Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 3.3 Génatvitel vektorokkal

[11/3. Gének atvitele vektorokkal

Vektor: (molekularis) biolégiai rendszer, amely képes Uj/ide-
gen genetikai informaciét bejuttatni egy sejtbe. Fiiggetlen
szaporodasra képes.

Fajtai:

— Plazmidok (1-10 kb)

— Bakteriofagok (10 — 23 kb)

— Mas virusok

— Mesterséges kromoszémak (~300 kb)
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Vektorok

Més csoportositas szerint:

Klénoz6 vektorok: csak a gén(ek) bevitelére alkalmas, a ki-
irashoz nem tartalmaz semmit.

Expresszios vektorok: a bevinni kivant gén(ek) mellett a
szabalyozott kiirashoz sziikséges szakaszokat is tartalmaz-

za -
Expresszios kazetta/keret: a célgén el6tt: promoter szakasz,
utana: terminator szakasz.

Promoter Terminator

2
gﬁ% Coding sequence

Plazmid vektorok

A plazmid vektorok jellemzd részei:

» Replikacids origé — a plazmid DNS duplikaciojanak kez-
dépontja, enélkiil nem tud sokszorozédni a plazmid

» Prométer szakasz - itt indul a kifras mRNS-re (Id. operon)

Célgén(ek) — ezek altal kddolt fehérjét akarjuk eléallitani

a sejttel

e Terminator szakasz — ez zarja le a kiirand6 gének sorat.

» Marker gén(ek) — a sikeresen bevitt és m(ikod6 géneket
tartalmazo sejtek szelekcidjat segitik, pl. antibiotikum re-
zisztencia - antibiotikumot tartalmazo6 tapoldaton csak a
plazmidos sejtek névekednek, a tobbi elpusztul.
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Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 3.3 Génatvitel vektorokkal

Plazmid vektorok

A plazmid vektorok jellemz6 részei: promdter

MCS

ori = replikacios origd

ampR = ampicillin rezisztencia gén  gpj

MCS = multiple cutting site = (t6bb-

féleképpen) felvaghato szakasz = itt

lehet felnyitni a gydrdit, és beilleszte-

ni amit akarunk. ampR
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.Ragados” végek

1. Az atvinni kivant gén izolalasa: a hordoz6 sejt DNS-
ének feldarabolasa, a keresett gén izolalasa

2. Beépités a plazmid DNS-be. ,Szabas-varras” Kell hoz-
za oll6 és ragaszto.

,Oll6:” enzimek, restrikciés endonukleazok. A kettés
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Restrikciés enzimek
szekvencia Bontasi helyek szama
Mikroorganizmus Enzim 533
A Aa2 SV40 x17
Arthobacter lutens Alul AG/CT >50 >50 85 24
Brevibact. albidum Ball TGG,CAA 15 17 0 0
H. aegypticus Haelll GG|C'C >50 >50 19 11
H. parainfluenzae Hpal GTTlAAC 13 6 4 3
Serr. marcescens Sh Smal CCCIGGG 3 12 0 0
B. amyloliquefaciens H BamHI d GATC'C 5 3 1 0
E. coli RY13 EcoRl d AATTC 5 5 1 0
H. influenzae Rd Hindlll A AGCTT 6 11 6 0
H. parainfluenzae Hpall C\ C’QG >50 >50 1 5
K. pneumoniae OK8 Kpnl QGTAC\C 2 8 1 0
X. holcicola Xhol TCGAG 1 6 0 1
6
%MW BRI BaE Alkd sl Siolcbaclogis f2 Blulun rludonay Lok

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék 2



Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai

Atvitel plazmidokkal

.Ragaszt6”: a ragados végek maguktol is 0sszetapadnak,
de a cukor-foszfat lanc 6sszekapcsolasahoz kell egy enzim
(T4 DNS-ligaz).
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3.3 Génatvitel vektorokkal

Atvitel plazmidokkal

3. Bevitel a gazdasejtbe:
- kémiai,
- elektromos hatasokkal

4. Manifesztacio + szelekcio: a kivant gén mellé egy mar-
ker (nyomjelz6) gént is beépitenek (pl. antibiotikum-re-
zisztencia), ami segit kivalasztani azokat a sejteket,
ahol megtortént a beépulés, és ,mikodik” a plazmid. Az
adott antibiotikumot tartalmazoé taptalajon csak a rezisz-

tenciagént (azaz a plazmidot) sejtek indulnak noveke-
désnek.
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barmilyen gént be le-
het vinni.

Cél: fehérjetermelés
— hormonok
— vakcinak
— enzimek
— immunfehérjék
— verfehérjék
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Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 3.3 Génatvitel vektorokkal

Alkalmazas: idegen fehérjék elballitasa

A human inzulin (proinzulin) el6allitasa E. coliban.
Genentech, 1978. Humulin

Benefer Prawsulin
prearralin
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Ingaz6 (shuttle) vektorok

Az eukariétak plazmidjai és virusai masképpen szaporod-
nak mint a prokari()téké masfajta replikacios orig()juk van.

rokra van sziikség. Sokszor viszont baktériumokbdl kell at-
vinni géneket eukariétékba — és vissza. Ehhez olyan vekto-
rokra van sziikség, amelyek mindkét sejttipusban szaporod-
ni tudnak. Ezekben kétféle replikacios origé talalhato, egy a
prokariota és egy az eukariota sejtekhez.

Emellett a rezisztencia markerek is kiilonb6z6k, masfajta an-
tibiotikumok hatékonyak a prokariétak és eukariotak ellen
- kétféle rezisztencia gént kell beépiteni.

m e
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Ingazo (shuttle) vektorok

Bacterial b\'&ast origin
origin of
of replication
replication

Conferred Abilit_v_ Module
(Yeast Shuttle Vector)

Bacterial j

\ Yeast

selectable selectable
marker marker
Origin of transfer
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Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 3.3 Génatvitel vektorokkal

Génatvitel Agrobacterium plazmidokkal

Az Agrobacteriumok 4 faja is-
mert:

1. Agrobacterium tumefaciens:
gyokérgolyva, koronagubacs.
A sériulések helyén alakul ki
fert6zés.

A Ti plazmid nem differencialt
szovetburjanzast idéz el6. A
sejtek olyan anyagokat ter-
melnek amelyeket a baktérium
felhasznal.

2. Agrobacterium rhizogenes: RI (root inducing) plaz-
midja vattaszer( hajszalgyokér burjanzast okoz.

3. Agrobacterium rubi: gyimdlcsfanal, malnanal
gyokérgolyva, vesszégolyva

4. Agrobacterium radiobacter: plazmidja nem okoz
betegséget, de antibiotikumot (agrocint) termel6
gént hordoz. Ugyanezen a plazmidon talalhat6 az
agrocin elleni rezisztenciat biztosité gén is — meg-
védi sajat magat.
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Az A. tumefaciens fert6zés

Az Agrobacterium tumefaciens egy Gram-negativ noveény-
patogén talajbaktérium, amely a kétszik( ndvényeket a seb-
zési helyeken megfertézi és tumorokat okoz rajtuk. A bak-
tériumok patogenitédsa 6sszefligg a tumorindukalé (Ti) plaz-
mid jelenlétével. A Ti plazmid egy része (transzfer DNS =
T-DNS) a kérfolyamat soran atkerill a ndvényi sejtbe és a
sejtmag DNS-allomanyaba integralédik (A T-DNS régio-
ban helyezkednek el a tu- ~ -

morok kialakulédséért fele- :
I16s gének.)
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Az A. tumefaciens fert6zés

Kétsziklieknél: Az Agrobacterium tumefaciens névény-
patogén torzs Ti (tumorindukalé) plazmidja a T-DNS
szakaszt beépiti a megfert6zott novény kromoszémajaba.
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A Ti plazmid

1,2 x 108 molekulatomeg(, gy(r( alaki DNS molekula. A
baktériumban 6nélléan replikalédo genetikai egység.

A plazmid DNS-nek van egy transzformalé (T-) DNS sza-
kasza. Ennek nagysaga 20 000 bazispar, ez jut be a gaz-
dasejtbe a fert6zést kdvetden, majd stabilan beépul a n6-
vényi kromoszémaba.

A sejtburjanzas mellett olyan aminosav szarmazékokat
termeltet a névénnyel, amelyeket az Agrobacterium tapa-
nyagként hasznosit, emellett olyan névényi hormonanalo-
gok képz6dnek, amelyek a gyokér- és szarndvekedést le-
allitiak, ezzel is el6nyt adva a tumorsejtek névekedésé-
nek.
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Geénatvitel a Ti plazmiddal

A Ti plazmidok alkalmasak arra, hogy vektorként szolgalja-
nak ,idegen” DNS szakaszoknak a gazda névények kromo-
szomaiba torténd beviteléhez.

Ha a T-DNS szakaszba a tumorindukalé gének helyére
mas géneket épitenek be, azok éppugy integralédnak a no-
vényi genomba. E rendszer felhasznalasaval a névények
gyakorlatilag barmely génnel transzformalhatok.

A genomba juttatand6 T-DNS szakaszokba altalaban re-
zisztencia géneket is elhelyeznek, ami lehet6vé teszi a
transzformans novények egyszeri szelektalasat.

Novényeknél értelemszerlien az antibiotikum rezisztencia
helyett herbicid rezisztencia géneket alkalmaznak.

18
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Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 3.3 Génatvitel vektorokkal

A T-DNS felépitése

Hatarolo régiok: ezek a T-DNS ,jobb és bal oldali” végei,
amelyek a kromoszomaba val6 integralédashoz nélkiiloz-
hetetlenek.

— Ezen beliil: expresszios kazetta, az elején promater, a
végen terminator régiéval, melyek a gén miikodését,
expresszidjat (kifejez6dését) teszik lehetbvé.

* Ezen belll:
— szelekciés marker gén (antibiotikum- vagy her-
bicid-rezisztencia gén), és a
— hasznos gén (egy hasznos névényi tulajdonsag
génje, amit be akarunk vinni a névénybe)
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Novényregeneralas

A Ti plazmidokkal be lehet vinni géneket a novényi
sejtekbe, de ezek a gének nem jelennek meg az
egész novényben, csak a tumorsejtekben, és nem
oroklédnek. Ahhoz, hogy minden sejtben megjelend,
0roklédé tulajdonsagot kapjunk, ki kell emelni egy
tumorsejtet, és abbol regeneralni a teljes novenyt.

(A protoplaszt-fuzional mar emlitettiik, hogy ez kivite-
lezhetd.)
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Novenyregeneralas

A novényeknél egy

sejtbdl vissza lehet

nevelni az egész no-
vényt, a tumorsejtbdl
kiindulva is regene-
ralhaté szaporodoke-
pes novény.
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