A tananyag felépitése — modositott Utemterv
Z0old: biotechnolégia ZH vagy pot ZH. Piros: nanotechnolégia ZH (a p6t ZH-k nincsenek feltlintetve)

1 02.10. A DNS, RNS és a fehérjék szerkezete. A

5 0217 Alapok DNS lemasolasa a sejtben.
Polimeraz lancreakcié (PCR)

3 02.24. Mikrobiologiai alapok

4 03.02. Indukalt mutacio

5 | 03.09. | Modszerek Protoplaszt fuzio

Tavaszi sziinet 03.16.

6 03.23. Genatvitel vektorokkal

Elsodleges és masodlagos
03.30. . s
7 anyagcseretermékek gyartasa
8 04. 06. Biopeszticidek
Husveti sziinet 04.13.
. . ... | Rekombinans fehérjék gyartasa,

9 - Termékek, technoldgiak Allati sejttenyészté; 4

10 04.27. Génmanipulalt névények
Génszerkesztés a CRISPR rendszer

05.04. o
11 segitsegevel
12 05.11. Klonozas
. 0518
Pot ZH 05. 21. csutortok potlasi hét
Egy minden érintett
Pot-pot ZH szamara alkalmas potlasi hét




6. Ora Génatvitel vektorokkal
2020. marcius 23.

Az Ora kulcsszavai: vektor, plazmid, restrikcidés endonukleaz

Fluoreszkalova tett
dohanynovény levelek
,GMO dohanylevelek”

Aqueora victoria

(kristdlymeduza)
' A kristdlymeduza egyik génje egy
, fluoreszkalo fehérjét (GFP) kodol.
, Ezt vitték dat vektorokkal a
&“i dohdnynévény leveleibe.
Vektorok: idegen genetikai informacio sejtbe juttataséara alkalmas bioldgiali
informacio hordozo rendszerek. A vektorok az éket befogadni képes sejt genetikai
modositasara képesek.

De miért van szikség vektorokra - tehat hordozo rendszerekre - az idegen DNS
bejuttatasahoz? Es mi értelme van idegen DNS-t bejuttatni egy élélénybe?

1 http://wonderfulanimals.blogspot.com/2012/06/aequorea-victoria.html
2 Chen Q, Lai H, Hurtado J, Stahnke J, Leuzinger K, et al. (2013) Agroinfiltration as an Effective and Scalable

Strategy of Gene Delivery for Production of Pharmaceutical Proteins. Adv Tech Biol Med 1: 103.
doi:10.4172/atbm.1000103



http://wonderfulanimals.blogspot.com/2012/06/aequorea-victoria.html

Mi értelme van idegen DNS-t bejuttatni egy élélénybe?

» Valamilyen, szdmunkra (és esetenként az él6lény szdmara is) hasznos tulajdonsaggal

szeretnék felruhazni. (Ugyanaz, mint a keresztezésnek, az indukalt mutaciénak vagy a
protoplaszt fuzidnak.)

» Egysejtl él6lényeket arra lehet rdvenni, hogy valamilyen szdmunkra hasznos anyagot —
tipikusan egy fehérjét — allitson el6 nagy mennyiségben, amit a genetikai allomanya
egyébként nem tartalmazott (szdmara nem hasznos ennek az idegen génnek a jelenléte).

» Novényeket, dllatokat megfelel6 idegen gének bevitelével bizonyos kartevékkel vagy
betegségekkel szemben ellenalléva lehet tenni. Pl. aranyrizs vagy a sertéspestissel szemben
ellenallé sertések Iétrehozasa.

Jobbra: az arany rizs
csirasejtjeiben zajlo karotinoid
bioszintézis egyszerlsitett

geranylgeranyl-PP
l phytoene synthase

vdzlata. hytoene + 2 pyrophosphate
Ndrciszb6él — szdrmazé  fitoén crtl
szintdz és Erwinia uredovora zeta-carotene
talajbektériumokbdl szarmazod l crtl
fitoén deszaturdz (crtl) enzim lycopene
fehérjék génjeinek bevitelével ‘/ \ lycopene cyclase
valositottak meg [1,2].

arotene beta-carotene

1 Engineering the Provitamin A (B-Carotene) Biosynthetic Pathway into (Carotenoid-Free) Rice Endosperm By
Xudong Ye, Salim Al-Babili, Andreas Klo6ti, Jing Zhang, Paola Lucca, Peter Beyer, Ingo Potrykus. Sciencel4 Jan
2000 : 303-305. 2 https://en.wikipedia.org/wiki/Golden rice#/media/File:Golden Rice.jpg
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Mi értelme van idegen DNS-t bejuttatni egy élélénybe?

Az inzulin baktériumokkal t6rténé elballitasanak példaja
» Az inzulint meg lehet termeltetni Escherichia coli baktériumokban.

» (Kihivas: az inzulin tartalmaz intronokat és atesik poszttranszlacios médositason is.)

Intron mentes

E. coli-ban
MRNS atiras Intron_mentes Vektorba inzuallitérzti:r(r;selés
Hasnyalmirigybé Inzulin DNS juttatas
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Mi értelme van idegen DNS-t bejuttatni egy élélénybe?

» Genetikai betegségek gyogyitasa
» Bakterialis fert6zések gyogyitdsa fag terapidval

» Példaul egy genetikai betegséget szeretnének modellezni, és a gén hibas valtozatat juttatjak
be a kisérlethez felhasznalni kivant sejtekbe.
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Miert van szilkség vektorokra az idegen DNS sejtbe juttatasahoz?

> A DNS és a sejtmembran felszine egyarant negativan toltott. Ezért taszitjak egymast.

> A sejtmembran poérusain csak egy bizonyos mérettartomany alatti molekulak tudnak
passzivan atjutni.

» Ha sikertl is legy6zni ezt a taszitd hatast és a bejuttatni kivAnt DNS méretének
megfeleld porusokat nyitni a membranon (kémiai vagy elektros kezeléssel), akkor is
szamolni kell még a sejt sajat “immunrendszerével’. A sejtek ugyanis sokszor

védekeznek az idegen DNS vagy RNS sejtbe kertlése ellen, hiszen ez akar egy
virusfert6zés kovetkezmenye is lehet.

> A virusok is vektorok, csak az esetek tobbsegében nem az ember altal iranyitott ceélokat
szolgalnak.

NECKAEENEELE]r
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Hogyan védekezhetnek a sejtek az idegen DNS ellen?

» Azért fontos erre kitérni, mert a bejuttatni kivant DNS-t a sejt ,,immunrendszerét6l” altaldban
meg szeretnénk védeni.

» Egyrészt léteznek az idegen DNS-t felismeré és feldarabold enzim fehérjék, pl. a
baktériumokban a restrikcidos endonukleazok. Ezek részét képezik a baktériumok
Jmmunrendszerének”. (Ezekrdl az enzimekrdl mindjart részletesen mesélek.)

» A baktériumok metil csoporttal 1atjak el a sajat DNS-Uiket (metilezés vagy metilalas a
szakirodalomban), az 6ket tdmadod virusok DNS-e viszont nem metilezett. Ez alapjan tudnak a
restrikcids endonukleazok a sajat és az idegen DNS kozott kiilonbséget tenni.

» A metilezett DNS-t a legtobb restrikcios endonukledz nem hasitja el (de vannak kivételek).
MNH,

H #L Balra: a DNS metildldsa az esetek tulnyomo
"N SN tébbségében a citozin (C) bdzisokra egy “extra” metil
~ LHD ~N LQD csoport felkeriilését jelenti. Kivételes esetben az adein
H H (A) bazisok is metilalodhatnak.
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A genetikai moédositasok a maradanddsag szempontjabol

» atmenetiek (tranziens) vagy stabilak lehetnek.

> Atmeneti: a bevitt géneket a sejtek atirjak és kifejezik (expresszaljak), de a kiviilrél
bevitt informacio nem épll be a genomi DNS-likbe. Emiatt a DNS moddositast —
vagyis az Uj tulajdonsagot - sejtosztodaskor nem 6rokitik tovabb.

» Pl. “a koronavirus” (SARS-CoV-2) egy olyan egyszalu RNS virus, amelyr6l nem
keletkezik DNS masolat, ami bépiilhetne a gazdasejt DNS-ébe (nem tartalmazza a
reverz transzkriptaz enzimet, tehat “nem tud racafolni a genetika centralis
dogmajara”. Tegyuk fel, hogy van olyan fert6zott sejt, ami tuléli a virusfert6zést —
ebben az esetben a virus altal létrehozott genetikai modositast atmenetinek
nevezhetjik, amit a sejt a soron kovetkez6 osztdodasakor nem 6rokit tovabb.

» Stabil: az idegen gén beépiil a mdodositani kivant sejt genomi DNS-ébe. Emiatt a
bevitt informacio a sejtosztddasok soran tovabb is 6rokitddik. Stabil modositas a
genomi DNS-t éré mutacioé is. (Nem minden genetikai médositdashoz van szikség
vektorokra, pl. az UV sugarzas vagy a rakkelté kismolekulak vektor nélkil is képesek
a DNS-t médostani.)
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(Embertol fliggetilen) génmédositas virusfertozéssel

Retrovirusok: genetikai informaciojuk stabilan beépul a megfert6zott
sejt genomi DNS-ébe (pl. HIV)

Adenovirusok: DNS-Uk a sejtmagon belll a kromoszémak mellett
szabadon helyezkedik el, lemasolodik és a virusfeherjeket kodolo
genek atirodnak,

DE nem épll be a genomba = atmeneti (tranziens) modositas,
Sejtosztodas esetéen az utodsejtek nem 6roklik a virus DNS-t.

Megj.: az adenovirusok tobbnyire légz6szervi megbetegedéseket
okoznak (pl. megfazas = légcs6hurut =»tudogyulladas).




Idegen DNS célsejtbe juttatasaval kapcsolatos fogalmak

» Transzformalds: idegen eredet(i DNS bejuttatasa a célsejtbe.

» Transzdukcid: idegen, virus eredetl DNS bevitele a célsejtbe.

» Kompetens sejt: laboratériumi korilmények kozott a transzformadlasra el6készitett
sejt vagy sejtkultura.
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Mit hasznalhatunk vektorkéent?

1. Plazmidokat. A plazmidok nem éldlények, még a virusoknal (a virusok sem
tekinthet6ek él6lénynek) is egyszerlbbek, mert tokjuk sincsen, csak DNS-ik. Kicsi,
,gyuris” DNS darabok, melyek a kromoszématdl fliggetlenil masolddnak a sejtekben.
Anyagcserejik nincs, semmi mast nem tudnak, csak duplikalédni. (bevihetd: 1-10 kb).

2. Virusokat. Ezen belll megkilonboztethetjik a =

Bakteriofagokat: Ezek is tulajdonképpen virusok, de a baktériumok virusai, és sokkal
egyszeribben mikodnek, mint pl. az emlbs virusok. (bevihet6: 10-23 kb)

Es mas virusokat: Ez alatt azt értjiik, hogy minden élélénynek, az élesztéknek, a
novényeknek, az eml6soknek mind megvannak a maguk virusai, amelyek a
megtamadott sejtek tulajdonsagaihoz alkalmazkodtak.

3. Mesterséges kromoszdémat. Alkalmazhatunk mestersegesen letrehozott baktérium
kromoszomat is (~300 kb).

kb: kilobazispar = 1000 bazispar, a DNS hosszusaganak mérészama.

11
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Plazmidok, (embertol figgetlen) géenmodositas plazmid
atadasaval
Bacterial DNA Plasmids

Plazmidok: a genomi DNS-t6l (kromoszomatdl) fliggetlentl 1étezb és attdl fliggetlendl
lemasolddd, “Onmagukba visszazardédd” (cirkuldris) DNS darabok.

Nagyon sok baktérium sejt tartalmaz plazmidokat. De akar eukariotaknak is lehetnek
plazmidjaik (pl. éleszt6 sejteknek).

Nem feltétlenll szikségesek a sejt életben maradasahoz, de bizonyos kornyezeti hatasok
kivédésében elényt jelenthetnek. Tekinthetbek a virusokhoz hasonléan “6nz6” DNS
szakaszoknak. Az “6nzés” itt legtobbszor abban nyilvanul meg, hogy gyakran a gazdasejt
tulélését segitd géneket hordoznak.

Kodolhatnak pl. antibiotikum rezisztencia géneket, toxinokat, anyagcserében fontos extra
fehérjéket.

Szamuk a sejtben 0-néhany 100 darab kozott valtozhat.

Horizontalis génatadas: nem szaporodas utjan (szilé = utdd), hanem két figgetlen sejt
kozott torténd genatadas

i,_,_u,J BME Alkalmazott Biotechnolagia és Eln:]mmzmmdoma*n Tanszek




Hogy néznek ki “kozelebbrdl” a plazmidok?

» Plazmidoknak nevezziik a baktériumokban, egyes éleszt6kben, algakban és novényfajokban
talalhato, a kromoszomaktol fiiggetlen DNS darabokat.

» A plazmidok altaldban gydr( alaku és kett6sszalu DNS-molekulak.

» A plazmidokban taldlhaté gének a kromoszémaktol

eltérd tulajdonsagokat hordoznak. [ romoter

» Génmanipulacidndl ezt hasznaljak ki: 1\‘ MES

Egyszeriibb egy kis plazmid génjeit , atszabni”, mint a teljes kromoszomadt. »’ﬂ

Egy plazmidnak minden esetben tartalmaznia kell: f’f LY
., , , e g , s s e o em Y

- Asajat lemasolasanak kijelolt helyét (replikacids origo, “ori”) \

Ol 'I
Egy plazmid rendszerint tartalmazza:
- Arajta kddolt informacio atirdsanak (mRNS=>fehérje) LY

kezd6- és végpontjat (promadter régio).

- A plazmidon belil tobb, fehérje felépitésre vonatkozo
informaciot kddolo szakaszt. Pl. antibiotikum

rezisztenciat kddold génszakasz vagy szakaszok (ampR = ampicillin
rezisztencia).
ﬁm *@
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ampR
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Hogyan miikddnek a plazmid vektorok? F'r':'mc',;[fr
> ori = replikaciés origb, ez a DNS masolas MES
kezdbpontjanak helye.
ampR = ampicillin rezisztencia gén.
A rezisztenciat a plazmidot felvett a
sejtek szelektalasara hasznaljuk ki. on

» MCS = multiple cutting/cloning site =
(tébbféleképpen) felvaghatd szakasz = itt lehet
felnyitni a gyardt, és beilleszteni, amit akarunk.

YV VYV

A plazmid vektorok jellemzé részei: EH'TPE

» Replikacios origo — a plazmid DNS duplikaciéjanak _
kezd6pontja, enélkil nem tud sokszorozodni a plazmid _
* Promoter szakasz - itt indul a kiiras mRNS-re (Id. operon) P —

« Ceélgen(ek) — ezek altal kodolt fehérjét akarjuk eléallitani a sejttel

« Terminator szakasz — ez zarja le a kiirandé gének sorat.

« Marker gén(ek) — a sikeresen bevitt és mikodd géneket tartalmazd sejtek
szelekciojat segitik, pl. antibiotikum rezisztencia — antibiotikumot tartalmazo
tapoldaton csak a plazmidos sejtek névekednek, a tobbi elpusztul.

14



Mesterseges génatvitel vektorokkal

Hasznaljuk fel a természet megoldasait!

Klonozd vektorok: csak a gén(ek) bevitelére és sokszorositasara alkalmasak,
a rajtuk kodolt informacio kiirasat nem segitik eld. Hasznalhatdéak genetikai
konyvtarnak is.

Expresszios vektorok: a bevinni kivant gén(ek) mellett azok szabalyozott
kiirhsdhoz szikséges DNS szakaszokat is tartalmaznak — A célgén és a
szabalyoz6 szakaszok egyduttesét hivjak expresszios kazettanak vagy keretnek.
Az expresszios keret részei: . .

_ Mi a szerepe a promoter
1. acélgeén elbtti promoter szakasz, és a terminator szakasznak?
2 g célgén, A DNS szakasz atirasara

vonatkozo6 informaciot tartalmaznak.
3. aceélgén utani terminator szakasz.

Promoter Terminator

W
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Hogyan ultethetéek be egy vektorba
a tetszeésunk szerinti fehérjét kddolo gének?
Restrikcios endonukleaz enzimek segitsegeével.

» A DNS-t specialis felismerési helyeknél elhasitani képes enzimek.
> Bakteriumok és archea baktériumok ,immunrendszerének” részét
kepezik.

> A prokariotat ért virusfert6zés esetén a szamukra specifikus

DNS szakasznal (szekvencia részletnél) elhasitjak a virus DNS-t.

> A sejt metil csoportokkal jel6li meg a sajat DNS-ét.

> A ,metilezett” DNS-t a legtobb restrikcids enzim nem képes elhasitani.

GAATTC CC CIGGG
CTTAAG GGGCCC
EcoRI hasitohely Smal hasitéhely

> A hasitohelyek tukorképi = palindrom szekvenciak.

16
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Vége a 6. eléadasnak, idaig jutottunk 2020. 03. 23-an a tananyagban.
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Restrikcidos enzimek

N Szamunkra molekularis ollok, a bakteriofagok’ % Ay

szamara molekularis piranha-k. ‘j\\z(

Nevezéktan és specifitas. .. oy

szekvencia Bontasi helyek szama
Mikroorganizmus Enzim 5 3 3’ .

) | Ao 2 | SV40 | px174
Arthobacter lutens Alul AGCT >50 | >50 35 24
Brevibact. albidum Ball TGG CAA | 15 17 0 0
H. aegypticus Haelll GG C'C >80 | >50 19 11
H. parainfluenzae Hpal GTT AAC 13 [ 4 3
Serr. marcescens Sh Smal | CCC.GGG 3 12 0 0
B. amyloliquefaciens H | BamHI | G[GATC’'C | 5 | 3 1 0
E. coliRY13 EcoRI d_AA'_T_:I c 5 5 1 0
H. influenzae Rd Hindlll | Al AGC;I'T 6 1 6 0
H. parainfluenzae Hpall C QB'G' >50| >50 1 5
K. pneumoniae OK8 Kpnl | GGTACIC | 2 8 1 0
fﬁ X. ha!cmqfi ] Xhol C TCGAG 1 6 0 1

IO INT O AT I T IO I A DI T IR A T TR T IO Y L Il T T




Restrikcios enzim hasitohelyek egy kereskedelemben

kaphato plazmidon

Bou1102 kasn

EcoR ||5706) BamH 319}
Aat 11[535) Cla li2¢) Xho lja24}
Ssp Ys17) Hind ll1:29) Nde liaa)
. Nco Jae £ :
- L A : s . PET-15b, egy mesterséges plazmid
Pvuliseas) . %:A“i;?;l' (ara egyeéni arképzes szerint
Pst l(a0s8) , 600\ Sph li5a) alakul...)
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Hogyan vihetok at genek plazmidokkal?

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

2. Beepites a plazmid DNS-be. ,Szabas-varras” Kell hozza oll6 és ragaszto.

,Oll6:” enzimek, restrikcios endonukleazok. A kettds szaliu DNS-t hasitjak,
de csak bizonyos helyeken. Tukorképi DNS szakaszoknal (palindrom
szekvenciak) ,ragados véget” hoznak létre.

A célgen két végét ugyanazzal az egy vagy ket restrikcios enzimmel kell
megvagni, mint amivel/amikkel az “tres”, lezart plazmidot felnyitjuk, hogy
a celgén és a plazmid vegei egymasba illeszthetbek legyenek (“ragados
végek” keletkezzenek). “Ossze kell legdzni” a célgént a felnyitott

plazmiddal. Sticky ends
Cut here
Gw A—A—T—T—C EcoRI. —G A . A—A—T—T—C—
~HE- - S 5 S et B 2 T
——T—T—A—A s—

—e—T—T—A—A~6
N

Cut here




Hogyan vihetok at genek plazmidokkal?

3. Bevitel a gazdaseijtbe:
- kémiai es/vagy
- elektromos hatasokkal (vO. a protoplaszt fuzidval)

4. Manifesztacido + szelekcio: a kivant gén mellé egy marker (nyomjelz6)
gent is beépitenek (pl. antibiotikum rezisztencia), ami segit kivalasztani
azokat a sejteket, ahol megtortent a beépiilés, és ,mikodik” a plazmid.
Az adott antibiotikumot tartalmazé taptalajon csak a rezisz-tenciagent
(azaz a plazmidot) tartalmazo sejtek indulnak névekedesnek.

Ez a jelz6 (marker) gén — példaul antibiotikum rezisztencia — mar
benne szokott lenni a kereskedelemben kaphato “lres” plazmidban.
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H
A ragadds végek maguktdl is sszetapadnak. P |
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Ingazo (shuttle) vektorok

Az eukariotdk plazmidjai és virusai masképpen masoldédnak le
(sokszorozodnak), mint a prokariotdké, masfajta replikacios origojuk van. Az
Sokszor viszont baktériumokbdl kell at-vinni géneket eukariotakba — és vissza.
Ehhez olyan vektorokra van sziikseg, amelyek mindket sejttipusban szaporodni

tudnak. Ezekben kétféle replikacids origo talalhatd, egy a prokariota és egy az
eukariota sejtekhez.

Emellett a rezisztencia markerek is kulonboz6k, masfajta an-tibiotikumok
hatékonyak a prokariotak és eukariotak ellen — kétféle rezisztencia gént kell
beépiteni.
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Ingazo (shuttle) vektorok
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Génatvitel Agrobacterium plazmidokkal

Az Agrobacteriumok 4 faja is-
mert:

1. Agrobacterium tumefaciens:
gyokeérgolyva, koronagubacs.

A seriulések helyén alakul Ki
fertGzes.

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

Copyright @ APS Press
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2. Agrobacterium rhizogenes: RI (root inducing) plaz-
midja vattaszerl hajszalgyoker burjanzast okoz.

Agrobacterium rubi: gyimolcsfanal, malnanal
gyokergolyva, vesszogolyva

Agrobacterium radiobacter: plazmidja nem okoz
betegseget, de antibiotikumot (agrocint) termel6 gént

hordoz. Ugyanezen a plazmidon talalhato az agrocin

elleni rezisztenciat biztosito gen is — megvedi sajat
magat.
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Az A. tumefaciens fertdzes

Az Agrobacterium tumefaciens egy Gram-negativ novény-
patogeén talajbakterium, amely a kétszik ndvéenyeket a sebzesi
helyeken megfertdzi és tumorokat okoz rajtuk.

A baktériumok patogenitasa 6sszefligg a tumorindukalo (Ti) plaz-
mid jelenlétével. A Ti plazmid egy resze (transzfer DNS = T-
DNS) a korfolyamat soran atkerll a ndvenyi sejtbe és a sejtmag
DNS-allomanyaba integralodik (A T-DNS régioban
helyezkednek el a tumorok kialakulasaert felelés gének.)

V.06.: a HPV (Human
papillomavirus) fertézés
emberben szintén
koros sejtosztodast,
mehnyakrakot okozhat.




Az A. tumefaciens fertbzeés

Kétszikleknél: Az Agrobacterium tumefaciens névény-patogen torzs Ti

(tumor indukald) plazmidja a T-DNS szakaszt beépiti a megfertézott novéeny

kromoszémajaba.

Maga a baktérium sejt nem hatol be a névényi sejtbe, csak a névény sejtkozotti
folyadékaval érintkezik.

A noveény életben marad, de életmikodesei, anyagcseréje megvaltoznak.

Chromesomal

Chromesome

T-DNA

_Agrobactenum

fumefaciens Transtormed

plant cel

{b) (c) (d)




A Ti plazmid

» 1,2 x 108 molekulatdmeg, gy(irG alaku DNS molekula. A baktériumban
onalloan replikalodo genetikai egység.

» A plazmid DNS-nek van egy transzformalo (T-) DNS sza-kasza. Ennek
nagysaga 20 000 bazispar, ez jut be a gaz-dasejtbe a fert6zést kovetden,
majd stabilan beepul a nd-vényi kromoszomaba.

> A sejtburjanzas mellett olyan aminosav szarmazékokat termeltet a
novennyel, amelyeket az Agrobacterium tapanyagként hasznosit, emellett
olyan no6vényi hormonanaldogok képzddnek, amelyek a gyokér- es
szarnOvekedést ledllitjak, ezzel is elébnyt adva a tumorsejtek
novekedeseének.
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Génatvitel a Ti plazmiddal

A Ti plazmidok alkalmasak arra, hogy vektorként szolgaljanak ,idegen” DNS
szakaszoknak a gazdanovenyek kromoszomaiba torténd beviteléhez.

Ha a T-DNS szakaszba a tumorindukaldo gének helyere mas géneket
épitenek be, azok éppugy integralédnak a névényi genomba. E rendszer
felhnasznalasaval a novények gyakorlatilag barmely géennel
transzformalhatok.

A genomba juttatando T-DNS szakaszokba altalaban rezisztencia geneket is
elhelyeznek, ami lehetbvé teszi a transzformans ndvenyek egyszeri
szelektalasat.

Novényeknel értelemszeriien az antibiotikum rezisztencia helyett herbicid
rezisztencia géneket alkalmaznak.
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Cytokinin

A T-DNS felépitése Auxin Opine

By MouagipThis W3C-unspecified T-DMA Region

vector image was created with Adobe Left Border
lllustrator. - Own work, CCO,
https://commons.wikimedia.org/w/ind
ex.php?curid=18274425

‘Hight Border
Opine

Catabolism

Ti Plasmid

Hatarol6 régiok: ezek a T-DNS

,jobb és bal oldali” végei, amelyek ,

a kromoszémaba valé Virulence

int <16dash Region Origin of

integralédashoz replication
(ORI

nélkulézhetetlenek.
— Ezen belll: expresszios kazetta, az elején promoter, a veégen terminator
régioval, melyek a gén mikodeését, expressziojat (kifejezddését) teszik
lehetove.
* Ezen belll:
— szelekcios marker gén (antibiotikum- vagy herbicid-rezisztencia
gen), es a
— hasznos gén (egy hasznos ndvényi tulajdonsag génje, amit be
akarunk vinni a novénvbe)



NOvenyregeneralas

A Ti plazmidokkal be lehet vinni géneket a névényi sejtekbe, de
ezek a gének nem jelennek meg az egész névényben, csak a
tumorsejtekben, és nem oroklédnek. Ahhoz, hogy minden sejtben
megjelend, o0rokl6dé tulajdonsagot kapjunk, ki kell emelni egy
tumorsejtet, és abbol regeneralni a teljes névényt.

(A protoplaszt-fuzional mar emlitettlik, hogy ez kivitelezheté.)
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NOvényregeneralas

A novenyeknél egy
sejtblOl vissza lehet
nevelni az egész no-
venyt, a tumorsejtbdl

Kiindulva is regene-
ralhatd szaporodoke-
pes ndveény.
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Alkalmas lehet-e egy baktérium emberi fehérje termelesere?

Mi értelme van egyaltalan egy emberi fehérjét baktériummal megtermeltetni?

> A baktériumok prokariotak, igy a legegyszertbb, legkbnnyebben moédosithat6
anyagcserevel rendelkeznek. =» a legolcsébb és leggyorsabb termelés lehetéségét
nyujtjak.

Nem allnak fel allatvédelmi aggalyok (vO. immunfehérje termeltetése allatokban).
Nem hordoznak emberre veszélyes virusokat (v6. vérfehérjék, vérkészitmenyek).
Attol figg, hogy a fehérje tartalmaz-e intront és az emberben atesik-e a felépitését
kovetd, poszttranszlacios modositason.

> Pl. intronok kivagasa (csak eukariotakban), glikozilacio, metilezés, foszforilacio, stb.

YV YV V

Balra: egy kutatasi célra Escherichia coli BL21
baktérium torzsben elballitott emberi fehérje, a
dUTPaz.

Az emberi dUTPaz nem esik at poszttranszlacios
modositason, igy baktériumokkal is
megtermeltetheto.

Emberi inzulin: tartalmaz intront, de sikerilt E. coli-
val is megoldani a termelését.

Mire val6 a sejtben a dUTPaz?
i Miert kell ipari méretekben inzulint termelni?




