Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 3.1 Indukalt mutacid

[ll. Génmanipulacios technikak

Génmanipulacio:

a gének megvaltoztatdsa, vagy atvitele egyik organizmus-
bél a masikba - ezaltal az élélények tulajdonsagainak
megvaltoztatasa.

A valtozas 6roklédik, megjelenik a kovetkez8 generaciok-
ban is.
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11/1. Indukalt mutéacié

Ugyanaz, mint a spontdn mutacié6 + természetes sze-
lekcid, csak itt szabalyozott korlilmények kdzott hajtjuk
végre - indukalt mutécio + célzott szelekcio

Mutacidkat lehet elGidézni:
- besugarzassal (UV lampa, Rontgen besugarzas)
- vegyszerekkel (salétromossav, N-mustar, mitomicin)
Kortlmények: - kezelési id6 (expozicio)
- sejtkoncentracio
- thpoldat 6sszetétele
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Besugarzas mutagén hatasa

A Serratia marcescens
baktérium piros pigmen-
tet termel. (Véres kenyér)

Az UV besugéarzas soran
a sejtek egyre nagyobb
hanyada pusztul el. A
tualélék kozott egyre tobb
a mutans egyed, amit a
fehér telepek megjelené-
se mutat.
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Indukalt mutéacié

A mutécié véletlenszerl folyamat, |étrejottének helyét
nem tudjuk irnyitani.

Ha egy bizonyos gén mutéacidja a célunk, akkor sok sej-
tet kell alavetni a mutéciés kezelésnek. Ennek eredmé-
nyeként sok és sokféle mutans keletkezik, ezek kdzil
kell kivalogatni azt a néhanyat, amelynél éppen a meg-
célzott gén sérlt.

Azaz nagyon sok mutans torzset kell egyenként meg-
vizsgalni, ami roppant munkaigényes. A taptalaj 6ssze-
tételének beallitasaval lehet szelektiv névekedést elér-
ni, de igy is tenyészetek szazait kell megvizsgalni.
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3.1 Indukalt mutacio

Hianymutansok = auxotr6f mutansok

Olyan mutansok, amelyek a mutacié kdvetkeztében el-
vesztették egy szamukra létfontossagl anyag (amino-
sav, nukleotid, vitamin) bioszintézisének képességét.
Ezek csak akkor tudnak ndvekedni, ha ezt az anyagot
készen kapjak — ha belekeverjik a taptalajba.

Ezt a jelenséget kihasznalhatjuk a hianymutansok azo-
nositasara és elkilonitésére —

Vad tdrzs (prototrof): minimal-taptalajon (szénhidrat,
asvanyi sok) is képes ndvekedni.

Hidnymutans (auxotrof): a minimdl taptalajon nem no-
vekszik, csak akkor ha azt kiegészitik az igényelt egy
(vagy néhany) anyaggal.
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Hianymutansok
izolalasa

A tilélé mutans sejteket
kiegészitett taptalajon
telepekké szaporitjuk.

Ezeket egy stappanccsal’
atvisszik a minimal tap-
talajra is. Amelyik a mi-
nimal taptalajon ,eltdnik”
(nem tud novekedni) az
a hianymutans.

Kiegészitett
taptalaj ﬂ Sraparitas

Gk a vad térzs Avad s &s g hidny-
BME Alkalinazs niwckedik mutanznk is nivekacdnak
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Rezisztens (ellenallé) mutansok

A vad torzstél abban térnek el, hogy valamely karosito,
mérgez6 anyag jelenlétét sokkal nagyobb mértékben
képesek elviselni.

Altalaban antibiotikum rezisztenciat értink alatta, de le-
het mas anyag is.

A gétl6 anyagot tartalmaz6 tapoldaton csak a rezisztens
telepek nének ki, a vad térzs nem.
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Antimetabolitok

.. olyan vegyuletek, amelyek szerkezetiikben hasonli-
tanak egy ,valédi” metabolitra. A sejtben a hasonlésag
révén egyes enzimeket ,be tudnak csapni’, masokat
nem. A vad tipusu sejtekre mérgez6 hatassal vannak,
csak egyes rezisztens mutansok képesek tilélni az an-
timetabolitos kezelést.

Ennek jobb megértéséhez idézziik vissza az allosztéri-
kus szabalyozas mikoddéseét.
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A triptofan és antimetabolitja

Triptofan — fehérjealkot6é aminosav
5-metil-triptofan - antimetabolit

5-methyllryp10phanmswz-gﬂz-cooﬂ
NHz
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ALLOSZTERIKUS SZABALYOZAS

Egyes enzim molekulaknak két, vagy tobb kilonbozé
aktivitast alakja lehetséges. Ezek reverzibilisen atala-
kulhatnak egymasba. Az ,atkapcsolast” egy (vagy tdbb)
modulator molekula két6dése hozza létre (harmadlagos,
negyedleges szerkezet megvaltoztatasa).
Végtermék-gatlds (feed back inhibicio): egy reakcidlanc
végterméke visszahat és lefékezi sajat termel6dését, a
legelsd enzim mikodését:

l |
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Elagazo reakcidlancok szabalyozasa
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Antimetabolit rezisztencia

Az antimetabolitok szerkezeti hasonlésaguknal fogva
szintén kapcsolédhatnak az enzimekhez, és le tudjak
fékezni a bioszintézist.

.Be tudjak csapni”, ezeket a szabalyozé mechanizmu-
sokat, ,elhitetik” a sejttel, hogy a kérdéses metabolit
b&ségesen rendelkezésre all, termelését emiatt le kell
allitani, pedig val6jaban hianyzik.

A vad torzs anyagcseréje leall, a sejt elpusztul. Csak
azok a rezisztens mutansok élik tul az antimetabolitos
kezelést, amelyeknél ez a szabalyoz6 mechanizmus
sérilt, és a tdltermelést nem fékezi semmi.
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mel6 mutansokhoz.

nek (metabolic engineering) -

Ipari termelés tultermelé mutansokkal

A biotechnoldgiai iparnak egy fontos dgazataban a sej-
tekben egy amugy kis koncentraciéban jelen Iévé anya-
got a természetesnél sokkal nagyobb mennyiségben
termeltetnek. Ehhez a sejtek genetikai allomanyat muta-
ciokkal tobb ponton is at kell alakitani — igy jutnak tdlter-

Ezt a technikat nevezik ANYAGCSERE MERNOKSEG-

13
Tanszék

3.1 Indukalt mutacio

glitk 67
Kozlilernek-1

K tztitermek-2
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Koztitermek-3
T T —

.

Mellélktermelk Célermék

Melléktermékek Bamlaztermdk

Anyagcsere mérntkség — metabolic engineering
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véltoztatjak meg, hogy:

gészités.

jak.

Anyagcsere mérnokség — metabolic engineering

A primer metabolitok eléallitasanal a génallomanyt Ggy

1. A bioszintézis Ut elagazéasait lezarjak, ezaltal minden
anyag a céltermék iranyaba aramlik (auxotréf mutan-
sok). Ha ez létfontossagu molekulédk el6allitaséat érin-
ti, akkor leaky (szivarg6) mutansok, vagy tapoldatkie-

2. A terméket tovabbalakitoé reakcidlépéseket eliminal-

3. Felfuggesztik a tultermelést megakadalyoz6 mecha-
nizmusokat (antimetabolit rezisztens mutansok)
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A TRIPTOFAN ELOALLITASA

Bioszintézis: szénhidratokbodl sok Iépéssel. A japanok ol-
dottak meg Corynebacterium és Brevibacterium torzsekkel

Anyagcsere-mérnoki glikéz
szelekcio: ey
eritréz 4-foszfir - fosrfoenolpiruvat (PEF}
Auxotrofiak: : bl. . : R s
- - 3-dezoxi-D-arabino-hepthildzont-7-foszfar
Phe’, Tyr’, i . s
1
1
. . : korizminzav
Rezisztencia: ! xm‘
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Indukalt mutéacié antibiotikum termel§
torzseknél

Az antibiotikumok bioszintézise sokkal bonyolultabb, az
anyagcsere mérnokség nem volt alkalmazhaté.

Ekkor a torzset ,black box™-nak (fekete doboznak) te-
kintjik, csak a célra, a minél nagyobb antibiotikum ter-
melésre koncentralunk.

A muténs torzsek kozil a legjobb termel6 képességue-
ket valasztjuk ki, és ezeket Ujabb és Ujabb mutaciénak
vetjik ala, és minden lépcsében a legjobbakat hasznal-
juk ipari termelésre.
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T Fflesin e

Penicillin termelés =
fokozasa mutacio-
val

A penicillin termeld
térzs mutacios fejlesz-
tése (50-es évek —)

Hatéanyagtartaloma =
fermentacio végén: ol ”

1929 ~ 0,01 glliter
1943 ~ 0,30 g/liter
2000 -~ 80 glliter
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Indukalt mutacio - értékelés

Nem célzott, iranyitott valtoztatas. A sokféle mutanshol
szelekcidval kell kivalasztani a nekiink kedvez6 valtoza-
sokat hordozokat.

~70 éve mlvelik, klasszikus technika.
Veszélyessége kicsi, mert:
— inkabb elvesz, mint hozzéad a tulajdonsagokhoz
— emiatt a mutansok kevéshé életképesek, mint a
vad torzsek — a természetbe kikeriilve nem ver-
senyképesek
— zart térben (Uvegedények, fermentorok) szaporit-
jak, a kérnyezetbe csak véletlenil keruilhetnek.
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