I1l. Génmanipulacios technikak

Génmanipulacio:
a gének megvaltoztatasa, vagy atvitele egyik organizmus-

bol a masikba — ezaltal az éldlények tulajdonsagainak
megvaltoztatasa.

A valtozas oroklodik, megjelenik a kovetkez0 generaciok-
ban is.
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111/1. Indukalt mutacidé

Ugyanaz, mint a spontan mutacio + termeszetes sze-
lekcio, csak itt szabalyozott kortlmeéenyek kozott hajtjuk
végre — indukalt mutacio + celzott szelekcio

Mutaciokat lehet eldidézni:
- besugarzassal (UV lampa, Rontgen besugarzas)
- vegyszerekkel (salétromossav, N-mustar, mitomicin)
Kortulmenyek: - kezelési id6 (expozicio)
- sejtkoncentracio
- tapoldat 0sszetetele
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Besugarzas mutagén hatasa

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

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

A mutacid véletlenszerl folyamat, letrejottenek helyet
nem tudjuk iranyitani.

Ha egy bizonyos gén mutéacidja a célunk, akkor sok sej-
tet kell alavetni a mutacios kezelésnek. Ennek eredmeé-
nyekent sok és sokféle mutans keletkezik, ezek kozul
kell kivalogatni azt a nehanyat, amelynél éppen a meg-
célzott gén seérdilt.

Azaz nagyon sok mutans torzset kell egyenként meg-
vizsgalni, ami roppant munkaigényes. A taptalaj 6ssze-
tetelenek bedllitasaval lehet szelektiv nbvekedest elér-
ni, de igy Is tenyészetek szazait kell megvizsgalni.
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Hianymutansok = auxotrof mutansok

Olyan mutansok, amelyek a mutacio kovetkeztében el-
vesztették egy szamukra létfontossagu anyag (amino-
sav, nukleotid, vitamin) bioszintézisének képességet.
Ezek csak akkor tudnak novekedni, ha ezt az anyagot
készen kapjak — ha belekeverjik a taptalajba.

Ezt a jelenséget kihasznalhatjuk a hianymutansok azo-
nositasara es elkulonitésere —

Vad torzs (prototrof). minimal-taptalajon (szénhidrat,
asvanyi sok) is kepes noévekedni.

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

Barsonnyal
boritott steril
Lappancs”

A tuléld mutans sejteket
kKiegeszitett taptalajon
telepekké szaporitjuk.

Minimal
Ezeketegy ,tappanccsal’ ' taptalaj
atvisszik a minimal tap-
RPN : P S - >4 Kiegészitett
talajra is. Amelyk a mi- &= 2d B [ sraporte
nimal taptalajon ,eltlinik

(nem tud novekedni) az
a hianymutans.

Csak a vad t6rzs A vad térzs és a hiany-
BME Alkalmazc novekedik mutansok is névekednek
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Rezisztens (ellenalld) mutansok

A vad torzstdl abban ternek el, hogy valamely karosito,
mergez0 anyag jelenlétét sokkal nagyobb meértekben
kepesek elviselni.

Altaldban antibiotikum rezisztenciat értiink alatta, de le-
het mas anyag is.

A gatlo anyagot tartalmazo tapoldaton csak a rezisztens
telepek nének ki, a vad torzs nem.
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Antimetabolitok

. olyan vegyiletek, amelyek szerkezettiikben hasonli-
tanak egy ,valodi” metabolitra. A sejtben a hasonlosag
revén egyes enzimeket ,be tudnak csapni’, masokat
nem. A vad tipusu sejtekre mérgezd hatassal vannak,
csak egyes rezisztens mutansok képesek tulélni az an-
timetabolitos kezelést.

Ennek jobb megértéséhez idézzik vissza az alloszteri-
kus szabalyozas mikodését.
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A triptofan és antimetabolitja

Triptofan — fehérjealkotd aminosav
5-metil-triptofan - antimetabolit

o-methyltryptophan EHBO?D'E' EHE'M
NH

H
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ALLOSZTERIKUS SZABALYOZAS

Egyes enzim molekuldknak két, vagy tobb kulonbozd
aktivitasu alakja lehetseges. Ezek reverzibilisen atala-
kulhatnak egymasba. Az ,atkapcsolast” egy (vagy tobb)
modulator molekula kotédése hozza létre (harmadlagos,
negyedleges szerkezet megvaltoztatasa).
Veéqgtermek-gatlas (feed back inhibicid): egy reakcidlanc
végterméke visszahat és lefékezi sajat termeldédését, a
legelsd enzim mikodeéset:

|
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Elagazo reakciolancok szabalyozasa

First committed
step in pathway A-F

Substrate

Fraguct . .. =

Y
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.......
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Antimetabolit rezisztencia

Az antimetabolitok szerkezeti hasonlésaguknal fogva
szintén kapcsolodhatnak az enzimekhez, és le tudjak
fekezni a bioszintézist.

,Be tudjak csapni”’, ezeket a szabalyozé mechanizmu-
sokat, ,elhitetik” a sejttel, hogy a kérdéses metabolit
bdségesen rendelkezésre all, termeléset emiatt le kell
allitani, pedig valgjaban hianyzik.

A vad torzs anyagcsereje leall, a sejt elpusztul. Csak
azok a rezisztens mutansok élik tul az antimetabolitos
kezelést, amelyeknél ez a szabalyoz6 mechanizmus
sérilt, és a tultermelést nem fékezi semmi.
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lpari termelés tultermel6 mutansokkal

A biotechnoldgiai iparnak egy fontos agazataban a sej-
tekben egy amugy kis koncentracioban jelen lévd anya-
got a természetesnél sokkal nagyobb mennyisegben
termeltetnek. Ehhez a sejtek genetikai allomanyat muta-
ciokkal tdbb ponton is at kell alakitani — igy jutnak tulter-
meld mutansokhoz.

Ezt a technikat nevezik ANYAGCSERE MERNOKSEG-
nek (metabolic engineering) —
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Anyagcsere mérnokseg — metabolic engineering
glitkk 6z

K dztitermek-1

I

K oztitermek-2 :
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K oztitermek-3
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Mellektermek Céltermék --———— _
Melléktermékek Bomlastermek
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Anyagcsere mérnokseg — metabolic engineering

A primer metabolitok elballitasanal a geéenallomanyt ugy
valtoztatjak meg, hogy:

1. A bioszintéezis Ut elagazasait lezarjak, ezaltal minden
anyag a céltermek iranyaba aramlik (auxotrof mutan-
sok). Ha ez letfontossagu molekulak eldallitasat érin-
ti, akkor leaky (szivargd) mutansok, vagy tapoldatkie-
geszites.

2. A termeket tovabbalakitd reakciolepeseket eliminal-
jak.

3. Felfliggesztik a tultermelést megakadalyozé mecha-
nizmusokat (antimetabolit rezisztens mutansok)
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A TRIPTOFAN ELOALLITASA

Bioszintézis: szénhidratokbol sok lepéssel. A japanok ol-
dottak meg Corynebacterium és Brevibacterium torzsekkel

Anyagcsere-mérnoki glitk 6z
szelekcio: —
eritroz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)
L y . Fmmmmmmo—m—o——- E+--—--93----"--"--
Auxotréfiak: :r *l R |
- - 3-dezoxi-D-arabino-heptul6zonat-7-foszfat |
Phe’, Tyr’, l | P i
I

: | l
. . | korizminsav :
Rezisztencia: ! |
r | m I
>-Me-Trp | prefénsav antranilsav :
XX l ’
I I
. . I
fenilalanin tirozin triptofan - - -------- |
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Indukalt mutacid antibiotikum termeld
torzseknél

Az antibiotikumok bioszintézise sokkal bonyolultabb, az
anyagcsere mernokseg nem volt alkalmazhato.

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

A mutans torzsek kdzul a legjobb termel6 képessegle-
ket valasztjuk ki, és ezeket Ujabb és Ujabb mutacionak
vetjik ala, eés minden lépcsb6ben a legjobbakat hasznal-
juk ipari termelesre.
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Neégy fejlesztdo hhboratérium tirzsnemesiti tev ékenysége a tirzsjelzés feltiintetésével.

- - - L4 Pergcifium chwsogenum HEEL 1951
eniCilin termeles o :
HEEL 1951-B-25

Camhe zie Instibate Thde Jlireesota x
V4 7 =/ M1a12
fokozasa mutacio- v
Wiz 176
mr-1
Wiz BL 3D IO
val | :
47636 47-6 50 47-638 47- 762 47-911
S S S S
47-1327 47-1380 47-1564 47-1040
] [ ] ] rr S 5
A penicillin termeld :
47-740 s -1
s V4 =y - HLI 48-1655 45-1372
torzs mutacios fejlesz- :
Ml 40.482 40901
, , 50-25 g -1
tese (50_es evek 9) 1 49.2695 49.2420
50-935 s -1
HM 50- 529 50-T24
51-70 s -1
H 50-1247 50-1583
51-20 s -1
’ i) s 2 51614 51-825
Hatéanyagtartalom a s sf s | o :
i) Hix s g 51-111= s 52-8
, ., , , MI-30 E-2 E3 52-1087 3 53-533 mi-1
. i) Hix s s 52-817
fermentacio végeén: -
i) Hix s 5%-174
M-T3 E-5 E6 53-1162 -1 m-1
LEE H> 54-1255 53-844
hI-28 E-T E32 [(45-P-78 v P20 -1
. H> | 54-912
1929 ~ 0,01 g/liter
1 i I
E-10 C-59-314 (P67
. Hi I
1943 ~ 0,30 g/liter
] Ell | 5a M |
1G9 E-13 a0 5E-119
. Hiz Hi I
2000 -~ 80 g/llter 16534 E-14 6E-369 (-9
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15259 E-15 TE-408
s |
E-15-1 gE-10 (P-11)
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Indukalt mutacio - értékeles

Nem célzott, iranyitott valtoztatas. A sokféle mutansbol
szelekcioval kell kivalasztani a nekunk kedvezo valtoza-

sokat hordozokat.
~70 éve muvelik, klasszikus technika.

Veszeélyessége kicsi, mert:
— inkabb elvesz, mint hozzaad a tulajdonsagokhoz
— emiatt a mutansok kevesbé életképesek, mint a
vad torzsek — a természetbe kikertlve nem ver-
senykepesek

— zart terben (Uvegedenyek, fermentorok) szaporit-
jak, a kornyezetbe csak veletlentl kertlhetnek.
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