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3.3 Gének atvitele vektorokkal

Amikor vektorokrol hallunk, els6ként a matematikaban és a fizikaban hasznalatos
vektormennyiségek jutnak esziinkbe (helyvektor, er6, térerésség, sth).

De a vektor kifejezés hasznalatos a biotechnoldgidban is. Olyan biologiai rendszert
értink alatta, amivel egy (néhany) kivalasztott gént be lehet vinni egy sejtbe/szervezetbe. A
DNS spontan behatolasra ritkan épitenek, rossz hatasfoku technika. Nem elég egy oldatban
0sszehozni a sejteket és a nukleinsav darabokat, mert ezek alig keriilnek be a sejtbe, és ott is
az a veszeély fenyeget, hogy az idegen DNS-t a sejt lebontja, és semmiképpen sem irja at. Ehe-
lyett a természetben miikodé €16 rendszereket hasznaljuk fel, olyanokat, melyek arra speciali-
zalddtak, hogy sajat DNS-Uket bevigyék bizonyos sejtekbe. Ezeket az é16 rendszereket, ame-
lyekkel megfelel atalakitas utan az altalunk kivalasztott géneket lehet atvinni, nevezik a bio-
technologidban vektoroknak.

Még egy célszerli kovetelmény van a vektorokkal szemben: olyan forméban keriiljon a
sejtbe az Uj gén, hogy szaporodni is tudjon. Idealis természetesen az, ha be tud épilni a sejt
kromoszomajaba, és a sejtosztodassal egyitt szaporodik. Ez nem mindig érhet6 el, de megfe-

leld szaporodast jelent a plazmidok, virusok sokszorozodasa is.

Mit hasznélhatunk vektorként?

1. Plazmidokat. A plazmidok nagyon egyszeri képzédmények, még virusokndl is

egyszerlibbek, mert fehérjeburkuk sincsen, csak DNS-iik. Kis gytiris DNS darabok,
melyek a kromoszomatol fiiggetlenil masolddnak (sokszorozodnak, duplikalédnak) a
sejtekben. Nem él61ények, mert nincs anyagcseréjik és énmagukat a sejten kivil nem
tudjdk megsokszorozni. Lemasolddasukhoz hasznalhatjak a gazdasejt DNS polimeraz
enzimeit (tobbféle DNS polimeraz is van egy sejtben). ,,Céljuk” a lemasolodas, de
emellett gyakran tartalmaznak a gazdasejt szamara hasznos géneket. Ezeket a
gazdasejt sajat RNS polimeraz enzimrendszerével képes mRNS-re kiirni, majd err6l
fehérjét atirni. Ezek a fehérjék példaul lehetnek antibiotikum molekulak lebontasara
alkalmas enzimek, amik a plazmidot hordozé sejt szdmara egy vagy tobb antibiotikum
elleni rezisztenciat, ellenalld képességet biztositanak.
Ha egy plazmidot sajat céljainkra szeretnénk felhasznalni, maximum 1000-10 000
bazisparnyi (1-10 kilobazisparnyi (kb)) DNS szakaszt tudunk vele a célsejtbe juttatni.
A plazmidok nemcsak, hogy nem ¢l6lények, hanem altalaban véve nem is
nevezhet6ek parazitiknak, mivel jelenlétiik a legtobb esetben vagy nem jar negativ
kovetkezménnyel a sejt szdmara, vagy pedig kifejezetten hasznosnak bizonyuld
géneket kddolnak. (Legalabbis a ,,plazmidgazda” sejt szempontjabdl nézve.)
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2. Virusokat.
A, Bakteriofagokat. Ezek is tulajdonképpen virusok, de a baktériumok virusai, és
sokkal egyszeriibben mitkdnek, mint pl. az emlds virusok. (bevihet6: 10-23 kb)
B, Més virusokat. Ez alatt azt értjikk, hogy minden él6lénynek, az éleszt6knek, a
novényeknek, az emlésoknek mind megvannak a maguk virusai, amelyek a
megtamadott sejtek tulajdonségaihoz alkalmazkodtak.

3. Mesterséges kromoszémat. Alkalmazhatunk mesterségesen létrehozott baktérium
kromoszdmat is (~300 kb).

Mit jelent a ,,kb” rovidités?

A kb itt kilobazis-t jelent, 1000 bazispart, ezzel a DNS méretét jellemezzik. Sokkal
informativabb, mint a vegyészek altal hasznalt molekulatémeg, vagy az Ulepedési szam.
Figyelembe véve, hogy egy bazistriplett kddol egy aminosavat, kiszdmithatjuk, hogy 1 kb 330
aminosavnyi informaciot jelent, azaz korilbelll egy nagyobb, vagy két kisebb méretii fehérje
molekula kddolasara elég. A bevihet6 DNS mennyiség a plazmidoknal a legkisebb, a tovabbi
vektoroknal nagyobb. A vektor teljes DNS-e ennél lényegesen nagyobb, a bevihet6
mennyiség alatt azt értjiik, hogy ennyi tobblet még nem zavarja meg a vektor normalis
biologiai miikodését.

Ez a csoportositas azon alapult, hogy milyen bioldgiai agenst hasznalunk a nuklein-
savak atviteléhez. De mas csoportositas is lehetséges aszerint, hogy a vektor milyen
mértékben segiti el6 a bevitt gének miikodését.

E szerint elkllonithetjik a klonozd vektorokat, illetve az expresszios vektorokat.

A Kklénozé vektorok arra alkalmasak, hogy a gént bevigyék. Eljuttatjak a sejt belsejébe, de a
kiirast nem segitik el6. A klénozo vektor az csak a szallitasi funkciokat végzi, a mikddtetést
nem.

Az expresszios vektorok a klonoz6 vektoroknal sokkal komplexebbek. Az expresszio
sz0 jelentése alatt itt a kifejezést, kifejezodést értjiik. Tehat nem csak bekeril a gén, gének,
hanem az expresszios vektor ezek kiirasat, kifejez6dését is elGsegiti.

Ahhoz, hogy ezt a folyamatot megértsik, vissza kell gondolnunk az operon szabalyo-
zésra. Egy gen kiirasdhoz kell lennie el6tte egy promoter szakasznak, ahova a kiird enzim
odakotodhet - ez adja meg a kiirds kezd6pontjat. A coding sequence, tehat kodol6 bazissor-
rend, az tartalmazza annak a fehérjének a génjét, amit mi termeltetni szeretnénk. A terminator
szakasz a lezaro szakasz, ez jelzi a kiir6 enzimnek, hogy itt a kiiras vége, a mRNS-t nem kell
tovabb folytatni. Ezt igy egylitt expresszios kazettanak hivjak. Mas szakirodalmakban nevezik
expresszids keretnek is, mert mintegy keretbe foglalja azt a gént, amit szeretnénk kiiratni. A
keret egyik oldala egy promoter, az indité szakasz, a méasik oldala pedig a terminator rész. Az
1. abra ezt a szerkezetet szemlélteti.
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Promoter Terminator

s/

Coding sequence

1. abra: Expresszios kazetta

A bioldgia &gens szerint csoportositott vektorok jellemzeése:

Plazmidok Ezek a legegyszeriibbek. A plazmidok leméasolddasahoz elengedhetetlen
egy:

Replikécids origd: Az origd sz6 kezd6pontot jelent, a replikacio pedig lemésolast,
sokszorositast. Amikor a plazmidok kis gytiris DNS-e a sejtben duplikalddik, a mésolés egy
bizonyos pontban indul el, és ez a fix pont a replikacios origd. Ha nincs replikécids origo,
vagy az adott sejtben nem miikodik, akkor ez a plazmid nem tud duplikalodni. A plazmidok a
sejt kromoszomalis DNS-ét61 fiiggetleniil masolodnak, sok kopia is létezhet egy sejtben.
Amikor a sejt maga osztdédasba kezd, a plazmidok a citoplazmaval egyutt kerlilnek a két
utddsejtbe. Tébb plazmid jelenléte esetén jo eséllyel mindkét utddsejtbe keril legalabb egy
kopia.

Tovabbi alkotérészek a biotechnolégusok altal beépitett expresszios kazetta részei
(prométer szakasz, célgén(ek), terminator szakasz).

A sikeres génatvitel kimutatasara gyakran hasznalnak beépitett markergéneket. A
marker sz0 jelentése jelz6, jel6l6. A marker gének megjeldlik a sikeres plazmid bevitelen
atesett sejteket. Hasznosak, mert a plazmid bevitel és az expresszio statisztikus folyamat, és

szamtalan sejt kozil kell izolalni a megfeleld expresszios egyedeket. A tébb millio sejt kdzott
lesznek olyanok, amelyekben nincs plazmid, méasokban ott van a plazmid, de nem miikodik,
és lesznek - célunknak megfeleléen - sikeresen expresszalt egyedek is. Ez utdbbiak
szelekcidjara alkalmazzdk a marker géneket, tehat olyan anyagcsere jelzéket, melyek a

mik6do géneket tartalmazo sejtek szelekciojat segitik eld.

Mi lehet marker?

PI. antibiotikum rezisztencia  gén. Az DFUFI"IfI’[EF
antibiotikumok olyan gyogyszer hatdanyagok, melyek arra
szolgélnak, hogy a mikroorganizmusokat elpusztitsak. A
rezisztens mikroorganizmusok tulélik az antibiotikumos

MCS

kezelést, mert rendelkeznek egy olyan génnel (=
fehérjével), amely az antibiotikumot hatéstalanitja. Ez lehet ori
példaul egy enzim, amely az antibiotikum molekulat
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elbontja. Az antibiotikum rezisztenciat hordozé gén alkalmas markergénnek, ha a manipulalni
kivant sejt a plazmid nélkil érzékeny az adott antibiotikumra. A plazmidos kezelés utan a
sejteket a kérdéses antibiotikumot tartalmazé taptalajra viszik. A véltozatlan, vad tipusu sejtek
az antibiotikumtol elpusztulnak, és csak az tud novekedni, szaporodni, telepet képezni,
amelyikben a plazmiddal bevitt rezisztencia gén bekertilt és ki is fejezodik.

A 2. abrén az ori (feketével) a replikacios origd. Az ampR = ampicilin rezisztencia
gén. Az ampicillin a penicillin egyik tipusa, amely sokféle mikroorganizmus elpusztitisara
képes. A rezisztencia gén egy olyan enzimet termel, ami az ampicilint hatastalanitja. Ha a
sejtben ez a rezisztencia gén akar plazmid formajéban is jelen van, akkor az ampicilin nem
fogja ezt a sejtet elpusztitani. Az abran a kékkel jellt rész a promoter szakasz. MCS = egy
olyan szakasz, amir6l eddig még esett sz6. Ez a ,,multiple cutting site”, a ,,tébbszérosen
felvaghatd hely”. Itt lehet felnyitni a gytrit és beilleszteni azokat a géneket, amelyeket
szeretnénk a vektorral bevinni a sejtbe. 2. abra: Plazmid vektorok

Az (] gének beépitésével a plazmid mérete megné. A plazmidoknal 1-10 kilobazis

vihet6 be anélkiil, hogy a plazmid normalis mitkodését megzavarnank.

Hogyan lehet felvagni a DNS-t?

A természetnek egy sajatos talalmanya ez is. Vannak nagyon specidlis enzimek,
amelyek nagyon furcsa médon vagjak el a DNS-t. A furcsasag abban rejlik, hogy nem
keresztben hasitjak el, hanem gy, hogy révid kis szimpla szal( szakaszok maradnak a DNS
két végén. A masik kilonlegesség, hogy nem akarhol vagjak el a DNS-t, hanem ugynevezett
tlikorkeépi szakaszoknal, ahol a két ellentétes lefutdsi DNS bazissorrendje egy rovid
szakaszon forditott. Ezeket a szakaszokat nyitjak fel ugy, hogy az végeken 4 vagy 6 bazis
hosszlsagu szimpla szali szakasz marad szabadon. Ezek a szakaszok egymaéssal
komplementerek, egymassal Ujra 6sszekapcsolhatok.

Sticky ends '
Cut here | L .
------- . o B,
N . . \
B e e T i e o G A—A—T] [—C—
T Y 7 1 /> L o+ e :
—C—T—T—A—AG— —f—0 [—A—A —

L

Cut here

3. abra: ,,Ragados végek”

Minden egyes enzim masfajta tlikorképi szakaszt ismer fel és hasit.
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Mit jelent a vagéas?

A DNS éallomény, a genetikai allomany manipuléciojaban ezek az enzimek, a
restrikcios endonukleazok ,,jatsszak az ollo szerepét”, amivel adott helyen el lehet vagni a
DNS-t. A 3. dbran a cukor-foszfat lancokat a folytonos vonalak jeldlik. Az enzim ezeket vagja
el. A pontozott vonalak a gyenge hidrogénkotéseket jelzik, amelyek kdnnyen szétszakadnak,
ekkor valik szét a két DNS veg. De ezek a komplementer szerkezet és a hidrogén kotések
miatt hajlamosak arra is, hogy Ujra 0sszetapadjanak. Az igy kialakuld lancvégeket ragados
vegeknek (sticky end) nevezik, mert egymas kdzelébe jutva hajlamosak ¢sszetapadni, és Ujra
Osszekapcsolni a DNS végeit.

Mire hasznéljuk ezt?

Ezzel vagjuk ki azt a gént, amit szeretnénk kivenni valamilyen é161énybdl és betenni a
plazmidba, valamint ezzel vagjuk fel a plazmidot is. Mindkét esetben egyforma restrikcios
endonukleazokat hasznalunk.

A restrikcios endonukleazokrol tébbesszamban volt sz, mivel sok van beléliik.

szekvencia Bontasi helyek szama
Mikroorganizmus Enzim 5 3 3 -
| Aa2 | SV40 | X174

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 Sh Smal | CCC/GGG 3 12 0 0
BE. amyloliquefaciens H | BamHI GLGALQ"C 5 3 1 0
E. coli RY13 EcoRI d_AA_'I'_'I'C 5 5 1 0
H. influenzae Rd Hindlll | Al AGCTT | 6 11 [ 0
H. parainfluenzae Hpall ClC'GG »50| >50 1 5
K. pneumoniae OK8 Kpnl G_Lmzln 2 8 1 0
X. holcicola Xhol C TCGAG 1 [ 0 1

4. abra: Restrikcios enzimek

A 4. tablan nehany restrikcios endonukledz tulajdonsagai lathatok. Az elsé oszlopban a
termeld mikroorganizmus neve szerepel. Az enzimek kodneve a mikroorganizmushol
szarmazik. (Pl.: Az Alul az Arthobacter lutens nevébdl szarmazik, az 1 szam az elsdnek
izolalt enzimre utal.)

A harmadik oszlopban lathatd, hogy milyen bazis szekvencianal vagnak (a tukorképi
bazissorrend miatt csak az egyik lanc szerepel). Felll lathatok azok, amelyek dn. tompa
végeket (blunt end) hoznak létre, tehat egyszerre vagjak el a két szalat. A 1épcsds vonalak,
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pedig a ragados végeket jelolik. A tablazat jobb oldalan az oszlopokban néhany gyakran
hasznélt vektor szerepel, a szdmok a darabolas uténi toredékek szamat adjak meg. Ha ez a
szdm tobb mint 50, az azt jelenti, hogy tulsdgosan apré darabokra végja szét. Ha csak egy
helyen végja fel, pl. az SV40-es virust, akkor az azt jelenti, hogy erre az egy helyre
irnyitottan be lehet vinni a géneket, és utana 6ssze lehet kapcsolni. Tehat, ha valamilyen
manipulécios eljarasra hasznaljuk a restrikcios endonukleaz enzimeket, akkor az a jo, ha
kevés helyen vagjuk fel a vektort. (Géntérképezésnél viszont az a jo, ha sok kis géndarabot
kapunk, és abbdl lehet 6sszerakni, hogy milyen volt az eredeti bazissorrend.)

Hogyan fligg a vagasi helyek szdma a felismert DNS szakasz hosszatél? Milyen
gyakori a hasitas, ha négy bazispar hosszusagu szakaszt ismer fel az enzim? Ehhez ki kell
szamitani, hogy 0sszesen hanyféle kombinacid lehetséges, és ezek kozul egyetlen az enzim
szubsztratja. A DNS-ben 4 féle bazis van, tehat a szakasz els6 helyére vélaszthatok 4-félét, a
masodikra, a harmadikra és a negyedikre szintén 4-et, azaz 6sszesen 4* = 256 kombinacio
lehetséges. Statisztikusan tehat minden 256 bazisparra eshet egy vagasi hely. Ez talsagosan
gyakori vagast, rovid fragmentumokat eredményez. A tablazatban is a 4 bazisos enzimeknél
vannak az 50 folotti szamok.

6 bazis hosszlsagu szakaszok esetében a kombinaciok szama 4°, azaz 4096, tehat
minden 4096. bazisparra jut egy vagasi hely, ami sokkal hosszabb szakaszokat eredményez.

| -

I// \ ih“:::m | ?;-_"‘ LLHLDNA II //jx
O==C

—~" [Bacterial o
plasmid Recombinant
' plasmid

{a) (L) (<)

4. abra: Génbeépités plazmidokba

A plazmid vektor létrehozéasa:

Kivalasztjuk azt a kromoszomalis DNS szakaszt, amely a bevinni kivant gént
tartalmazza. (Az 5. dbrén ez a lilas szinli egyenes szakasz). Ezt egy kivalasztott restrikcids
enzimmel pl. az EcoRI-gyel felvagjuk. Az igy kapott DNS darab tartalmazza a célgént, és két
ragadds vége van. A kromoszomalis DNS darabolasaval nem csak egyféle szakaszt kapunk,
hanem sokfélét, és ezek kdzil ki kell valogatnunk a kivant gént tartalmazot. Ezt szelektalni
egy kulon 1épés az eljarasban.
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Ugyanakkor a vektornak valasztott plazmidot is felnyitjuk ugyanazzal az enzimmel. Itt
is ugyanolyan ragados végek keletkeznek. Ha a kromoszomélis DNS-t és a plazmid DNS-t
6sszehozzuk, akkor megvan annak az esélye, hogy a ragadds végek gy tapadnak dssze, hogy
a plazmid DNS-be betoldodik a kromoszomalis megfelelé darabja. Itt ismét szdmos
hibalehet6ség van, a DNS darabok sok egyéb modon is rekombindlédhatnak, az abran csak a
kivant eset szerepel.

A ragados végek csak a hidrogénkdtéseket létesitenek, azaz gyenge, konnyen szétnyilo
kapcsolatot. A cukor-foszfat lancok 6sszekapcsolasahoz egy enzim (T4 DNS ligaz)
hozzdadasa szlikséges. A ragadds végek lazan Osszeillesztik a lancvégeket, a ligaz erds
kovalens kotéssel koti 6ssze mindkét szalat. Idedlis esetben kialakul az uj gytiris DNS, az Uj
plazmid. Ezt rekombinans (=0jrakombinalddott) plazmidnak nevezik. Ezt kell a tovabbiakban
bevinni a sejtbe.

A bevitel megvalésitasdnak maddjai:

A plazmid az nem virus, tehat nincs kilon apparatusa arra, hogy bejusson egy sejtbe.
(A virus kepes aktiv behatolasra.) A plazmidnak segiteni kell, mert ez egy passziv DNS
darabka. A biotechnologusok elektromos hatasokkal, vagy vegyszeres kezeléssel ,,segitenek”
a sejtfal és membran megbontéséaban, és igy a gytiris DNS-ek be tudnak hatolni.

Ha bejut a plazmid, akkor utana még mindig kérdeses, hogy mikodik-e vagy sem?
Vajon osztddni fog-e a sejtekkel egyutt a plazmid vagy sem? A kivant gén mellé egy marker
(nyomjelz6) gént is beépitenek (pl. antibiotikum-rezisztencia), ami segit kivalasztani azokat a
sejteket, ahol megtortént a beépiilés és ,,mikodik” a plazmid. Az adott antibiotikumot
tartalmaz6 taptalajon csak rezisztenciagént (azaz a plazmidot) tartalmazd sejtek indulnak
ndvekedésnek.
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5. abra: Ateljes sema

A 6. dbra 0sszefoglalja a teljes folyamatot. Kiindulasul rendelkezésre all a plazmid és
a kromoszomalis DNS. A plazmidba mar be van épitve egy antibiotikum rezisztencia gén. A
plazmidot és az idegen DNS-t (foreign DNS, kromoszoma DNS) is hasitjuk az EcoRI-gyel.
Lathat6 a kétféle DNS a ragados végekkel (sticky ends). Osszehozzuk dket egy oldatba, és a
ragadds végekkel szépen Osszetapadnak, rekombinaldédnak. A cukor-foszfat lancokat a DNS
ligdzzal kapcsoljuk 6ssze. Létrejon a rekombinans plazmid, amiben benne van az idegen DNS
darabka. Ezt a plazmidot bevisszik a sejtbe. A sejten belll van a bakterialis kromoszéma (egy
nagy DNS gytirti) és mellette a kis plazmid részecskék (az dbra nem méretaranyos). Ezutan
jon a szaporitas és szelekcio folyamata. A sejteket raviszik egy antibiotikumot tartalmazé
szilard taptalaj fellletére (oldalnézetli Petri csészén lathatjuk). Azok a sejtek, amelyek a
plazmidot tartalmazzak, azaz rezisztensek az antibiotikumra (lila szinnel jeldlve)
elszaporodnak, lathatd telepet képeznek. Azok a sejtek, amelyekben nincsen meg a plazmid
(fehérrel jelolve), azok nem nének ki, az antibiotikum hatasara elpusztulnak. A telepeket
atoltva megkezdhetjiuk a szaporitast és a bevitt fehérje termelését. A folyamatot szemléltetd

video letolthetd a tananyagok koziil, a fajlnév: plazmid rekombinécio.flv .
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Hasonlé elvi eljarassal gyakorlatilag barmilyen gent be lehet vinni a prokariotakba és
az eukaridtékba is.

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

A gyogyaszati célu fehérjék piaca oriasi. Ezek lehetnek példaul hormonok, vakcindk
(oltéanyagok a kulonféle betegségek ellen). Olyan enzimeket is lehet ilyen médon gyartani,
amelyeket mas modon nem lehetne. De lehet eldallitani igy immunfehérjéket, vérfehérjéket,
pontosabban véralvadasi faktorokat (ez is egy elég nagy piac)

Egy klasszikus példa:

Proinzulin Proinzulin

i gen

{\

/ Rewvarz Bedépités Bevita

Y transzkriptdz plazrmi dba E. coli-ba

} g rod i 3
:'I
i ' Sr |
A 1A},
Has nyal miri gy Proinzulin Proinzulin Rekombinans Transzformalt
(pancreas) mRNS DNS plazmid baktérium

7. abra: Human inzulin eléallitasa 1.

Az inzulin egy hormon, amely a szénhidratok anyagcseréjének szabalyozasaban vesz
részt. A szervezet sejtjei (az agysejtek kivételével) csak inzulin jelenlétében képesek felvenni
a vérbol a gliikozt. Az inzulint a hasnyalmirigy (pacreas) egyes sejtjei termelik.

A rekombinéacios folyamat célja, hogy az inzulint (ami fehérje tipusd hormon) mikro-
organizmusokkal is el6 lehessen allitani.

Problémat okoz, hogy az emlds sejtekben a fehérje bioszintézis bonyolultabb
folyamat, a mRNS érése soran az intronok kivagasara is sor kertil. A human inzulin gén két
intront, folosleges szakaszt tartalmaz, ami a végs6, érett mRNS-ben mér nincs jelen. A
prokariotak intron-kivagasra nem képesek, azaz ha az eredeti emberi inzulin gént Ultetjuk be,
akkor egy sokkal hosszabb, értelmetlen szakaszokat is tartalmazo fehérje képzédne az inzulin
helyett. A megoldas az, hogy nem DNS-b6l indulunk ki, hanem az érett, ,,méretre vagott”
messenger RNS-bél. Ezt kell izolalni a sejtbdl, nem a kromoszémat. Ezutdn a mRNS alapjan
létre kell hozni a megfelelé6 DNS-t. Erre az RNS-virusokbol kinyerhet6 reverz transzkriptaz
enzimek alkalmasak. Ezek szimpla szali DNS-t szintetizalnak, kilén 1épés a masik DNS szél
létrehozasa. A kettds szald DNS mindkét végére ragadds végeket kell kotni, és ezutan
kovetkezhet a rekombinacio egy felnyitott plazmiddal, majd a bevitel a mikroorganizmusba,
adott esetben Escherichia coli-ba. Erzékelhetjiik, hogy ez egy soklépéses folyamat. Ezt a
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technikat alkalmazva a Genentech kutatdi mar 78-ban megoldottak a gyartast, a piacon 1982-
ben jelentek meg a rekombinans inzulinnal Humulin néven.

Eddig a prokarioték vektorairdl volt szo, de gyakran az a feladat, hogy eukariotakba
vigylink be géneket. Az eukaridtdknak megvannak a sajat plazmidjaik és virusaik, ezek
ugyanolyan elvek mentén hasznalhatdk, mint az eddigiek. Sokszor viszont az a feladat, hogy
baktériumokbol kell atvinni géneket eukariotakba és vissza. Ehhez olyan vektorok kellenek,
melyek mind a két sejttipusban mtkodnek. A természetben ilyet nem taldlunk, annyira méas
miikodést sejtekrol van szo. Az ,,idegen” vektorokat be tudjuk juttatni a sejtek belsejébe, de
ezek ott nem képesek szaporodni, igy a gének nem 6roklédnek a sejtosztdédas soran.

A Kkulcs tehat a szaporodas. A maésolashoz a replikéacids origora van szlikség. De a
prokariota replikécios origo az eukariétakban nem miikodik, és forditva sem. Ezért a vektorba
mind a kétféle replikécids origot be kell épiteni. A méasik nehézség az, hogy a szelekcios
markerek is masok. A prokariotaknal bevalt antibiotikum-rezisztencidk nem alkalmazhatok az
eukariotédknal, ezért egy masik, az eukariotak korében miikodé antibiotikum-rezisztenciat
(névényeknél herbicid-rezisztenciat, stb) is be kell épiteni. Az ilyen, mindkét szervezetben
miikod6 vektort ingazd (shuttle) vektornak nevezik. Lényeges eleme tehat, hogy kétféle
replikacios origot, és kétféle szelekcios markergént tartalmaz.

ﬁ}:—__jﬁ

/&
SuperCos |

T cosmid vector

VA 7. kb

8. abra: Ingazo (shuttle) vektor
Talalhaté benne egy prokaridta replikacios origd (= ori). A masik, az SV40 ori egy
majom virus origdja, amely emlds sejtekben mitkodik. Két rezisztencia gén is van benne, az

AmpR az ampicilin rezisztencia (baktériumokra hat), a NeoR pedig az eukariota sejtekre. Az
MCS (multiple cutting site) itt is a restrikcids endonukleazok vagasi helyeit jeloli.

A specialis novényi vektorokral:
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Génatvitel Agrobaktérium plazmidokkal

Az Agrobacterium-ok parazitak. A kétsziki
novényeket fertézik meg, szervezetiikbe valamilyen
novényi sérilésen keresztiil hatolnak be. A beteg-
ség kiilsédleges megnyilvanulasat a 9. abran lathat-
juk, ez az un. gyokérgolyva.

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

9. A&bra: Agrobacterium fertdzés = gyokérgolyva

Az Agrobacterium-oknak 4 fajuk van, ezek hatasa kissé eltér6.

1. Agrobacterium tumefaciens:

A tume sz06 a tumorra, daganatra utal. A névénybetegség magyar neve gyokérgolyva,
vagy koronagubacs. A sériilések helyén alakul ki fert6zés. A baktérium Ti (tumor indukalo)
plazmidja nem differencialt szovet burjanzast idéz el6. A burjanzo sejtek olyan anyagokat
(opalinokat) termelnek, amelyeket a baktérium tapanyagként felhasznal.

2. Agrobacterium rhizogenes:

Ennek RI (= root inducing) plazmidja vattaszer(i hajszalgyokér-burjanzést okoz.

3. Agrobacterium rubi: Gytimélcsfanal, malnanal gyokérgolyva, vesszégolyva.

4. Agrobacterium radiobacter: Plazmidja nem okoz betegséget, viszont egy
antibiotikumot (= agrocint) termel$ gént hordoz. Ugyanezen a plazmidon talalhat6 az agrocin
elleni rezisztenciat biztosit6 gén is - megvédi sajat magat.

Az A. tumefaciens fertozés
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10. dbra: Az A. tumefaciens fertozés

Ez a Gram-negativ névénypatogén talajbaktérium, a kétszikii novényeket (Szerencsére
a legfontosabb kultdrndvényeink nagy része egyszikii) a sebzési helyen megfertézi és
tumorokat okoz rajtuk. A baktériumok patogenitasa 6sszefligg a tumorindukacié (Ti) plazmid
jelenlétével.

A Ti plazmid egy része (a transzfer DNS = T-DNS) a kérfolyamat soran atkerul a no-
vényi sejtbe és a sejtmag kromoszomalis DNS allomanyaba integralodik. A T-DNS régioban
helyezkednek el a tumorok kialakulasaért felelds gének.

e
Chromesomal W'
DNA Ly \

Chromosome
T-DNA
Tiplasmid -
f \ \ )
e | ) 2 B i
p k/ — A
Arobacianum A
tumefaciens Transtormed
pant cell
{a) (b} (c) {d)

11.. abra: Az A. tumefaciens fertozés 2.

A Ti (tumor indukal6) plazmid (pirossal jel6lve) a T-DNS szakaszt (kékkel jeldlve)
beépiti a megfert6zott ndvény kromoszomajaba. Ettél kezdve minden egyes osztodott névényi
sejtben ez a kis DNS szakasz is megjelenik, a tumor minden sejtje tartalmazza.

Az A. tumefaciens elsésorban a gyokereket timadja meg. Ha a felszinen kertiil bele egy
sérulésbe, akkor is igyekszik lekertlni a gyokerekhez és ott kifejteni a hatasat. Maga a
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baktérium sejt nem hatol be a ndvényi sejtbe, csak a novény sejtkozotti folyadékaval

érintkezik. A novény életben marad, de életmiikddései, anyagcseréje megvaltoznak.

A Ti plazmid

1,2 x 108 molekulatdmegti, gytiri alaki DNS molekula. A baktériumban 6nalloan
replikal6do genetikai egyseg. A plazmid DNS-nek van egy transzformal6 (T-) DNS szakasza.

Ennek nagysaga 20.000 bazispar, ez jut be a gazdasejtbe a fertézést kovetéen, majd
stabilan beépll a ndvényi kromoszéméba. A sejtburjanzas mellett olyan aminosav
szdrmazékokat termeltet a ndvénnyel, amelyeket az Agrobacterium tapanyagként hasznosit,
emellett olyan névényi hormon analdégok képzddnek, amelyek a gyokér és a szarnovekedést
ledllitjak, ezzel is elényt adva a tumorsejtek novekedésének.

Génatvitel a Ti plazmiddal

A Ti plazmidok alkalmasak arra, hogy vektorként szolgaljanak ,idegen” DNS
szakaszoknak a gazdanovények kromoszdmaiba torténd beviteléhez. Ha a T DNS szakaszba a
tumorindukald genek helyére mas géneket épitenek be, akkor azok ugyanugy beépiilnek a
novényi genomba. E rendszer felhasznaldsaval a névenyek gyakorlatilag barmilyen génnel
transzformalhatok.

A genomba juttatandd T-DNS szakaszokba altalaban marker (pl. rezisztencia) géneket

is elhelyeznek, ami lehetdvé teszi a transzformalt novények egyszert szelektalasat.

A T-DNS felépitése

Hatérol6 régiok: Ezek a T-DNS jobb és bal oldali végei, amelyek kromoszéméba vald
integralddasahoz nelkilozhetetlenek.

Ezen belll: Expresszids kazetta, az elején promoter, a végén terminator régidval,
melyek a gén miikodeését, expressziojat (kifejezodését) teszik lehetové.

Ezen belil helyezkednek el a celgének, a hasznos gén (egy hasznos novényi
tulajdonsdg génje, amit be akarunk vinni a ndvénybe) és valamilyen a szelekciés marker
génje.

NoOvényregeneralas
A Ti plazmidokkal be lehet vinni a géneket a névényi sejtekbe, de ezek a gének nem
jelennek meg az egész névényben, csak a tumorsejtekben és igy nem 6roklédnek.

Ahhoz, hogy 6roklédé, minden sejtben megjelené tulajdonsdgot kapjunk, ki kell
emelni egy tumorsejtet és abbol regerenalni a teljes ndvényt.
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12. &bra: Novényregeneralas
A protoplaszt fuzional méar szo esett arrol, hogy a novényeknél egy sejtbdl fel lehet

nevelni az egész novényt. Ez érvényes a tumor sejtekre is, egyetlen sejtb6l szaporodoképes
novényt lehet regeneralni.

Ha a regeneralasi folyamatot végig csinaljuk, akkor kapunk egy olyan névényt, amely
minden egyes sejtjében, igy az ivarsejtjében is hordozza azt a bizonyos génalloméanyt, amit
eredetileg a Ti plazmidba bevittlink. Lathatjuk, hogy sok-soklépéses folyamat eredményeként
elértiik, hogy a névény hordozzon egy ilyen gént. Milyen gént? Ami a ndvény mindségét,
tartossagat, tliréképességét javitja (pl. jobban tiiri a szarazsagot), ellenallobb a kartevok ellen,
rezisztensebb egyes virusokra.

Az &brén a folyamat fazisai lathatok. Eldszor a tumorbol kivett darabkakat Petri
csészékben szilard taptalaj fellletére helyezik és szaporitjak. Késébb —ezeket
differencialodasra birjak, megjelennek a gyokerek. A B abran mar Kkifejlett gyodkereket
lathatunk. Ez utan pedig mar befbttes ilivegben nevelik a novényt, hogy folfelé is
novekedhessen, hajtast képezzen. A C felvételen a hajtasok azért fehérek, mert alig van meég
z06ld szintestik, a névény még nem a fotoszintézisb6l, hanem a taptalaj cukortartalmabdl nyer
energiat. A D abran mar z6ld a ndvény, fotoszintézisre képes.
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