik a beldliik kialakult szomatikus sejtek felé, és soha nem forditva.
Azonban ez nem mindig torténik igy. Az RNS alap retrovirusok reverz transzkriptaz segitségével épiilnek be a
genomba, és aktivitasuk révén gyakran szallitanak géneket egyik sejtb6l a masikba, vagy akar egyik fajbol a
masikba (horizontalis géntranszfer). Ha egy szomatikus gént szallito retrovirus egy ivarsejtet fert6z meg, a szomatikus
génnel egyiitt beépiilhet annak genomjaba. Fontos megjegyezni, hogy az emberi szervezetben szdmos endogén
retrovirus létezik, mely igen fontos lehet a génterapia jovéje szempontjabol.

15.3. A transzgenikus élélények
felhasznalasanak tudomanyetikai és
kornyezetbiztonsagi kérdései

A géntechnoldgiai modszerekkel torténd transzgenikus él61ények eldallitasa szigori szabalyozas alatt all, mely
kiterjed a kisérletes munkat megel6z6 engedélyeztetési eljarasra, a laboratoriumban felhasznalasra keriild
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protokollokra illetve a transzgenikus €l61ény késébbi sorsara. Ezek a szabalyok orszagrol orszagra valtozhatnak,
kivaltképp az emberi fogyasztasra szant transzgenikus élelmiszerek felhasznalasanak és piacra keriilésének
tekintetében, ahol a legszigorubb szabalyozas az Eurdpai Unidban van. Az EU-ban — éles ellentétben példaul a
GMO-t sokkal inkébb tamogaté Egyesiilt Allamokkal — minden genetikailag modositott élelmiszer uj élelmiszernek
mindsiil, ebbdl adododan egyedi engedélyeztetési eljarasra kotelezett. Magyarorszagon az alkotmany tiltja a GM
novények szabadtéri termesztését.

A transzgenikus élelmiszerek termesztésének és fogyasztasanak a kérdése ¢éles vitakat valt ki vilagszerte, ahol a
tudomanyos érvek mellett sokszor az érzelmek és a politika is jelentds szerephez jut. A vilag novekvd emberi
tovabb sulyosbit. Fontos tovabba, hogy ha fizikai értelemben képesek is vagyunk az emberiség szamara sziikséges
mennyiségli élelmiszer megtermelésére, azt olyan kdltséggel €s hatékonysaggal kell tenniink, hogy az mindenki
szamara hozzaférhetd és megfizethetd legyen. Amig egy atlagos észak-amerikai lakos a jovedelmének 12%-at
kolti csupan élelmiszerre, addig ez a szam Magyarorszagon 27%, de Afrikaban és Azsidban akér 60-80% is lehet.
Ha az élelmiszer arak tovabb nének a fejlédd orszdgok emberei egész egyszeriien nem lesznek képesek élelmet
vasarolni. Ilyen koriilmények kozott a GM-novények elényei, mint a magasabb terméshozam vagy a kiszamithatobb
termelés felértékelddnek.

Nem szabad azonban megfeledkezni a GM élelmiszerek termesztésének és fogyasztasanak kdrnyezeti €s egészségligyi
kockazatairol sem. A GM-élelmiszerek fogyasztasaval kapcsolatosan nincs olyan dokumentalt eset, ami azt
bizonyitana, hogy a génmodositas, mint technoldgia barmiféle egészségiigyi kockazatot jelentene. Ettdl fliggetlentil
a transzgén altal kodolt fehérje kivalthat allergias reakciokat az arra érzékeny emberekben, amivel szamolni kell.

A transzgenikus emldsok, kivaltképp a foemlésok kisérleti illetve gydgyszeripari felhasznalasa is szdmos vita
forrasa, melyben az ellenzok az allatok ,,felesleges” kinzasa ellen tiltakoznak. Nem szabad azonban megfeledkezniink
arrol, hogy az allatkisérletek massal nem helyettesithetok, igy sziikségesek. Az allati aldozatok minimalizalasa
illetve a veliik valé kiméletes banasmod minden kutato torvényi €s erkdlesi kotelessége.

A humaén génterapia - korunk nagy lehetdségekkel kecsegtetd gyogyaszati alkalmazéasa - bar még gyerekcipdben
jar, mégis rengeteg etikai kérdést vet fel. Hogyan lehet kiilonbséget tenni a génterapia ,,jo” és ,,rossz” felhasznalasa
kozott? Ki donti el, hogy mely tulajdonsdgok normalisak, és mik a rendellenesek? Megengedhet6-e az alapvetd
képességeink génterapiaval vald fokozasa, igymint fizikai teljesitd képesség vagy intelligencia? Bar a jelenlegi
szabalyozas szerint a human génterapia nem érintheti az ivarsejteket, illetve a transzgén generacidrdl generaciora
nem Oroklédhet, nem tudhatjuk, hogy e tekintetben mit hoz a holnap.
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16. fejezet - Iranyitott evolucioés
technikak

A molekularis biologiai modszerek fejlédése lehetdvé tette a gének klonozasat és az iranyitott mutagenezist, azaz
egyes aminosavak célzott kicserélését, minek koszonhetéen ma mar a fehérjék aminosav sorrendje szabadon
valtoztathatd. A kutatok mutagenezisen alapulo technikak sorat fejlesztették ki. A fehérjék vizsgalatanak Klasszikus,
fehérjemérnoki megkozelitése egyedi fehérje-mutansok vizsgalatan alapul. Az ilyen vizsgalatok soran a fehérje
tulajdonsagait hasonlitjadk 6ssze a természetben is eléforduld, ugynevezett vad tipusu fehérjével. A mutaciok
szerkezetre és funkciora gyakorolt hatasan keresztiil igyekeznek a vad tipust aminosavak szerepét feltarni. Hamar
kidertilt azonban, hogy a lehetséges valtozatok nagy szama miatt az 9sszes varianst nem lehet eldallitani. A fehérje
minden poziciot érintd teljes feltérképezésének gyakorlati akadalyai vannak, mar egyedi mutansok vizsgalata
esetén is, a mutaciok kombinacidjarol nem is beszélve. A sok egyenkénti mutans eldallitasa, tisztitasa és vizsgalata
igen ido- és koltségigényes. A vizsgalatok eredményei alapjan felmeriil6é Gjabb kérdéseket megvalaszolni, a
hipotéziseket alatdmasztani csak egy, de altalaban tobb jabb mutans eldallitasaval és vizsgalataval van mod.

Attorést jelentett az iranyitott evolticios modszerek megjelenése. Ezek a modszerek olyan esetekben alkalmazhatok
egyszerlien, amikor a vizsgalat tdrgya valamely adott molekulahoz szelektiven k6t6do fehérje. Az evolucid
miikddésbe 1épésének minddssze néhany alapvetd feltétele van: a szaporodas képessége, az 6roklodés (az utod
hasonlit a sziil6(k)re) és a valtozatossag (az utdéd nem tokéletes masolata a sziilé(k)nek). Abban a rendszerben,
amelyben a feltételek teljesiilnek, evolicios folyamatok indulnak be abban az esetben, ha a tagok eltérd tulajdonsagai
befolyasoljak azok szaporodasi sikerét, azaz a ratermettséget. Egy ilyen rendszerben az adott kdrnyezeti feltételek
kozott legjobban teljesitok szaporodnak a legnagyobb mértékben, utddaik aranya a kdvetkez6 generacioban nagyobb
lesz (1d. 16.1. abra). Az abran bemutatott rendszerben a kiindulo6 helyzethez képest az A egyedek aranya megndtt,

V4

1A 1B A B
Pt B T
W28 BEEE € ¢
FAR /\
ol 3B 1.4 I EE @ 4

16.1. abra: Az evolvalodo rendszerek altalanos abrazolasa

A folyamat, ha hosszu id6 (illetve elegendden sok szaporodasi ciklus) all rendelkezésre, a valtozatok bamulatos
sokféleségét képes l1étrehozni, mely valtozatok rendelkeznek az adott kdrnyezetben valé fennmaradashoz és a
tovabb szaporodashoz sziikséges adaptaciokkal. Erre a f6ldi él6lények diverzitasa a latvanyos bizonyiték. Az
iranyitott evolucidés modszerek az evolicidhoz hasonldéan miikddnek, és a természetben eléforduld folyamatokat
utanozva segitik a kutatot. Mitkodésiik a fehérje nagyszamu egyedi mutansanak, a valtozatossagnak (variansok
konyvtara) eldallitasan és az igy létrehozott sokasagbol a szelektiv kotésen alapuld szelekcion nyugszanak. A
kutat6 donti el, hogy a fehérje mely részeinek mekkora valtozatossagat hozza 1étre, és, hogy milyen tulajdonsagra
szelektdl, innen az irdnyitott jelzo.

16.1. Az iranyitott evoluciés megkozelitésrol
altalaban

Az iranyitott evolucios technikak nagy eldnye, hogy a mutansokat nem kell egyenként eléallitani, tisztitani és
vizsgalni. A génkonyvtarat kiillonboz6é, PCR-en és/vagy degeneralt szintetikus oligonukleotidok hasznalatan alapulo
moddszerek segitségével, egy reakcidban allitjak el6. A génkonyvtarat ugy fejezik ki fehérjék formajaban, hogy
azok a génjeikkel fizikai kapcsolatban maradnak. A szelekeié soran a kotdpartnerrel 6sszehozva kivélaszthatok
a sokasagbol azok a fehérje valtozatok, melyek teljesitik a szelekcios feltételeket. Egyedi mutansok vizsgalata
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helyett ezen, funkciora szelektalt gének szekvencidjanak analizisével derithetd ki, hogy a vizsgalt fehérjén milyen
aminosavak sziikségesek vagy alkalmasak a funkci6 ellatdsara. A kényvtarkészités és a szelekciéo soran
tulajdonképpen egy térben zajlik sok millio egyedi kisérlet, melyeket egyenként képtelenség volna elvégezni.
fgy sokkal tobb mutans megvizsgalasara van lehetéség, mint egyedi véltozatok elallitisa esetén. A modszer
altalanos sémajat a 16.2. abra ismerteti.

A vizsgalt fehérje génje
l Mutaciok létrehozasa

== == Mutans genek kdnyvtara

Szikség esetén

Ujabb mutaciés és [ A kényvtar kifejezése
szelekcios ciklusok

alkalmazhatdak g
_ @ gV
(B35 =a - Mutans fehérjék a génekkel
o) @@ fizikai kapcsolatban

A kivalasztott

fehérjék génjei L@ i ':5:4 J- @
[}
A ‘_.h
A kivalasztott Ee @@
fehérjék

A nem-kdto feheérjek eltavolitasa

Szelekcid

16.2. abra: Az iranyitott evolicios eljarasok altalanos abrazolasa

A konyvtarkészités soran a mutaciok aranya és tipusa bizonyos hatarok kozott szabadon, illetve a céloknak
megfelelden valaszthatd meg. A szelekcios feltételeket, a szelekeiod koriilményeit szintén a vizsgalat céljatol fliggéen
lehet beallitani. Ennek koszonhetden lehetdség van nagyobb affinitast kdlcsonhato partnerek, vagy enzimek esetén
nagyobb katalitikus aktivitast valtozatok eldallitasara éppugy, mint az eredetitdl eltérd partner kotésére, illetve
atalakitasara képes fehérjék kifejlesztésére. Az igy eldallitott, korabban nem létezo6 fehérjék, illetve enzimek egy
részét ipari folyamatokban vagy terapias célokkal hasznaljak, ami a megkozelités oriasi gyakorlati jelentdségét is
mutatja.

Az irdnyitott evoluciés mddszereknek is vannak ugyanakkor korlatai. A kdnyvtarkészitési és szelekcios eljarasok
csak bizonyos variancidju konyvtarak ateresztésére képesek, nagyobb konyvtar alkalmazasa esetén konnyen
elveszhetnek véletlenszertien olyan valtozatok is, melyek teljesithetnék a szelekcios feltételeket. Olyan kdnyvtar
létrehozasanak, ami egy adott hosszusagu polipeptid Osszes lehetséges varidnsat tartalmazza, mar elvi akadalyai
is lehetnek a lehetséges varidnsok szdmanak exponencialis névekedése miatt. Egy 60 aminosavbdl allé polipeptid
esetében a lehetséges varidnsok szdma 20% ami meghaladja az univerzumban 1étez6 elemi részecskék szamat.
Vagy az egyes poziciokban eléfordulé aminosavak szdmat, vagy a vizsgalt pozicidok szdmat korlatok kozé kell
szoritani. A modszerek alkalmazhatdsagat korlatozza az is, hogy segitségiikkel csak mas molekulahoz szelektiven
koto fehérjék vizsgalhatok, melyeknek a kotdpartnere is ismert.
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16.2. Konyvtarkeészitési technikak

16.2.1. PCR alapu konyvtarkészitési eljarasok
16.2.1.1. Hibat ejt6 (error-prone) PCR

A PCR alapu konyvtarkészités legegyszeriibb modja az ugynevezett hibat ejtd (error prone) PCR alkalmazasa,
amelyet részletesen ismertettiink a 11.1.2. fejezetben. A hibat ejté PCR olyan eljaras, melynek soran gyakrabban
hibazé DNS-polimeraz enzim hasznalataval, a reakciokoriilmények szuboptimalis, hibara hajlamositd beallitasaval,
vagy éppen egyenl6tlen aranyban adagolt nukleotidokkal a vizsgalni kivant fehérje génjének PCR-rel torténd
felszaporitasa soran véletlenszerti pontmutaciokat tartalmazé kopiakat tartalmazé génkdnyvtarat allitanak eld. Ezt
kovetden a mutansokat is tartalmazo kdnyvtarat fehérje formaban kifejezik, és egy megfeleld szelekcids modszerrel
kivalaszthatjak a sokasagbol a megvaltozott funkcidji fehérjéket. A kivalasztott fehérjék ezutan tovabb vizsgalhatok.
Megallapithatd a mutacié vagy mutaciok pontos helye és tipusa, valamint a funkciora gyakorolt hatdsa. A modszer
alkalmazasaban nehézséget okoz példaul a helyes mutaciods rata megvalasztasa, ugyanis a mutaciok kozott a karos,
példaul teljes funkciovesztést okozd mutaciok sokkal gyakoribbak, mint a hasznosak, amelyek a funkcié kimutathatd
megvaltozasaval jarnak. Magas mutécios rata esetén a sok karos, példaul a térszerkezetet torzité mutacio elfedheti
a vizsgalat szempontjabol hasznos, megvaltozott funkciot eredményez6 mutaciok hatasat, mig tul alacsony mutacios
rata esetén a vadtipus dominanciaja miatt nehezebb a mutansokat megtaldlni. A pontmutacion alapuld technika
elénydsen megvaltozott specifitast fehérjék eldallitasara kevéssé alkalmas, ugyanis a mutaciok véletlenszertien
jelennek meg, és egy 1ényeges funkcionalis ugras elérésé¢hez valdsziniileg tobb aminosav egyiittes megvaltozasara
van sziikség.

Bar nem PCR technika hasznalatan alapul, de szintén random mutaciokat tartalmazo konyvtar el6allitasara alkalmas
moddszer a hibara hajlamositott E. coli sejtek hasznalata (1d. 11.1.1. fejezet). Ezek a sejtek a DNS hibajavitas
bizonyos fehérjéi, vagy proofreading aktivitassal rendelkez6 DNS-polimerazok mutans valtozatait hordozzak,
ezért ezekben a sejtekben a DNS replikacié sok hibaval zajlik.

16.2.1.2. ,,Szexualis” PCR

A fejlettebb PCR alapu eljarasok a konyvtarkészités soran a homoldg rekombinacioval analdg folyamatokat
hasznalnak ki. Szamitogépes szimulaciok igazoljak, hogy a rekombinacio képességével rendelkez6 rendszerek
gyorsabban evolvalodnak és ,robosztusabbak”, vagyis kiils6 behatasokra (esetiinkben karos mutédciokra)
ellenallébbak, mint azok, melyek rekombinaciora képtelenek. A rekombinacio biztositja a kiilonb6z6 egyedekben
1étrejott mutaciok keverését. A rekombinacio és szelekcid egyiittes megvaldsulasa lehetdvé teszi a kedvezo mutacioé
kombinaciok kialakulasat, valamint megakadalyozza a karos mutaciok elszaporodasat. A fent leirt hibara hajlamos
PCR, valamint a kés6bb bemutatasra keriilé helyspecifikus mutagenezisen alapulé technikdk nem rendelkeznek a
rekombinacio képességével, ellentétben a kdvetkezokben ismertetett ,,szexualis PCR” mddszerrel (1d. 16.3. abra).

A szexualis PCR vagy DNS keverés technika a természetes vagy mesterséges valtozatossag homolog
rekombindcidval torténd keverését imitald in vitro modszer, ami kombinalhaté az igy 1étrejovo valtozatok
szelekcidjaval. A vizsgalt fehérje génjének a természetben eléforduld vagy példaul hibara hajlamos PCR segitségével
eloallitott kiilonbozo valtozatait DN-az I enzim segitségével véletlenszertien fragmentumokra hasitjak, majd az
igy kapott DNS toredékeket tartalmazo mintan hozzaadott primerek nélkiil PCR-t végeznek. A PCR soran a gén
kiilonboz0 valtozataibol szarmazo téredékek a komplementer szekvenciaji szakaszoknal parosodhatnak egymassal,
igy kvazi primerként szolgalva a masolashoz. Az eredetivel megegyez6 hosszisagl szekvenciak épiilnek fel a
PCR reakcio soran, amelyek tobb kiindulasi szekvenciara jellemz6 szakaszbol allnak. Az ujra felépiilt szekvenciak
a valtozatok olyan kombinacioit hordozzak, melyek a sziil6i szekvenciak k6zott nem fordultak eld, azaz a valtozatok
kozott rekombinacio kovetkezik be. A rekombinacionak koszonhetéen a modszer alkalmas a kezdeti variacio
kombinatorikus keverésére, segitségével kombinatorikus konyvtar allithatod el6. A rekombinacio elénye tehat a
tobbi mutagenezis technikaval szemben, hogy tobb cikluson keresztiil zajlo molekularis evoluciora ad lehetéséget.

222

http://www.renderx.com/



render

Iranyitott evolucios technikak

Homoldg gének

A gének hasitasa kis
viéletlenszerd fragmentumokra

. N A GRS e e BN N N S S —
——y——a—— - N
A mintaval primerek hozzaadasa
nélkil PCR-t végeznek
C e —
Ees—

A l&étrejdvd termékek a templatként hasznalt gének keverékei,
mutdcidk 0 kombinacidit hordozzak

A ktnywvtarbol valamilyen szelekcios eljarassal kivalasztjak azokat
a valtozatokat, amelyek teljesitik a szelekcids feltételeket

16.3. abra: ,,Szexualis” PCR

A mddszer masik nagy elonye a rugalmassagaban rejlik, ugyanis a koriilmények beallitasaval a véletlenszertien
jelentkez6 pontmutaciok gyakorisaga a variacid tovabbi novelése érdekében valtoztathatd. A sziiloi szekvenciak
hozzaadasaval mintegy visszakeresztezést (back cross) is el lehet végezni, amivel a karos, illetve az esetleges
csendes, a funkciot nem befolyasold mutaciok mennyisége alacsonyan tarthatd. A szexualis PCR alkalmazhato
példaul enzimek fejlesztésére is egy olyan eljarasban, ami hasonlit az ellenanyagok képzddésére a szervezetben.
A kutatok négy kiilonbozo b-laktamaz enzim génjét keverték dssze, majd tobb cikluson keresztiil engedtek tovabbi
rekombindciot és pontmutaciot. A ciklusok kozott a konyvtarat hordozo sejteket moxolaktam rezisztenciara
szelektaltak. A leghatékonyabb eléallitott kiméra enzim mind a 4 kiindulasi fehérjétél legalabb 100 aminosav
pozicidban kiilonbozott, és szamos ujonnan megjelent pontmutaciot is tartalmazott.

16.2.2. Helyspecifikus mutagenezisen alapulé eljarasok

A DNS szintetizalds modszereinek fejlodése lehetové teszi degeneralt oligonukleotidok szintézisét, melyek
segitségével - oligonukleotiddal iranyitott helyspecifikus mutagenezis technikakkal - kombinatorikus konyvtarak
allithatok el6. A degeneralt oligonukleotidok gy késziilnek, hogy a szintézis soran a meghatarozott pozicioknal
a reakciohoz tobbféle nukleotidot adagolnak. A tobbféle nukleotid véletlenszeriien beépiil az oligonukleotidokba.
Igy az oligonukleotidoknak egy olyan keveréke keletkezik, melyek az 6sszes lehetséges kombinacioban tartalmazzak
a tervezett mutaciokat (Id. 16.4. abra). A degeneralt oligonukleotidokkal végzett helyspecifikus mutagenezis
segitségével kombinatorikus, azaz a tervezett mutaciokat az oligonukleotidokhoz hasonléan minden lehetséges
kombinacidban tartalmazo fehérjekonyvtar allithaté eld. Az egyes mutaciok gyakorisaga a degeneralt oligonukleotid
szintézise soran a kiilonb6z6 nukleotidok adagolasakor, azok aranyanak helyes megvalasztasaval allithat6 be. A
helyspecifikus mutagenezis technikdkon alapuld konyvtarkészitési eljarasok elénye, hogy a mutaciok pozicidja és
az egyes pozicidkban 1étrejovo valtozatossag pontosan tervezhetd.
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A degeneralt cligonukleotid keverék
templaton vald letapadasat biztosito részl
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oligonuklectid keverék jon létre

16.4. abra: Degeneralt oligonukleotid szintézis

16.1. tablazat: IUB nukleotid szimbolumok

A megvaitoztatni kivant pozicidk szintézisekor tobbféle nukleotidot
is adagolnak a reakcidhoz, igy a kivant valtozatossagot tartalmazd

Szimbolum | Jelentés (bazisok) o0 ooyl R i
A A Adenin U
G G Guanin c
c c Citozin G
T T Timin A
u u Uracil A
R G vagy A puRin Y
¥ TiJ vagy C pYrimidin R
M A vagy C aMino K
K G vagy T/IU Keto M
5 G vagy C erds (Strong) kolcsonhatas W
W A vagy TIU gyenge (Weak) kblcstinhatis s
B G vagy C vagy T/U nem A v
D A vagy G vagy T/U nem C H
H A vagy C vagy T/IU nem G D
v Avagy G vagy C nem T/ B
N A vagy G vagy C vagy T/U barmelyik (aly) N

16.2.2.1. Telitési mutagenezis

Telitési mutagenezis soran a vizsgalt poziciokban mind a 20 aminosav el6fordulasa megengedett. [lyen konyvtarak
esetében a randomizalandd poziciokban a degeneralt oligonukleotidok altalaban NNK vagy NNS kodonokat
tartalmaznak, ahol N a négyféle bazist jelenti, K = G/T és S = G/C (Id. 16.4. abra és 16.2. tablazat). Az NNK és
NNS kodonok 32 kodon keverékét eredményezik. A 32 lehetséges kodon kodolja mind a 20 aminosavat, és
minddssze egyféle stop kodon megjelenését teszi lehetdvé. Ezzel elérhetd, hogy a konyvtarban az egyes aminosavak
kiindulasi ardnya egyenletesebb legyen, mint NNN kodonok alkalmazésa esetén, valamint a stop kodon eléfordulési
gyakorisaga is kisebb.
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Telitési mutagenezissel egyszerre kevés pozicio vizsgalhatd, mert a konyvtar elméleti mérete, azaz a lehetséges
valtozatok szdma 6-7 pozicid vizsgalata esetén eléri a leggyakrabban alkalmazott szelekcios technikak altal
vizsgalhaté maximalis méretet. Az ezzel a mddszerrel készitett konyvtarak legfontosabb alkalmazasi teriiletei
altalaban lokalizalt régiok feltarasat célozzak meg. llyen feladatok pl. lineéris peptid motivumot felismerd fehérjék
preferenciainak feltarasara random peptid konyvtarak alkalmazasaval, vagy az ellenanyag variabilis hurok régiok
vizsgalata. A telitési mutagenezis a legjobb vélasztas akkor is, ha rovid dsszefiiggd szakasz iranyitott evolicios
vizsgalatat célozzuk meg.

16.2.2.2. Mutacidkkal tlizdelt (spiked) oligonukleotidok hasznalata

Az egy konyvtarban vizsgalt poziciok szamanak kiterjesztésére alkalmas modszer a mutaciokkal tiizdelt (spiked)
oligonukleotidok hasznalata. Ilyen konyvtarak esetén a degeneralt oligonukleotid sereg tagjai alapvetden az dsszes
pozicidban a vad tipusnak megfeleld nukleotidot tartalmazzak. A szintézis soran célzottan, a megvaltoztatni kivant
pozicidkban adnak a vad tipusu mellett kis mennyiségben mas nukleotidot vagy nukleotidokat is. A mutagenezis
soran létrejovo konyvtar a legtobb pozicidban vad tipusu géneket fog tartalmazni, amelyek a vad tipusttol eltérd
nukleotidok adagolasanak fiiggvényében fognak mutaciokat hordozni. Ezt a modszert hasznaljak példaul, ha egy
kolcsonhatas paraméterein szeretnének javitani.

16.2.2.3. Megszabott kodonokat hordozé (tailored) oligonukleotidok
hasznalata

Ez a stratégia tigy terjeszti ki a vizsgalatba bevonhato poziciok szamat, hogy az egyes poziciokban csak a lehetséges
20 aminosav egy részének megjelenését engedi meg (I1d. 16.2. tablazat).

16.2. tablazat: Gyakran hasznalt aminosav készletek kodolasa degeneralt kodonokkal az IUB nevezéktan szerint

Degeneralt kodon Jellemzik Kaodolt aminosavak Stop kodonok “::' :r::h
MMM | mind a 20 aminosav | mind a 20 aminosav TAA, TAG, TGA 64
NNK mind a 20 aminosav ~ mindaZ0aminosavy |  TAG | 32 |
MNMNS mind a 20 aminn:au mind a 20 aminosav T_AG 35_
MNC 15 aminosav ACDF.GHILNPRSTVY nincs 16
NWW [ toltott vagy hidrofdb aminesavak [ D.E.FHLELNQVY TAA 16
RVK " toltott vagy hidrofil aminosavak AD,E,G,H,K.N,R,S,T nincs 12
ovT hidrofil A,C.D,GNSTY nines )
NVT toltott vagy hidrofil aminosavak C.D,G.H,NP.R.S.'T,Y nincs 12
MNNT | kevert ADGH.ILNPRSTV nincs 16
we hidrofil aminosavak AD,GHNPRS,T nines 3
NTT | hidrofob aminosavak j FALV "~ nincs I
RST kis oldallancd aminosavak AGST nincs 4
TDK [ hidroféb aminosavak [ CFLWY TAG 6

Ahhoz, hogy ezt a stratégiat eredményesen lehessen alkalmazni, sziikségesek elézetes ismeretek a vizsgalt
interakciorol. Ezek alapjan lehet kivalasztani, hogy az egyes poziciokban milyen aminosavak fordulhassanak el6.
A tervezésben segithet, ha tobb homolog fehérje szekvenciaja ismert, ha mar vannak el6zetes iranyitott evoliicios
eredmények, azaz lehet tudni, hogy milyen karakter(i aminosavak képesek ellatni az interakcio altal megkovetelt
funkciot, vagy rendelkezésre all a vizsgalt molekula haromdimenzios szerkezete.
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16.3. Szelekcids eljarasok

16.3.1. In vitro szelekcios modszerek

In vitro kdnyvtarkészitési és szelekcios modszerek alkalmazasaval van lehetség a legnagyobb, akar 10" kiilonboz6
valtozatot tartalmazo6 konyvtarak eldallitasara. Ennek az oka az, hogy a folyamat soran a DNS konyvtarat in vitro
transzlacios technikakkal fejezik ki fehérje formaban. Ennek koszonhetéen nem kell alacsony hatékonysagu
modszerekkel a DNS-t sejtekbe juttatni, igy a diverzitast csak az in vitro transzlacio soran a rendszerben jelen 1évo
riboszomak és informaciohordozo molekulak mennyisége korlatozza.

16.3.1.1. Riboszoma-bemutatas

A riboszoéma bemutatassal szelektalhat6 kdnyvtarat alkoto gének egy T7 transzkripcids prométerbdl, egy riboszéma-
kotohelybdl, a konyvtarfehérje génjébdl és egy polipeptid linkert kodold szakaszbol allnak (1d. 16.5. abra). A gén
nem tartalmaz stop kodont. A transzkripcidt in vitro végzik T7 RNS-polimerdz segitségével, riboszomak és
aminoacil-tRNS-ek, GTP valamint a sziikséges iniciacios és elongacios faktorok jelenlétében. A konyvtarfehérje
€s az azt koveto linker atirodik, a riboszoma az mRNS végére ér, de a stop kodon hidnya miatt a disszociacié nem
kovetkezik be. Az atirddott peptid linkernek kdszonhetden a konyvtarfehérje el tud tavolodni annyira a riboszomatol,
hogy a feltekeredése zavartalanul végbemehessen és a szelekcid soran a kotépartner hozzaférjen.

A reakci6 soran keletkezd, a riboszomabol, az mRNS-bdl és a konyvtarfehérjébdl allé harmas komplex 4°C-on
stabil. Az igy 1étrehozott fehérje konyvtarbol a vizsgalt fehérje kdtopartnerével kivalaszthatéak azok a klonok,
amelyek a mutaciok ellenére megdrizték a partner kotésének képességét, vagy a muticiok kovetkeztében a
vadtipusnal erésebben kotik azt. A szelekcios kovetelményeket teljesitd fehérjéket kodol6 mRNS-eket reverz
transzkripcid utan fel lehet szaporitani, ezaltal lehetdség nyilik egyrészt ismételt szelekcidra, masrészt a gének
szekvenalasara is.

a bemutatott fehérje —

riboszéma

5
__mRNS
//f ".\"_#___-' ﬂ\w- .'x il — y

o L. -h.-'

16.5. abra: Riboszéma bemutatas

16.3.1.2. mMRNS-bemutatas

Az mRNS-bemutatas a riboszoma-bemutatas tovabbfejlesztett valtozata. A fehérjét kddold6 mRNS 3’ végéhez
puromicin molekulat kapcsolnak kovalensen, egy rovid DNS linkeren keresztiil. Az in vitro transzlacié soran a
riboszéma megall az RNS-DNS hataron. Ekkor a puromicin belép a riboszoma peptidil-transzferaz helyére, és
stabil amid kotést alakit ki a keletkez6 fehérje C-terminalisaval. A keletkezé komplex stabil, a kifejezett konyvtar
a riboszoma-bemutatashoz hasonloan szelektalhato.
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16.3.2. A fag-bemutatas

A fag-bemutatds az iranyitott evoluciés modszerek legkorabban kifejlesztett képviseldje. Egyszeriségének,
rugalmassaganak és hatékonysaganak kdszonhetden mindmaig a fag-bemutatas a leggyakrabban alkalmazott
iranyitott evolticios eljaras (Id. 16.6. abra).

Fag-fehérje kinyvtar

L—Ii—]:r. In vitro szelekcid

E] kikatott célmolekulan |_—._|
:::::-

= J;:

L= ]

= Nemkéts klidnok

e s et e o eltavolitisa mosassal
A funkcidképes kldnok elvalasztasa

és felszaporitasa baktérium sejtekben 'll
; !
A ciklus tbbbszor megismételhetd, a I=_=1
konywvtar feldasul funkcidcképes klénokban - P ‘,.
n_.l.——.:!_-'

16.6. abra: A fag bemutatas alapvonasai

A fag-bemutatas soran az evolvalni kivant fehérje génjét egy bakteriofag egyik burokfehérjéje génjéhez
illesztik. A gén terméke fuzids fehérje, ami a burokfehérjébol és a konyvtarfehérjébdl all, melyeket altalaban
flexibilis peptid linker kot Gssze. A fzids fehérje beépiil a bakteriofag burkaba, igy a vizsgalt fehérje megjelenik
a fag felszinén. A keletkezo fagok a kétépartner szamara hozzaférhetd formaban fejezik ki a vizsgalt fehérje egy
variansat, és hordozzak annak génjét, azaz megvaldsul a funkcidért felelds fenotipus és az azt kodold genotipus
fizikai kapcsolata. A konyvtarat altalaban helyspecifikus mutagenezisen alapuld eljarassal hozzak 1étre, de van
lehetdség pl. szexudlis PCR alkalmazasara is. A bakteriofag felszinén kifejezett konyvtarbol kivalaszthatok a
szelektiv kotés képességével rendelkez6 valtozatok példaul szilard felszinhez kotott specifikus koétépartner
segitségével. A kivalasztas folyamata tulajdonképpen affinitas kromatografias eljarassal torténik.

Els6 bemutatasa ota a fag-bemutatas a nagyszamu egyedi valtozatot tartalmazé kombinatorikus peptid ill. fehérje
konyvtarak szelekcidjanak leghatékonyabb modszerévé valt. Leggyakrabban a biologiailag jol feltérképezett, nem-
litikus fonalas M13 fag felszinén fejezik ki a konyvtarat, de litikus fagokon (1, T4, T7) megjelenitett konyvtarak
is hasznalatosak.

T7-bemutatas esetén lirikus, kétszala DNS-t hordozo, E. coli-t fert6zé T7 virus felszinén jelenitik meg a fizios
fehérjéket. A DNS az ikozaéder formaju fejbe pakolodik. A fejet a 10-es gén két, eltéré méretli terméke alkotja
hatszogli és 6tszogli lapokba rendezddve. A kis peptideket tartalmazo konyvtarakat a nagyobb burokfehérje C-
terminalisahoz kapcsolva fejezik ki nagy kopiaszamban. Nagyobb fehérjék kifejezésére csak kisebb kopiaszamban
van lehetdség. A lirikus fag hasznalatanak egyik hatranya az, hogy a fagok elszaporodasa soran egy sejtet tobb fag
is megfert6zhet, igy 1étrejohet olyan virus is, ami tobb kdnyvtartagot is kifejez, de koziiliikk csak az egyik génjét
hordozza.

Az M13 fag hasznalatan alapuld konyvtarak elterjedtebbek az egyszeribb kezelhetdség, valamint a genotipus és
a fenotipus kozti fizikai kapcsolat konnyii biztosithatésaga miatt. A fonalas fagok kb. 10 gént tartalmaz6 virusok,
amelyek Gram-negativ baktériumokat fertéznek. A virion egy 6,5 nm atmérdjti, 800-2000 nm hosszu flexibilis
palca, melynek hossza a virionba pakolt DNS mennyiségétol, méretétol fiigg. A virion 5-féle fehérjébdl all. A 6
burokfehérje (protein 8, P8) tobb ezer példanya alkotja a fag burkat. A virion lezarasaért a sejtbdl elsdként tdvozd
végén két burokfehérje (P7, P9) 6t-6t példanya, mig a masik végén két masik burokfehérje (P3, P6) szintén 6t-6t
példanya felel. A burok belsejében talalhato a fag genomyja, egy, a tdrzstél fliggden 5-8000 bazis méreti, cirkularis,
egyszali DNS (ssDNS) molekula. Az M13 bakteriofag F-faktort hordoz6, azaz konjugativ F-pilussal rendelkezd
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E. coli sejteket fertéz. A fertdzés soran a virus ssDNS-e bejut a baktérium sejtbe és a sejt kiilonbozo fehérjéi és
enzimei altal kétszalu, replikativ dsDNS-sé alakul. A kétszalti formarol atirédnak a virus fehérjéi. Ha a viralis
fehérjék koncentracidja meghalad egy kiiszobot, akkor kezdetét veszi a virus genom un. gordiild kor (rolling-circle)
mechanizmus szerint térténd replikacidja, amelynek soran a genom virionba pakolodo szala sokszorozodik meg.
A virion 0sszeszerelodéséhez sziikséges fehérjék a baktérium sejt belsé membranjaba keriilnek, és integrans
membranfehérjeként jatszanak szerepet az Gsszeszerelddésben.

Az M13 bakteriofag felszinén megjelenitett konyvtarak altalaban a P3, a P6 vagy a P8 fehérjéhez kapcsoltan
fejezik ki a konyvtarfehérjét. A fag-bemutatas soran alkalmazhato vektorok tipusokba oszthatok, az alapjan, hogy
a fuzioban érintett burokfehérje génjét milyen formaban és hany kopiaban hordozzak.

Az ,n” (itt az n az érintett burokfehérje gén szdma) tipusu fag-genom vektorok a fig 6sszes génjének, igy a
az n génhez illesztik. Az ilyen vektorroél termel6do fagok virionja az n gén termékének kizarolag fizids példanyat
tartalmazza. A ,,3”-tipusu vektorral 1étrehozott fAg csak fizios P3-at kodol és virionja elvileg csak fuzids P3-at
tartalmaz, de bakterialis enzimek a konyvtarfehérjét lehasithatjak. A ,,8”-tipust vektor a f6 burokfehérje minden
példanyan hordozza a konyvtarfehérjét, ami ebben az esetben nem fehérje, hanem legfeljebb 8-10 aminosavbol
allo peptid, ugyanis hosszabb peptid kifejezése a virion 6sszeszerelddését akadalyoznd. A konyvtarfehérjék tobb,
,,87-as tipus esetében tobb ezer példanyban fejezodnek ki. Ez jelentds aviditast okoz: az egy fagon bemutatott
fehérje tobb példanya egyszerre kapcsolodhat egy-egy kotdpartner molekulahoz, igy a fag latszélagos affinitasa a
kotdpartnerhez az 6nallé konyvtartag affinitdsanak sokszorosa is lehet. Az ,,n” tipust konyvtarak esetében nem
szabalyozhat6 a bemutatés valencidja, azaz az, hogy a fag hany példanyban mutatja be a fuziés peptidet (1d. 16.7.
abra).

Az ,,nn”-tipust fag-genom vektorok az egyik burokfehérje génjének két példanyat tartalmazzak, egy vad tipusut
¢s egy fuzidsat. Az ilyen vektorrdl termel6dd fagok mozaikosak, az egyik burokfehérjébdl fuziosat és vad tipusit
is tartalmaznak. A fizios gén elé szabalyozhatd promotert helyezve lehetéség van a fizios/vadtipus aranyt, azaz
a bemutatds valenciajat szabalyozni. Az ilyen vektorok alkalmasak nagyobb peptidek vagy akar egész fehérjék
kifejezésére is. Végiil az ,,n+n”-tipusu vektorok fagmid konstrukciok hasznalatan alapulnak.

A fag-bemutatas fontos eleme az, hogy a kotdpartnerhez kapcsolodni képes variansok képesek baktériumokban
szaporodni. Ennek kdszonhetéen rovid id6 alatt tobb szelekcids kor alkalmazhatd, melyek végére a szelektalt
konyvtar feldasul a funkcionalisan hatékony klonokban. A fag-bemutatas nagy sikerrel alkalmazhato6 kotéfelszinek
energetikai viszonyainak felderitését és bioldgiai folyamatokban fontos szerepet jatszo kotofelszinek kismolekulaju,
specifikus ligandumai fejlesztését célzo kutatasokban.
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16.7. dbra: A fag-bemutatashoz hasznalhat6 vektor rendszerek

16.3.3. Rekombinans fehérje konyvtar bemutatasa és
szelekcidja él6 sejtek felszinén

A fag-bemutatas egyik gyakran alkalmazott alternativéja a sejt felszinén vald bemutatas. Ezekkel a technologiakkal
arekombinans fehérje kdnyvtar egyes tagjait €10 sejtek felszinén jelenitik meg. A konyvtarat bemutaté sejtek koziil
kivalasztjak a partnerhez kotédo variansokat bemutatd sejteket, ezeket a tobbitdl elvalasztjak, majd az altaluk
hordozott géneket elemzik. Bizonyos fehérjéket nem lehet mas iranyitott evolucios eljarasokkal vizsgalni vagy
fejleszteni, ezért kiilondsen fontos, hogy ma mar lehetdség van sejtfelszinen torténdé bemutatast alkalmazni. Az
évek soran a kutatok kifejlesztettek bakterialis, és ¢lesztd alapt rendszereket is.

16.3.3.1. Fehérjék iranyitott evolucidja baktérium sejtek felszinén

A baktérium sejtek felszinén térténd iranyitott evoluciot lehetévé tevo rendszerek a legtdbb ponton hasonlitanak
a fag-bemutatas rendszerekre. A sejtek egyetlen konyvtartag génjét tartalmazzak, ezaltal csak ez a fehérje jelenik
meg a felsziniikdn, azaz megvalosul a genotipus és a fenotipus klonalis fizikai kapcsolata. Fontos eltérés viszont,
hogy a rendszerben 1év6 részecskék, azaz maguk a sejtek sokkal nagyobbak a fagoknal, valamint a bemutatott
fehérje minden esetben sok példanyban megjelenik a sejt felszinén. Eltérés az eddig bemutatott rendszerektdl az
is, hogy a rekombinans fehérje konyvtarat megjelenité sejtek szelekciojat altalaban nem affinitas
kromatografias moédszerrel, hanem fluoreszcenciaval aktivalt sejtszortirozé berendezés (FACS) segitségével
végzik el.

A konyvtarbdl vald szelekcionak legegyszeriibb modja a fluoreszcensen jelolt partnerrel vald inkubalas oldat
fazisban, majd a jelolt sejtek elvalasztasa a jeloletlenektl FACS rendszerben. A konyvtartagokat bemutato sejteket
a konyvtarban vizsgalt fehérje fluoreszcensen jelolt kotopartnerével inkubaljak oldat fazisban. A partnert kotni
képes valtozatokat bemutato sejtek igy fluoreszcensen jel6ltté valnak. A multivalens bemutatasnak kdszonhetden
a funkcioképes valtozatokat bemutato sejtek elegendd fluoreszeensen jeldlt partner molekulat kétnek meg ahhoz,
hogy a FACS berendezés segitségével el lehessen valasztani a jeldlt és a jeldletlen sejteket egymastol. A FACS
késziileken be lehet allitani, hogy milyen intenzitast fluoreszcens jelet ado sejteket gyiijtson kiilon a tobbitdl. A
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sejtek altal megkotott jeldlt fehérjék mennyisége, azaz a jel intenzitasa aranyos a bemutatott valtozat affinitasaval,
azaz az un. kiiszobérték helyes megvalasztasaval kivalaszthatoak a konyvtarbol a legnagyobb affinitast valtozatok.

Ezzel a modszerrel lehet6ség van bizonyos antigénekre specifikus ellenanyagok fejlesztésére is. Erre a fag-
bemutatas is alkalmas, viszont a sejt felszinén valé bemutatas és FACS rendszerrel torténd szelekcionak uj
lehetéségeket is biztosit. Az ellenanyagok fontos tulajdonsaga a kereszt-reaktivitas, azaz az, hogy a célponthoz
hasonl6 antigéneket felismer-e az ellenanyag. A sejt felszinén torténd bemutatassal megoldhato6 akar kereszt-reaktiv,
akar nagyon specifikus ellenanyagok kifejlesztése. Ilyen esetekben a szelekcid soran tobbféle antigént alkalmaznak,
amelyeket kiilonbozd jeloléssel 1atnak el. Ha kereszt-reaktiv ellenanyag kifejlesztése a cél, akkor a FACS késziiléket
ugy programozzak, hogy azokat a sejteket gytijtse kiilon, amelyek tobbféle fluoreszcens jeldlést is hordoznak. Ha
specifikus ellenanyagot keresnek a konyvtarban, akkor a sejtek valogatasa soran kizarjak a gyijtott mintabol a
tobbféle fluoroforral jelolt sejteket.

Az elmult években sikeres iranyitott evolucids vizsgalatokat végeztek kiillonboz0 ellenanyag fragmentumok, teljes
ellenanyagok, rovid peptidek és mas globularis fehérjék baktérium sejtek felszinén bemutatott és szelektalt
konyvtarakkal.

16.3.3.2. Fehérjék iranyitott evolucidja éleszto sejtek felszinén

A rekombinans fehérje konyvtarak éleszto sejtek felszinén valo megjelenitése és szelekcidja dinamikusan fejlédo
teriilet. Az élesztd felszini bemutatas egyediilallo lehetdséget kinal szdmos olyan fehérje vizsgalatara, amelyeket
mas iranyitott evolucios rendszerben nem lehet kifejezni. Az élesztd felszini bemutatés rendszerekben olyan fuzios
gént hoznak 1étre, amelyrol a konyvtar fehérje az éleszté sejtfalaba agyazott fehérjék egyikével osszekapcsoltan
termelddik, ¢és ezaltal megjelenik az élesztd sejt felszinén. Ezekben a rendszerekben a kdnyvtarfehérjét glikozil-
foszfatidil-inozitol (GPI) horgonnyal ellatott fehérjékkel, vagy azok megfeleld részletével fuzioban allitjak eld.
Ezek a fehérjék a sejten kiviil a sejtfal komponenseivel vagy mas membranfehérjékkel kovalens kotéssel is
kapcsolodnak.

Lehetdség van a konyvtarfehérje nem-kovalens bemutatasara is. Ilyen rendszerekben a fizids partner olyan élesztd
fehérje, ami a sejtbol kijutva a sejtfal mannan ldncaihoz k6tddik masodlagos kolesonhatasokon keresztiil. Eukariota
transzmembran fehérjék horgonyként szolgalo fizids partner alkalmazasa nélkiil is kifejezhet6ek élesztd felszinén.

Az éleszté felszinén megjelenitett konyvtarak szelekcioja a baktérium sejt felszinen kifejezett konyvtarakhoz
hasonléan torténhet szilard felszinhez rogzitett partner molekuldkhoz valé kotédés alapjan, vagy fluoreszcensen
jelolt partner és FACS alkalmazasaval.

Az ¢élesztd felszini bemutatast leggyakrabban mas molekulakhoz kotni képes fehérjék kotéfelszinének
feltérképezésére, vagy a vad tipusi molekulanal nagyobb affinitasu, esetleg megvaltozott specifitasu valtozatok
kifejlesztésére hasznaljak. Ezzel a modszerrel szamos specifikus és nagy affinitast ellenanyagot sikertil kifejleszteni
kiilonb6z6 antigénekkel szemben.
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17. fejezet - Kolcsonhatasok kimutatasa
géntechnolégiai médszerekkel

A fehérjék kolcsonhatasainak kimutatasa az 1990-es évek elejéig gyakran nehezen lekiizdhet6 akadalyokat gorditett
a kutatok utjaba. A géntechnoldgia eszkoztaranak fejlédése és a bioldgiai folyamatok molekularis szinten valo
egyre részletesebb megismerése egyiitt tette lehetové a kolcsonhatasok kimutatasara szolgald technikak kifejlesztését
az 1980-as évek masodik felétél. A fehérjék mas fehérjékkel, DNS-sel vagy kis molekuldkkal az é16 sejtben
kialakitott kdlcsonhatasainak kimutatasara alkalmas in vivo modszerekre nagy igény mutatkozott az alap- és az
alkalmazott kutatasban egyarant. Az élesztdé két-hibrid (yeast two-hybrid) eljaras volt az egyik elso, erre alkalmas
eljaras.

17.1. Az éleszto két-hibrid rendszer bemutatasa

Az éleszt6 két-hibrid rendszer és annak kiilonboz6 valtozatai a fehérjék mas molekulakkal kialakitott interakcidinak
kimutatasara szolgalo, teljes egészében in vivo rendszerek. A modszercsalad kiilonbozo valtozatainak alkalmazasaval
lehet6ség van fehérje-fehérje, fehérje-DNS, fehérje-kismolekula kolesonhatasok kimutatdsara. A modszerek
alkalmasak az iranyitott evolucids technikdkndl alkalmazott konyvtarakbol torténd szelekciora is. Ezekben az
esetekben egy fehérje rengeteg valtozata koziil valasztjak ki azokat, amelyek képesek kotni a vizsgalatban alkalmazott
partnerhez. Az élesztd két-hibrid médszert azonban gyakrabban alkalmazzak arra is, hogy nagyszamu kiilonb6z6
fehérjét tartalmazo kdnyvtarbol kimutassék azokat a fehérjéket, amelyek kdtnek az alkalmazott partnerhez vagy
partnerekhez. A fentiek értelmében az élesztd két-hibrid rendszer alkalmazasa sordn nem egyetlen interakcid
részletes feltérképezését végzik el, hanem a sejten beliil 1étrejovo, fizioldgias vagy patologias folyamatokban
relevans kdlcsonhatdsokat keresnek.

Az elsoként leirt élesztd két-hibrid technika elnevezése arra utal, hogy ebben a rendszerben kétféle hibrid, azaz
fuziés fehérjét alkalmaznak a kolcsonhatas kimutatasara. Az eljaras azon alapul, hogy a génatirast serkentd
transzkripciés faktorok modularis felépitésti, tobb doménbdl allo fehérjék. Bizonyos domének felelosek a
megfeleld DNS szakaszok (upstream szabalyozo6 elemek) specifikus megkotéséért (DKD:DNS-koté domén). Mas
domének a transzkripcid iniciacidjaért felelds fehérjékkel alakitanak ki kdlcsonhatast és a kolcsonhatasokon
keresztiil serkentik a gén transzkripcidjat (transzkripciot aktivalé domén, TAD). A géndtiras serkentéséhez a
két doménnek egy idében kell jelen lennie a gén promoterénél, de nem feltétleniil kell egyetlen polipeptidlancon
beliil, kovalensen dsszekotve lenniiik, a kolcsonhatasuk lehet kdzvetett. A két 6nallo fehérjeként eldallitott DKD
¢s TAD domének nem ismerik fel egymast, nem 1épnek egymassal kolcsonhatasba. Azonban ha az egyiket egy
,»A” fehérjéhez, a masikat pedig egy ,,B” fehérjéhez fuzionaljuk, akkor amennyiben az ,,A” és ,,B” fehérjék egymast
felismerik, ugy a kotédésiik miatt megvalosul a DKD és TAD domének térbeni kozelsége. A DKD révén a komplex
amegfelel helyen lokalizalodik és a TAD képes serkenteni azoknak a géneknek a kifejezodését, amelyek szabalyozo
régidja tartalmazza az alkalmazott DKD altal felismert szekvenciat. Az éleszté két-hibrid rendszerekben az ,,A
¢s”B” fehérjék kolcsonhatasa egy riporter gén atirodasat eredményezi. A riporter gén kifejezddése alapjan
valasztjak ki azokat a klonokat, amelyekben kialakult az ,,A” és ,,B” fehérje kozti kapcsolat.

Az eredeti ¢€lesztd két-hibrid rendszerben a S. cerevisiaeGal4 transzkripcios faktor DKD és TAD doménjét
hasznaltak. A Gal4 transzkripcids faktor sziikséges a LacZ riporter gén aktivalasahoz. A LacZ gén terméke, a 3-
galaktozidaz enzim. Azok a sejtek kék szintiek lesznek X-Gal kromogén szubsztrat analdgot tartalmazé kdzegben,
amelyekben a riporter gén kifejezddik. A vizsgélatok soran olyan élesztd torzseket alkalmaznak, amelyekben nem
termelddik a riporter gén terméke. Ennek koszonhet6en a riporter fehérje csak akkor jelenhet meg, ha az ,,A” és
,,B” fehérje kolcsonhatasba 1ép egymassal (1d. 17.1. abra)
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17.1. abra: Az élesztd két-hibrid rendszer sémaja

Az ¢élesztd két-hibrid rendszerben a DKD doménhez fiziondljak az tigynevezett csali fehérjét (baif). Egy
vizsgalatban egyféle csali fehérjét alkalmaznak, a vizsgélat célja a csali fehérje kotdpartnereinek azonositasa. A
TAD doménhez fuzionaljak az ugynevezett préda fehérjét (pray) vagy fehérjéket. A préda lehet egyetlen fehérje
konyvtara, de gyakrabban alkalmaznak sok ismert vagy ismeretlen fehérjét tartalmazd cDNS konyvtarakat. A
kétféle plazmiddal ezutan élesztd sejteket transzformalnak, majd kivalasztjak a rendszerbdl azokat a sejteket,
amelyekben kifejez6dott a riporter gén a csali és a préda fehérje kolcsonhatasanak kovetkeztében. A sejtek
szelekcidjara tobbféle lehet6ség van. A fent bemutatott LacZ riporter gén hasznalata soran azok a sejtek kék
szinliek lesznek X-Gal jelenlétében, amelyekben a riporter gén kifejez6dik. Ebben az esetben azok a sejtek is
¢letképesek, amelyekben nincs kolcsonhatas a csali és a préda fehérje kozott. A szelekceios eljarasok masik tipusa
soran a 13.1.2. fejezetben bemutatott auxotrof térzset hasznalnak, a riporter gén pedig az, amelynek mutécidja a
torzset auxotroffa teszi. HIS3 szelekcids marker esetén az egyik plazmid tartalmazza a hisztidin bioszintézishez
csak akkor irddhat at a fehérje, ha a csali-préda interakcid biztositja a TAD jelenlétét a promoteren szervez6do
fehérje komplexben. A csali plazmidot és a préda-konyvtar egy tagjat tartalmazoé sejteket ezutan hisztidin mentes
tapkozegben novesztik. Csak azok a sejtek élnek til és képesek novekedni, amelyekben a csali és a préda
kdlcsonhatasba 1ép egymassal és atirodik a hisztdin bioszintézishez nélkiilzhetetlen fehérje.

17.2. Az éleszt6 keét-hibrid rendszer
gyengeseégei

Az élesztd két-hibrid rendszer vitathatatlan elénye, hogy €16 sejteken beliil, in vivo lehet a segitségével fehérjék
kolcsonhatasait kimutatni. Sajnos azonban a rendszernek szdmos olyan korlatja is van, amelyek ismeretében az
¢élesztd két-hibrid vizsgalatok soran szerzett informaciokat, az azonositott kdlcsdnhato partnereket fenntartasokkal
kell kezelni, illetve tovabbi tesztekben igazolni kell azok valodisagat.

Az élesztd két-hibrid vizsgalatok nagy aranyban eredményeznek hamis pozitiv talalatokat, azaz az azonositott
kotdpartner az ¢él6 rendszerben nem partnere a csali fehérjének. Elmondhat6 az is, hogy az élesztd két-hibrid
kisérletek nem mutatnak ki szamos olyan kolcsonhatast, amelyek egyébként megvaldsulnak és relevansak, azaz a
hamis negativ eredmények aranya is jelentds. Hamis pozitiv taldlatokat eredményez a fizios fehérjék intenziv
expresszidja. Ennek kdszonhetden azok nagy koncentracioban vannak jelen, ezért gyenge, a fehérjék normalis
koncentracioja mellett ki sem alakuld kolcsonhatasok is létrejohetnek. Amikor az élesztd sejtben egyszerre
expresszalodnak, akkor olyan fehérjék kozott is kialakulhat kdlcsonhatas, amelyek a valosagban soha nem fordulnak
el egy idoben ugyanannak a sejtnek ugyanabban a kompertimentumaban. Hamis negativ talalatokat, azaz relevans
interakciok kimutatasanak elmaradasat okozhatja, ha a fehérjék interakcios felszine a fuzids fehérjében nem
hozzaférhetd, mert azt a fizids partner eltakarja. Mas ¢€l61énybdl szarmazo fehérjék helyes feltekeredése vagy a
miikddéshez sziikséges poszttranszlaciés modositasa nem biztos, hogy megfeleléen végbemegy az élesztd sejtben,
ami szintén azt eredményezi, hogy nem alakul ki a kdlcsonhatas a fehérjék kozott. Az élesztd két-hibrid rendszerben
a kolcsonhatas helye a sejtmag. Elképzelhetd, hogy két, mas kompartimentumban kdlcsonhato fehérje a sejtmagban
uralkod¢6 koriilmények kozott nem ismeri fel egymast.
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A fentiek miatt az éleszt0 két-hibrid kisérletek soran azonositott interakcios partnereket minden esetben igazolni
kell mas, megbizhatobb modszerrel is. A modszer korlatait ellenstilyozza az egyszeriisége és gyorsasaga. A mai
napig széles korben hasznaljék a vizsgalt fehérjék potencialis partnereinek gyors azonositasara.

17.3. Hasonl6 alapokon miikodo technikak

Az ¢élesztd két-hibrid rendszerhez hasonld technikak sorat fejlesztették ki az elmult két évtizedben. Ezek egyrészt
olyan kolesonhatasok vizsgalatara alkalmasak, amelyekre az eredeti rendszer alkalmazasaval nincs lehetdség,
masrészt az eredeti rendszer hianyossagainak kikiiszobolésére kindlnak megoldast. A kovetkezékben bemutatott
technikdk az iranyitott evolucids rendszerekhez hasonldan egy adott kolcsonhatas feltérképezésére, vagy 1j
kolesonhaté molekulak kifejlesztésére alkalmazhatoak.

17.3.1. Forditott két-hibrid rendszerek

A forditott (reverz) két-hibrid rendszerck alkalmasak egy adott kdlcsonhatas kialakulasa szempontjabol kritikus
aminosavak feltérképezésére. Ezek a rendszerek olyan riporter géneket alkalmaznak, amelyek terméke a sejt
szamara toxikus. Ennek kdvetkeztében azok a sejtek maradnak életben, amelyekben a csali és a préda interakcioja
a csali fehérje mutdcidja kovetkeztében nem jon 1étre. A tléld sejtek altal kifejezett csali fehérjék génjeinek
vizsgalatdval megallapithato, hogy milyen mutcié vagy mutaciok voltak felelosek a két fehérje kdzti kdlcsonhatas
kialakulasanak megakadalyozasaért (Id. 17.2. abra).
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17.2. abra: Reverz éleszt6 két-hibrid rendszer

17.3.2. Egy-hibrid rendszerek

Az egy-hibrid rendszerekben egyetlen fuzios fehérjét alkalmaznak. A leggyakrabban adott DNS szekvenciat
felismeré DKD kifejlesztésére, vagy adott DKD altal felismert DNS szekvencia megkeresésére hasznaljak. E16bbi
esetben a riporter fehérje génjének szabalyozo régiojaba épitik az adott DNS szekvenciat. A kisérlet soran alkalmazott
fuziés fehérje egy DKD-hez fuzionalt TAD konstrukci6. A DKD DNS koétésért felelos aminosav pozicioit
randomizaljak, igy DKD kdnyvtarat hoznak 1étre. A szelekcid soran azokban a sejtekben fejezédik ki a riporter

crer

s

konyvtarat hoznak Iétre. A kdnyvtarbol aztan egy DKD-TAD fuzids fehérjével kivalasztjak azokat a valtozatokat,
amelyekhez a DKD kotni képes (1d. 17.3. abra).

RNS Riporter gén
DKD pat kifejezédése
I |- | —
4 TATA LacZ
Upstream szabalyozd
szekvencia
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Kolcsonhatasok kimutatasa géntechnologiai modszerekkel

17.3. abra: Az éleszt6 egy-hibrid rendszer. Az ¢éleszté egy-hibrid rendszer alkalmazhato egy adott DKD altal
felismert DNS szekvencia megkeresésére vagy adott DNS szekvenciat felismeré DKD kifejlesztésére.

17.3.3. Harom-hibrid rendszerek

A harom-hibrid rendszerek harom fuzios fehérje vagy hibrid molekula alkalmazasaval mutatjak ki a keresett
interakciot. Kiilonb6zé valtozatai alkalmasak fehérje-RNS és fehérje-kismolekulakolcsonhatasok, valamint
enzimatikus aktivitas kimutatasara is.

A fehérje-kismolekula interakcid kimutatasara szolgald vizsgalatok soran altalaban kismolekula kdnyvtarakbol
valogatjak ki azokat a gyogyszer hatdéanyag jelolt molekulakat, amelyek kotnek egy adott gyogyszer célpont
fehérjéhez. Az ilyen vizsgalatok soran a DKD doménhez egy olyan fehérjét fuziondlnak, amelynek ismerik erds
és specifikus kismolekula partnerét. A TAD doménhez fuzionaljak a gydgyszer célpont fehérjét. A vizsgalat soran
olyan hibrid kismolekula konyvtarat hasznalnak, amelynek tagjai a tesztelt gydgyszer hatdéanyag jeldlt csoportok
mellett tartalmazzak a DKD doménhez kapcsolt fehérje kismolekula ligandumat is. A kismolekula konyvtar tagjai
az ismert ligandumon keresztiil kapcsolodnak a DKD fuzids fehérjéhez. A vizsgalat soran sejttenyészté lemezek
mintahelyein éleszto sejteket ndvesztenek, és minden mintahelyhez hozzaadjak a hibrid kismolekula kdnyvtar egy
tagjat. Ha az adott konyvtar tag gydgyszer hatdéanyag jelolt csoportja kapcsolodik a gyogyszercélpont fehérjéhez,
akkor kifejez6dik a riporter fehérje. A riporter gén kifejezddése alapjan feltételezhetéen a gydgyszer célpont
fehérjéhez kotd kismolekuldkat késdbb megbizhatdbb modszerekkel is tesztelik (1d. 17.4. abra).

A csali fehérje B fehérjéhez kitd
ismert kismolekula  gydgyszer jeldlt molekula
liganduma
Gydgyszer célpont fehérje
Csali fehérje ‘
A ._.a--"':l.z__.ﬂ" E -
; RNS
Gal4 pol. I rf
DKED
R .|

f—]
TATA LacZ

Upstream szabalyozo
srekvencia

17.4. abra: Gyogyszer hatdanyag jeldlt molekuldk kivéalasztasa kismolekula konyvtarbol éleszté harom-hibrid
modszerrel

17.4. Tovabbi olvasnivalo6 a fejezethez
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18. fejezet - Fuggelék

Néhany géntechnoldgiai modszer animacioja:

Hibridizacio (forras: http://www.youtube.com/watch?v=76eKnmCtCTU)

MM T

18.1. animacio: Hibridizacid

Fluorescens in situ hibridizacié (FISH; forras: http://www.youtube.com/watch?v=BBQW Wi6cFXU)

A

Deleted (22)

18.2. animaciod: Fluoreszcens in situ hibridizacio

DNS-chip (microarray; forras: http://www.youtube.com/watch?v=3jX 08zdYCE)

18.3. animaci6: DNS-chip (microarray)

DNS szekvenalas lancterminacios modszerrel (forras: http://www.youtube.com/watch?v=0YpllbI0qF8)
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18.4. animacid: DNS szekvenalas lancterminacios modszerrel

Polimeraz lancreakcié (PCR; forras: http://www.youtube.com/watch?v=QaWLJVGEFi8)

18.5. animacio: Polimeraz lancreakcid
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