A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 3.8n€k atvitele vektorokkal

3.3 Gének atvitele vektorokkal

Amikor vektorokrol hallunk, eéként a matematikdban és a fizikdban hasznalatos
vektormennyiségek jutnak esziinkbe (helyvektds, Eretsség, stb).

De a vektor kifejezés hasznalatos a biotechndb@gids. Olyan biologiai rendszert
ertink alatta, amivel egy (néhany) kivalasztotttgsém lehet vinni egy sejtbe/szervezetbe. A
DNS spontan behatolasra ritkan épitenek, rosszfoiia technika. Nem elég egy oldatban
0sszehozni a sejteket és a nukleinsav darabokait,exek alig kertilnek be a sejtbe, és ott is
az a veszely fenyeget, hogy az idegen DNS-t ded®jntja, €s semmiképpen sem irja at. Ehe-
lyett a természetbeniikods €l6 rendszereket hasznaljuk fel, olyanokat, melye& apreciali-
zalodtak, hogy sajat DNS-Uket bevigyék bizonyosekbe. Ezeket az &rendszereket, ame-
lyekkel megfeled atalakitas utan az altalunk kivalasztott génedle¢t atvinni, nevezik a bio-
technolégiaban vektoroknak.

Még egy célszérkovetelmény van a vektorokkal szemben: olyan fdramékeruljén a
sejtbe az Uj gén, hogy szaporodni is tudjon. Ide@imészetesen az, ha be tud épulni a sejt
kromoszOmajaba, és a sejtosztodassal egyltt szikoEz nem mindig érhétel, de megfe-
lelé szaporodast jelent a plazmidok, virusok sokszatéaza is.

Mit hasznalhatunk vektorként?

1. Plazmidokat. A plazmidok nagyon egysZer élblények, még virusoknal is
egyszeiibbek, mert tokjuk sincsen, csak DNS-Uk. Kigigig DNS darabok, melyek a
kromoszématdl fluggetlenul ,élnek” a sejtekben. el duplikalodnak.
Anyagcseréjuk nincs, semmi mast nem tudnak csakkdlquni. (bevihed: 1-10 kb)

2. Bakteriofagokat. Ezek is tulajdonképpen virusok, de a baktériunioksai, és sokkal
egyszeiibben ntikddnek, mint pl. az eré virusok. (bevihét 10-23 kb)

3. Mas virusokat. Ez alatt azt értjuk, hogy mindendéinynek, az éleséknek, a
novényeknek, az ewsoknek mind megvannak a maguk virusai, amelyek a
megtamadott sejtek tulajdonsagaihoz alkalmazkodtak.

4. Mesterséges kromoszomatAlkalmazhatunk mesterségesen létrehozott baktérium
kromoszomat is (~300 kb).

Mit jelent a ,kb” rovidites?

A kb itt kilobazis-t jelent, 1000 bazispart, ezaeDNS méretét jellemezzik. Sokkal
informativabb, mint a vegyészek altal hasznalt kadktomeg, vagy az ulepedési szam.
Figyelembe véve, hogy egy bazistriplett kddol egyresavat, kiszamithatjuk, hogy 1 kb 330
aminosavnyi informaciot jelent, azaz korulbelul eg@gyobb, vagy két kisebb mérdehérje
molekula kédolasara elég. A beviaddNS mennyiség a plazmidoknal a legkisebb, a tovabb
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vektoroknal nagyobb. A vektor telles DNS-e ennéhykgesen nagyobb, a bevihet
mennyiség alatt azt értjuk, hogy ennyi tobblet nmggn zavarja meg a vektor normélis
biologiai mikddését.

Ez a csoportositas azon alapult, hogy milyen bialé@ggenst hasznalunk a nuklein-
savak atviteléhez. De mas csoportositas is lehetségzerint, hogy a vektor milyen
mértékben segiti &la bevitt gének fikodését.

E szerint elkulonithetjuk a klonozé vektorokidletve az_expresszios vektorokat
A klénoz6 vektorok arra alkalmasak, hogy a gént bevigyéjuttatjak a sejt belsejébe, de a
kiirast nem segitik 81 A klbnozo vektor az csak a szallitasi funkciokégyzi, a nikodtetést
nem.

Az expressziovektorok a klonozé vektoroknal sokkal komplexehb&k expresszid
sz0 jelentése alatt itt a kifejezést, kiféjdest értjuk. Tehat nem csak bekerll a gén, gének,
hanem az expresszios vektor ezek kiirasét, kifegzét is élseqiti.

Ahhoz, hogy ezt a folyamatot megértsik, vissza getidolnunk az operon szabalyo-
zasra. Egy gén kiirasdhoz kell lenniéte egy promoter szakasznak, ahova a kiir6 enzim
odakodbdhet - ez adja meg a kiiras képdntjat. A coding sequence, tehat kédold bazissor-
rend, az tartalmazza annak a fehérjének a gémjét nai termeltetni szeretnénk. A terminator
szakasz a lezard szakasz, ez jelzi a kiir0 enzipireaky itt a kiiras vége, a mMRNS-t nem kell
tovabb folytatni. Ezt igy egyitt expresszids kaamkhivjak. Mas szakirodalmakban nevezik
expresszios keneek is, mert mintegy keretbe foglalja azt a géntit azeretnénk kiiratni. A
keret egyik oldala egy prométer, az inditd szakasnasik oldala pedig a terminator rész. Az
1. &bra ezt a szerkezetet szemlélteti.

Promoter Terminator

X

( 'ndiug sequence

1. &bra: Expresszios kazetta

A biolGgia agens szerint csoportositott vektorok jiemzése:

Plazmidok Ezek a legegyszébbek. A plazmidok szaporoddsahoz elengedhetetlen
egy:

Replikaciés origb Az origd sz6 kezépontot jelent, a replikacié pedig lemasolast,
sokszorositast. Amikor a plazmidok kisiig§s DNS-e a sejtben duplikalédik, a masolas egy

bizonyos pontban indul el, és ez a fix pont a k&glids origd. Ha nincs replikaciés origo,
vagy az adott sejtben nemikddik, akkor ez a plazmid nem tud duplikalodni. lAzmidok a
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sejt kromoszoméalis DNS-@t fluggetlenil mésoldédnak, sok kopia is létezhet sgjtben.
Amikor a sejt maga osztddasba kezd, a plazmidokaplazméaval egyutt kertilnek a két
utodsejtbe. Tobb plazmid jelenléte esetén j6 eskétyindkét utddsejtbe kertl legaldbb egy
kopia.

Tovabbi alkotérészek a biotechnologusok altal Heépexpresszios kazetta részei
(promater szakasz, célgén(ek), terminator szakasz).

A sikeres génatvitel kimutatdsara gyakran haszkalmeepitett_markergéket. A
marker szé jelentése jélzjelols. A marker gének megjeldlik a sikeres plazmid it
atesett sejteket. Hasznosak, mert a plazmid beddtelz expresszio statisztikus folyamat, és
szamtalan sejt kozul kell izolalni a megféleixpresszids egyedeket. A tobb millié sejt kozott
lesznek olyanok, amelyekben nincs plazmid, masokitaman a plazmid, de nemtkddik,
és lesznek - célunknak megféleh - sikeresen expresszalt egyedek is. Ez utObbiak
szelekciojara alkalmazzadk a marker géneket, teh&noanyagcsere jalket, melyek a
mikods géneket tartalmaz6 sejtek szelekcidjat seqitik el

Mi lehet marker?
Pl. antibiotikum rezisztencia gén. Az antibiotikuknolyan gyogyszer hatéanyagok,
melyek arra szolgélnak, hogy a mikroorganizmusolapusztitsdk. A rezisztens
mikroorganizmusok tulélik az antibiotikumos kezeéléaert rendelkeznek egy olyan génnel
(= fehérjével), amely az antibiotikumot hatastajaniEz lehet példaul egy enzim, amely az
antibiotikum molekulat elbontja. Az antibiotikum zisztenciat hordoz6 gén alkalmas
markergénnek, ha a manipulalni kivant sejt a pldzmiélktl érzékeny az adott
antibiotikumra. A plazmidos kezelés utdn a sejteketérdéses antibiotikumot tartalmazo
taptalajra viszik. A véltozatlan, vad tipusu sejekantibiotikumtol elpusztulnak, és csak az
tud ndvekedni, szaporodni, telepet képezni, amiegrika plazmiddal bevitt rezisztencia gén
bekerult és ki is fejerik.

. : : o promoter
A 2. dbran aori (feketével) a replikacios origo. A: \‘ MCS
ampR = ampicilin rezisztencia gén. Az ampicillinpa-
nicillin egyik tipusa, amely sokféle mikroorganizenel- ;’Eﬂ
pusztitasara képes. A rezisztencia gén egy olyaimeh ; A

termel, ami az ampicilint hatastalanitja. Ha atesjtez a|gri |
rezisztencia gén akéar plazmid formajaban is jelan, \ak-
kor az ampicilin nem fogja ezt a sejtet elpusztitaaz ab- !
ran a kékkel jelolt rész a promoéter szakasz. MCEgy
olyan szakasz, andir eddig még esett sz6. Ez a ,multip

cutting site”, a ,tébbszorosen felvaghaté helyt Idhet fel- EmPR
nyitni a gyirit és beilleszteni azokat a géneket, amely:
szeretnénk a vektorral bevinni a sejtbe. 2. dbra: Plazmid vektorok
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Az (] gének beépitésével a plazmid mérete regnplazmidoknal 1-10 kilobazis
viheté be anélkul, hogy a plazmid normalisikddését megzavarnank.

Hogyan lehet felvagni a DNS-t?

A természetnek egy sajatos taldlmanya ez is. Vamakyon specidlis enzimek,
amelyek nagyon furcsa modon vagjak el a DNS-t. Acdasag abban rejlik, hogy nem
keresztben hasitjak el, hanem ugy, hogy rovid kisgla szalu szakaszok maradnak a DNS
két végén. A masik kilonlegesség, hogy nem akaragjak el a DNS-t, hanem Ugynevezett
tukorképi szakaszoknal, ahol a két ellentétes dsfiut DNS bazissorrendje egy roévid
szakaszon forditott. Ezeket a szakaszokat nyighkigy, hogy az végeken 4 vagy 6 béazis
hosszUsagu szimpla szalid szakasz marad szabadamk &z szakaszok egymassal
komplementerek, egymassal Gjra 6sszekapcsolhatok.

: Sticky ends
Cut here A7 TR
- o i — _,_:_'.'-’ S
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3. abra: ,Ragadds végek”
Minden egyes enzim mésfajta tikorképi szakasztriseh@s hasit.

Mit jelent a vAgéas?

A DNS allomany, a genetikai &llomany manipulacig@bezek az enzimek, a
restrikciés endonukledzoljatsszak az ollészerepét”, amivel adott helyereblet vagni a
DNS-t. A 3. abran a cukor-foszfat lancokat a fohde vonalak jel6lik. Az enzim ezeket vagja
el. A pontozott vonalak a gyenge hidrogénkotésgkeik, amelyek kénnyen szétszakadnak,
ekkor valik szét a két DNS vég. De ezek a komplaereszerkezet és a hidrogén kotések
miatt hajlamosak arra is, hogy Ujra 6sszetapadjaAakigy kialakulé lancvégeket ragaddés
végehlek (sticky end) nevezik, mert egymas kozelébegjltzjlamosak dsszetapadni, és Ujra
0sszekapcsolni a DNS végeit.

Mire hasznaljuk ezt?

Ezzel vagjuk ki azt a gént, amit szeretnénk kiveratamilyen éblényhsl és betenni a
plazmidba, valamint ezzel vagjuk fel a plazmidotNsindkét esetben egyforma restrikcids
endonukleazokat hasznalunk.
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A restrikciés endonukledzokrél tobbesszamban adlt mivel sok van bélik.

szekvencia Bontasi helyek szama
Mikroorganizmus Enzim 5 3 3 -
i | Ao 2 | V40 | px174

Arthobacter lutens Alul AG,CT =50 =50 35 24
Brevibact. albidum Ball | TGGCAA | 15 | 17 0 0
H. aegypticus Haelll GG Cc'C »>50 | >50 19 11
H. parainfluenzae Hpal GTT AAC | 13 6 4 3
Serr. marcescens Sb Smal | CCC/GGG 3 12 0 0
B. amyloliquefaciens H | BamHI GLGALC"C 5 1 0
E. coli RY13 EcoRI d_AA_'I'_'I'C 5 1 0
H. influenzae Rd Hindlll | A AGCTT | 6 11 6 0
H. parainfluenzae Hpall ClC'GG »50 | >50 1 5
K. pneumoniae OK8 Kpnl G_Lm:ln 2 8 1 0
X. hoicicola Xhol | ClTCGAG 1 3 0 1

4. dbra: Restrikcids enzimek

A 4. tablan néhany restrikciés endonukleaz tulagdgai lathatok. Az efsoszlopban a
termeb mikroorganizmus neve szerepel. Az enzimek kddnavenikroorganizmushbol
szarmazik. (Pl.: Az Alul azArthobacter lutensnevéldl szarmazik, az 1 szam az @igk
izolalt enzimre utal.)

A harmadik oszlopban lathatd, hogy milyen baziskgerecianal vagnak (a tukorképi
bazissorrend miatt csak az egyik lanc szerepel)il F&thatok azok, amelyek uUn. tompa
végeket (blunt end) hoznak létre, tehat egyszedgak el a két szalat. A léfis vonalak,
pedig a ragadds végeket jeldlik. A tablazat jobtlatdin az oszlopokban néhany gyakran
hasznalt vektor szerepel, a szamok a darabolas tit@uékek szamat adjak meg. Ha ez a
szam tobb mint 50, az azt jelenti, hogy tulsagasard darabokra vagja szét. Ha csak egy
helyen vagja fel, pl. az SV40-es virust, akkor a jlenti, hogy erre az egy helyre
irdnyitottan be lehet vinni a géneket, és utanae&dshet kapcsolni. Tehat, ha valamilyen
manipulacios eljarasra hasznaljuk a restrikciésoanllledz enzimeket, akkor az a jo, ha
kevés helyen vagjuk fel a vektort. (Géntérképezeégiséont az a jo, ha sok kis géndarabot
kapunk, és abbdl lehet dsszerakni, hogy milyenabokredeti bazissorrend.)

Hogyan fligg a vagasi helyek szama a felismert DR&asz hosszatdl? Milyen
gyakori a hasitas, ha négy bazispar hosszusagaszakmer fel az enzim? Ehhez ki kell
szamitani, hogy 6sszesen hanyféle kombinécio légess és ezek kozil egyetlen az enzim
szubsztratja. A DNS-ben 4 féle bazis van, teh&akasz els helyére valaszthatok 4-félét, a
masodikra, a harmadikra és a negyedikre szintén dzez dsszeser! 4 256 kombinacid
lehetséges. Statisztikusan tehat minden 256 baraspéhet egy vagasi hely. Ez tulsdgosan
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gyakori vagast, rovid fragmentumokat eredményetatazatban is a 4 bazisos enzimeknél
vannak az 50 folotti szamok.

6 béazis hosszlsagu szakaszok esetében a kombirgmadka % azaz 4096, tehat
minden 4096. bazisparra jut egy vagasi hely, akkaichosszabb szakaszokat eredményez.

' ! -
__\\\\ (€ ]1'~:rt:|m'-.nrm /;//.’-— m f_!i_:-ul‘ll‘; l/?—-
( EcoRl “{ r ?_ E:::
\ e Hmlunl /
plasmid Re wml'-ln ant
' plasmid
{a) ik} fch

5. dbra: Génbeépités plazmidokba

A plazmid vektor Iétrehozéasa:

Kivalasztjuk azt a kromoszomalis DNS szakaszt, gmel bevinni kivant gent
tartalmazza. (Az 5. abran ez a lilas sizégyenes szakasz). Ezt egy kivalasztott restrikcios
enzimmel pl. az EcoRI-gyel felvagjuk. Az igy kapDiNS darab tartalmazza a célgént, és ket
ragadds vége van. A kromoszomalis DNS darabolas@ial csak egyféle szakaszt kapunk,
hanem sokfélét, és ezek kozill ki kell valogatnurkivant gént tartalmazoét. Ezt szelektalni
egy kulon lépés az eljarasban.

Ugyanakkor a vektornak valasztott plazmidot is y#juk ugyanazzal az enzimmel. Itt
is ugyanolyan ragados végek keletkeznek. Ha a ksaomalis DNS-t és a plazmid DNS-t
0sszehozzuk, akkor megvan annak az esélye, haayaalds végek ugy tapadnak 6ssze, hogy
a plazmid DNS-be betoldédik a kromoszomalis medgdeldarabja. Itt ismét szamos
hibalehebség van, a DNS darabok sok egyéb modon is rekomdlingtnak, az abran csak a
kivant eset szerepel.

A ragadds végek csak a hidrogénkotéseket létekitamaz gyenge, kénnyen szétnyild
kapcsolatot. A cukor-foszfat lancok 0OsszekapcsblBsaegy enzim (T4 DNS ligaz)
hozzaadasa szikséges. A ragadds végek lazan lesstikil a lancvégeket, a ligazéer
kovalens kotéssel koti 6ssze mindkeét szalat. Idesdetben kialakul az Uj gyis DNS, az Uj
plazmid. Ezt rekombinans (=Gjrakombinalédott) pladmak nevezik. Ezt kell a tovabbiakban
bevinni a sejtbe.

A bevitel megvaldsitasanak madijai:

A plazmid az nem virus, tehat nincs kilon appaeaarsa, hogy bejusson egy sejtbe.
(A virus képes aktiv behatolasra.) A plazmidnakiteeg kell, mert ez egy passziv DNS
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darabka. A biotechnologusok elektromos hatasokkaly vegyszeres kezeléssel ,segitenek”
a sejtfal és membran megbontasaban, és igurdgidNS-ek be tudnak hatolni.

Ha bejut a plazmid, akkor utana még mindig kérdékegy niikodik-e vagy sem?
Vajon osztodni fog-e a sejtekkel egyutt a plazmadywsem? A kivant gén mellé egy marker
(nyomijelz) gént is beépitenek (pl. antibiotikum-rezisztehcamni segit kivalasztani azokat a
sejteket, ahol megtortént a beépulés édik@dik” a plazmid. Az adott antibiotikumot
tartalmaz6 taptalajon csak rezisztenciagént (azgaamidot) tartalmazé sejtek indulnak
novekedésnek.

Foreign DNA
gene for - . 5 egion of interest
anfihiobic = asmid y EcoRI
resistance EcoRl

EWRI lEm:-'RI

ﬁf " \

Hyhridizaton
+ DA Lizase

|‘-Q"G*='|

Recombinant
DNA
DN4A m:m?

Bactena

Bacterial Bacteria plated on medum

¥+ antbiotic
| & &K I
Only bacteria contaming

recorrbinant DA grow
Culture |

DNA
http: / jwww.accessexcellence.orgf A purification
AB/GG/plasmid.html - gg o

Cloning into a plasmid

6. abra: A teljes séma

A 6. abra 6sszefoglalja a teljes folyamatot. Kiilddul rendelkezésre all a plazmid és
a kromoszomalis DNS. A plazmidba mar be van éptye antibiotikum rezisztencia gén. A
plazmidot és az idegen DNS-t (foreign DNS, kromosad®NS) is hasitjuk az EcoRI-gyel.
Lathat6 a kétféle DNS a ragados végekkel (stickdsin Osszehozzulket egy oldatba, és a
ragadds végekkel szépen dsszetapadnak, rekomhma&lod cukor-foszfat lancokat a DNS
ligdzzal kapcsoljuk 6ssze. Létrejon a rekombindagmid, amiben benne van az idegen DNS
darabka. Ezt a plazmidot bevisszilk a sejtbe. Aisdjelil van a bakterialis kromoszéma (egy
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nagy DNS gyiri)) és mellette a kis plazmid részecskék (az abra mémetaranyos). Ezutan
jon a szaporitds és szelekcié folyamata. A sejtekeiszik egy antibiotikumot tartalmazoé
szilard taptalaj fellletére (oldalnéfiePetri csészén lathatjuk). Azok a sejtek, amelyek a
plazmidot tartalmazzék, azaz rezisztensek az atitbimra (lila szinnel jeldlve)
elszaporodnak, lathato telepet képeznek. Azok teksepmelyekben nincsen meg a plazmid
(fehérrel jelolve), azok nemoének ki, az antibiotikum hatdsara elpusztulnak. kepeket
atoltva megkezdhetjik a szaporitast és a bevitirfeltermelését. A folyamatot szemléitet
video letblthed a tananyagok kozul, a fajinév: plazmid rekombid4ti .

Hasonl6 el eljarassal gyakorlatilag barmilyen gént be lehiehiva prokaridtakba és
az eukariétakba is.

Mire j6 ez a folyamat? A cél a fehérje termelés.

A gyogyaszati célu fehérjék piaca oriasi. Ezek teéle példaul hormonok, vakcinak
(oltbanyagok a kulonféle betegségek ellen). Olyarireeket is lehet ilyen médon gyartani,
amelyeket mas modon nem lehetne. De leRilléhani igy immunfehérjéket, vérfehérjéket,
pontosabban véralvadasi faktorokat (ez is egy eé€y piac)

Egy klasszikus példa:

Proinzulin Frainzulin
i aén
i.
/ Rewverz Eedpités Bevitd
\ transzkriptaz plazmidba C. colba
- | — —
i 3
{ - l
Nk 1A,
Has nyalmirigy Proinzulin Proinzulin Rekombinans Transzformalt
(pancreas) mRNS DNS plazmid baktérium

7. &bra: Human inzulin éhllitasa 1.

Az inzulin egy hormon, amely a szénhidratok anyaggenek szabalyozasaban vesz
részt. A szervezet sejtjei (az agysejtek kivétd)ésgak inzulin jelenlétében képesek felvenni
a vérldl a glukozt. Az inzulint a hasnyalmirigy (pacreaglyes sejtjei termelik.

A rekombinacios folyamat célja, hogy az inzulintin{egehérje tipusd hormon) mikro-
organizmusokkal is éllehessen allitani.

Problémat okoz, hogy az etsl sejtekben a fehérje bioszintézis bonyolultabb
folyamat, a mRNS érése soran az intronok kivagasasar keril. A human inzulin gén ket
intront, folosleges szakaszt tartalmaz, ami a &egsett mMRNS-ben mar nincs jelen. A
prokariotak intron-kivagasra nem képesek, azazzheredeti emberi inzulin gént Ultetjik be,
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akkor egy sokkal hosszabb, értelmetlen szakaszokattalmazé fehérje képdne az inzulin
helyett. A megoldas az, hogy nem DN&@-indulunk ki, hanem az érett, ,méretre vagott”
messenger RNSéb Ezt kell izolalni a sejtbl, nem a kromoszomat. Ezutdn a mRNS alapjan
létre kell hozni a megfel@IDNS-t. Erre az RNS-virusokbdl kinyerieteverz transzkriptaz
enzimek alkalmasak. Ezek szimpla szalu DNS-t sipdmak, kilon Iépés a masik DNS szal
létrehozdsa. A kets szalu DNS mindkét végére ragadds végeket kehik@s ezutén
kovetkezhet a rekombin4cié egy felnyitott plazmidaaajd a bevitel a mikroorganizmusba,
adott esetberEscherichia colba. Erzékelhetjilkk, hogy ez egy soklépéses folyafEat a
technikat alkalmazva a Genentech kutatéi mar 78mhegoldottak a gyartast, a piacon 1982-
ben jelentek meg a rekombinans inzulinnal Humuéaem.

Eddig a prokariotak vektorairdl volt sz, de gyakeaz a feladat, hogy eukaridtakba
vigyunk be géneket. Az eukariétdknak megvannak jat gdazmidjaik és virusaik, ezek
ugyanolyan elvek mentén hasznalhatok, mint az ésldigokszor viszont az a feladat, hogy
baktériumokbal kell &tvinni géneket eukariotdkbavissza. Ehhez olyan vektorok kellenek,
melyek mind a két sejttipusbanikddnek. A természetben ilyet nem talalunk, anniis
mikodédi sejteksl van sz6. Az idegen” vektorokat be tudjuk juttatnsejtek belsejébe, de
ezek ott nem képesek szaporodni, igy a gének nékibdnek a sejtosztdédas soran.

A kulcs tehat a szaporodas. A masolashoz a repbk&arigéra van szikség. De a
prokariota replikaciés origé az eukariotakban netikdik, és forditva sem. Ezért a vektorba
mind a kétféle replik&cids origot be kell épiteAi.mésik nehézség az, hogy a szelekcios
markerek is masok. A prokariétaknal bevalt antikioh-rezisztencidk nem alkalmazhatok az
eukariétaknal, ezért egy masik, az eukariétdk k&mébiikddé antibiotikum-rezisztenciat
(n6vényeknél herbicid-rezisztenciat, stb) is bd keliteni. Az ilyen, mindkét szervezetben
mikodd vektort ingdz6 (shuttle) vektornak nevezik. Lérsegeleme tehat, hogy kétféle
replikacios origot, és kétféle szelekcios marketgeémnalmaz.
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8. abra: Ingazo (shuttle) vektor
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Talalhaté benne egy prokariéta replikacios origdii}. A masik, azsSV40 ori egy
majom virus origoja, amely edd sejtekben fikodik. Két rezisztencia gén is van benne, az
AmpR az ampicilin rezisztencia (baktériumokra hatNeoR pedig az eukaridta sejtekre. Az
MCS (multiple cutting site) itt is a restrikciosdamukledzok vagasi helyeit jeldli.

A specidlis noveényi vektorokrol:

Génatvitel Agrobaktérium plazmidokkal

Az Agrobacteriumok parazitak. A kétszik
novenyeket fetizik meg, szervezetikbe valamilye?
novényi sériilésen keresztiil hatolnak be. A betecl
seg kulgdleges megnyilvanulasat a 9. abran lathd 5
juk, ez az an. gyokérgolyva. '

Az Agrobacteriumok ezt nem a bakterialis =
mivoltukban teszik, hanem a plazmidjaik révén.
Ezek a plazmidok sok millio éve egyutt élnek az
Agrobacteriurokkal, bonyolult biokémiai szim-
biozis alakult ki az evolucié soran.

9. abra: Agrobacterium fetizés = gyokérgolyva

Az Agrobacteriumoknak 4 fajuk van, ezek hatasa kissé éltér

1. Agrobacterium tumefaciens:

A tume sz6 a tumorra, daganatra utal. A névénylséggnagyar neve gyokérgolyva,
vagy koronagubacs. A sértlések helyén alakul kbiés. A baktérium Ti (tumor indukald)
plazmidja nem differencialt szévet burjanzast iééz A burjanzo sejtek olyan anyagokat
(opalinokat) termelnek, amelyeket a baktérium tgpgként felhasznal.

2. Agrobacterium rhizogenes

Ennek RI (= root inducing) plazmidja vattaszéajszalgyokeér-burjanzast okoz.

3. Agrobacterium ruhi Gyimélcsfanal, malnanal gyokérgolyva, véggdyva.

4. Agrobacterium radiobacter Plazmidja nem okoz betegséget, viszont egy
antibiotikumot (= agrocint) termé&lgént hordoz. Ugyanezen a plazmidon talalhat6é aacay
elleni rezisztenciat biztosito gén is - megvédasajagat.
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Az A. tumefaciens fertézés

10.abra: Az A. tumefaciens fégés
Ez a Gram-negativ névénypatogén talajbaktériumétezikdi névényeket (szerencsére
a legfontosabb kultirnévényeink nagy része egy$zik sebzési helyen megfért és
tumorokat okoz rajtuk. A baktériumok patogenitasazéfiigg a tumorindukacio (Ti) plazmid

jelenlétével.
A Ti plazmid egy része (a transzfer DNS = T-DN%pdolyamat soran atkeril a no-

vényi sejtbe és a sejtmag kromoszomalis DNS allydida integralodik. A T-DNS régidban
helyezkednek el a tumorok kialakulasaért fidejének.
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11.. bra: Az A. tumefaciens féees 2.
A Ti (tumor indukald) plazmid (pirossal jelolve) TaDNS szakaszt (kékkel jeldlve)

beépiti a megfebizott nGvény kromoszomajaba. &tkezdve minden egyes osztodott ndvényi
sejtben ez a kis DNS szakasz is megjelenik, a tumioden sejtje tartalmazza.
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Az A. tumefacienglsisorban a gydkereket tamadja meg. Ha a felszinen kele egy
sérlléshe, akkor is igyekszik lekerllni a gyokeezkiés ott kifejteni a hatasat. Maga a
baktérium sejt nem hatol be a noévényi sejtbe, caakovény sejtkozotti folyadékaval
érintkezik. A névény életben marad, de él@todései, anyagcseréje megvaltoznak.

A Ti plazmid

1,2 x 16 molekulatdmet, gytiri alaki DNS molekula. A baktériumban 6nalléan
replikalédé genetikai egység. A plazmid DNS-nek egy transzformalé (T-) DNS szakasza.

Ennek nagysaga 20.000 bazispar, ez jut be a gattiaseferbzést kdvaien, majd
stabilan beépll a novényi kromoszomaba. A sejtbm§a mellett olyan aminosav
szarmazékokat termeltet a ndveénnyel, amelyekedg@pbacteriumtdpanyagként hasznosit,
emellett olyan ndvényi hormon analdégok kégzek, amelyek a gyokér és a szarndvekedést
leallitjak, ezzel is éinyt adva a tumorsejtek névekedésének.

Geénatvitel a Ti plazmiddal

A Ti plazmidok alkalmasak arra, hogy vektorként Igaganak ,idegen” DNS
szakaszoknak a gazdandvéenyek kromoszomaiba édoenteléhez. Ha a T DNS szakaszba a
tumorindukalé gének helyére mas géneket épitenelalder azok ugyanugy beépilnek a
novényi genomba. E rendszer felhasznaldsaval angékégyakorlatilag barmilyen génnel
transzformalhatok.

A genomba juttatandd T-DNS szakaszokba altalabakengpl. rezisztencia) géneket
is elhelyeznek, ami leh&té teszi a transzformalt névények egyfzarelektalasat.

A T-DNS felépitése

Hatarolo régiok: Ezek a T-DNS jobb és bal oldalj&ié amelyek kromoszémaba valo
integrélodasahoz nélkulozhetetlenek.

Ezen belll: Expressziés kazetta, az elején prométevégén terminator régidval,
melyek a gén riikodését, expressziojat (kifejfasét) teszik lehété.

Ezen belll helyezkednek el a célgének, a hasznos (ggy hasznos ndovényi
tulajdonsag génje, amit be akarunk vinni a novéphye valamilyen a szelekciés marker
génje.

Novényregeneralas

A Ti plazmidokkal be lehet vinni a géneket a novésgjtekbe, de ezek a gének nem
jelennek meg az egész névényben, csak a tumonsejtals igy nem ordkdinek.
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Ahhoz, hogy o6rolddé, minden sejtben megjeléntulajdonsagot kapjunk, ki kell
emelni egy tumorsejtet és abbodl regerenalni asteljzényt.

12.abra: Novenyregeneralas

A protoplaszt fazional mar szo6 esett arrol, hogyéaényeknél egy sejtb fel lehet
nevelni az egész novényt. Ez érvényes a tumorksejie, egyetlen sejib szaporodoképes
novényt lehet regeneralni.

Ha a regeneralasi folyamatot vegig csinaljuk, akéaunk egy olyan névényt, amely
minden egyes sejtiében, igy az ivarsejtjeben isldera azt a bizonyos génallomanyt, amit
eredetileg a Ti plazmidba bevittiink. Lathatjuk, Wegk-soklépéses folyamat eredményeként
elértik, hogy a névény hordozzon egy ilyen géntlydi gent? Ami a névény nmiségeét,
tartossagat,itoképességet javitja (pl. jobbairita szarazsagot), ellenallobb a kadieellen,
rezisztensebb egyes virusokra.

Az abran a folyamat fazisai lathatok.6Ex6r a tumorbdl kivett darabkakat Petri
csészékben szilard taptalaj fellletére helyezik égaporitjak. Késbb ezeket
differencialédasra birjak, megjelennek a gyotkerdk.B abran mar kifejlett gyokereket
lathatunk. Ez utan pedig mar Baés (vegben nevelik a novényt, hogy folfelé is
novekedhessen, hajtast képezzen. A C felvételajtasbk azért fehérek, mert alig van még
z6ld szintestlk, a névény még nem a fotoszintégislanem a taptalaj cukortartalmabol nyer
energiat. A D abran mar z6ld a ndveény, fotoszistézképes.
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