Pécs Miklos: A biotechnoldgia természettudomanyi alapjai

3.3 Génatvitel vektorokkal

111/3. Gének atvitele vektorokkal

Vektor: (molekularis) biologiai rendszer, amely képes uj/ide-
gen genetikai informaciot bejuttatni egy sejtbe. Flggetlen
szaporodasra képes.

Fajtai:

— Plazmidok (1-10 kb)

— Bakteriofagok (10 — 23 kb)

— Maés virusok

— Mesterséges kromoszdémak (~300 kb)

44 BME Allealrmazatt Bintechnolagia 2a Flelmi wertndominy Tanaz &l

Vektorok

Mas csoportositas szerint:

KI6nozo vektorok: csak a gén(ek) bevitelére alkalmas, a ki-
irashoz nem tartalmaz semmit.

Expresszios vektorok: a bevinni kivant géen(ek) mellett a
szabalyozott kiirashoz szilikséges szakaszokat is tartalmaz-
za -

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

Promoter Terminator

4

Coding sequence
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Pécs Miklos: A biotechnoldgia természettudomanyi alapjai

3.3 Génatvitel vektorokkal

Plazmid vektorok

A plazmid vektorok jellemzd részei:

» Replikaciés origdb — a plazmid DNS duplikaciéjanak kez-
dépontja, enélkil nem tud sokszorozdodni a plazmid

» Promoter szakasz - itt indul a kiiras mRNS-re (Id. operon)

» Célgén(ek) — ezek &ltal kodolt fehérjét akarjuk el6allitani
a sejttel

» Terminator szakasz — ez zérja le a kiirando gének sorat.

» Marker gén(ek) — a sikeresen bevitt és m(ikodé géneket
tartalmazo sejtek szelekcidjat segitik, pl. antibiotikum re-
zisztencia — antibiotikumot tartalmazé tapoldaton csak a
plazmidos sejtek névekednek, a tobbi elpusztul.
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Plazmid vektorok

A plazmid vektorok jellemz6 részei: promoter

MCS

ori = replikacios origo
ampR = ampicillin rezisztencia gén gy

MCS = multiple cutting site = (t0bb-
féleképpen) felvaghato szakasz = itt

lehet felnyitni a gy(ir(t, és beilleszte-
ni amit akarunk. ampE
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Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai

,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.

LOll6:” enzimek, restrikcios endonukleazok. A kett6s
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Restrikcios enzimek

szekvencia Bontéasi helyek szama
Mikroorganizmus Enzim 5 3
A Ac2 SV40 x17

Arthobacter lutens Alul AGCT >50 >50 35 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 8
Serr. marcescens Sbh Smal CCCIGGG 3 12 0 0
B. amyloliquefaciens H BamHI GLGALQ’C 5 1 0
E. coli RY13 EcoRl GAATIC 5 5 1 0
H. influenzae Rd Hindlll " AGCTT 6 11 6 0
H. parainfluenzae Hpall ClCGG >50 >50 1 5
K. pneumoniae OK8 Kpnl G,GT_AC|C 2 8 1 0
X. holcicola Xhol TCGAG 1 6 0 1
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Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai 3.3 Génatvitel vektorokkal

Atvitel plazmidokkal

.-Ragasztd”: a ragadds végek maguktol is 6sszetapadnak,
de a cukor-foszfat lanc 6sszekapcsolasahoz kell egy enzim
(T4 DNS-ligaz).

Cenp

/—\ Chromosome
FmRT DN.{\
\&A o

Bacterial
plasmid Recombinant
plasmid

(a) (b} (<)

I ' BMIF Alllmazatt Biotechnolagia 2a Flalmi wertndominy Tanaz &l

Atvitel plazmidokkal

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

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

tenciagént (azaz a plazmidot) sejtek indulnak noveke-
désnek.
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Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai

3.3 Génatvitel vektorokkal

Teljes séma:
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Alkalmazas: idegen feherjék elballitasa

r 7

A human inzulin (proinzulin) eléallitasa E. coliban.
Genentech, 1978. Humulin
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Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai

3.3 Génatvitel vektorokkal

Ingazo (shuttle) vektorok

Az eukariétadk plazmidjai és virusai masképpen szaporod-
nak mint a prokariotaké, masfajta replikaciés origojuk van.
Az eukariota sejtek génmanipulécidjdhoz tehat mas vekto-
rokra van sziikség. Sokszor viszont baktériumokbdl kell at-
vinni géneket eukariétakba — és vissza. Ehhez olyan vekto-
rokra van sziikség, amelyek mindkét sejttipusban szaporod-
ni tudnak. Ezekben kétféle replikacioés origo talalhatd, egy a
prokariota és egy az eukariota sejtekhez.

Emellett a rezisztencia markerek is kilonb6z6k, masfajta an-
tibiotikumok hatékonyak a prokariotdk és eukariotak ellen
- kétféle rezisztencia gént kell beépiteni.
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Ingazo (shuttle) vektorok

Bacterial h‘&'&ast origin
origin of
of replication
replication

Conferred Ability Module
(Yeast Shuttle Vector)

Bacterialj
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!

Origin of transfer
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Pécs Miklos: A biotechnolégia természettudomanyi alapjai

3.3 Génatvitel vektorokkal

Az Agrobacteriumok 4 fajais- |l
mert:

1. Agrobacterium tumefaciens:
gyokérgolyva, koronagubacs.
A sérulések helyén alakul ki
fert6zeés.

A Ti plazmid nem differencialt
szovetburjanzast idéz eld. A
sejtek olyan anyagokat ter-
melnek amelyeket a baktérium
felhasznal.
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Génatvitel Agrobacterium plazmidokkal

Capyright @ &PS Prass
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2. Agrobacterium rhizogenes: RI (root inducing) plaz-
midja vattaszer( hajszalgyokeér burjanzast okoz.

3. Agrobacterium rubi: gyimolcsfanal, malnanal
gyokérgolyva, vesszigolyva

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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Pécs Miklos: A biotechnoldgia természettudomanyi alapjai 3.3 Génatvitel vektorokkal

Az A. tumefaciens fertf6zés

Az Agrobacterium tumefaciens egy Gram-negativ ndévény-
patogén talajbaktérium, amely a kétszik(i névényeket a seb-
zési helyeken megfertdézi és tumorokat okoz rajtuk. A bak-
tériumok patogenitasa 6sszefligg a tumorindukalé (Ti) plaz-
mid jelenlétével. A Ti plazmid egy része (transzfer DNS =
T-DNS) a kérfolyamat sorén éatkerll a névényi sejtbe és a
sejtmag DNS-alloményéaba integralédik (A T- DNS régio-
ban helyezkednek el a tu-! S —

morok kialakulasaért fele-
|6s gének.)

Az A. tumefaciens fert6zés

Kétszikleknél: Az Agrobacterium tumefaciens ndévény-
patogén torzs Ti (tumor indukald) plazmidja a T-DNS
szakaszt beépiti a megfert6zott novény kromoszémajaba.

Eg‘
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Pécs Miklos: A biotechnoldgia természettudomanyi alapjai 3.3 Génatvitel vektorokkal

A Ti plazmid

1,2 x 108 molekulatomeg(, gydr(i alakid DNS molekula. A
baktériumban dnalléan replikaldédo genetikai egység.

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

A sejtburjdnzas mellett olyan aminosav szarmazékokat
termeltet a névénnyel, amelyeket az Agrobacterium tapa-
nyagként hasznosit, emellett olyan névényi hormonanal6-
gok képzddnek, amelyek a gyokér- és szarndvekedést le-
allitjak, ezzel is elényt adva a tumorsejtek névekedésé-
nek.
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Génatvitel a Ti plazmiddal

A Ti plazmidok alkalmasak arra, hogy vektorként szolgélja-
nak ,idegen” DNS szakaszoknak a gazda ndvények kromo-
szomdiba torténd beviteléhez.

Ha a T-DNS szakaszba a tumorindukal6é gének helyére
mas géneket épitenek be, azok éppugy integraldodnak a no-
vényi genomba. E rendszer felhasznalasaval a ndévények
gyakorlatilag barmely génnel transzformalhatok.

A genomba juttatanddé T-DNS szakaszokba &ltalaban re-
zisztencia géneket is elhelyeznek, ami lehet6vé teszi a
transzformans névények egyszer(i szelektalasét.

Novényeknél értelemszer(ien az antibiotikum rezisztencia
helyett herbicid rezisztencia géneket alkalmaznak.
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Pécs Miklos: A biotechnoldgia természettudomanyi alapjai 3.3 Génatvitel vektorokkal

A T-DNS felépitése

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

— Ezen belll: expresszios kazetta, az elején prométer, a
végén terminator régiéval, melyek a gén mikodését,
expressziojat (kifejez6dését) teszik lehetéve.

» Ezen belul:
— szelekcios 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 névényi
sejtekbe, de ezek a gének nem jelennek meg az
egész novényben, csak a tumorsejtekben, és nem
oroklédnek. Ahhoz, hogy minden sejtben megjelend,
0rokl6dé tulajdonsagot kapjunk, ki kell emelni egy
tumorsejtet, €s abbdl regeneralni a teljes névényt.

(A protoplaszt-fuzional méar emlitettiik, hogy ez kivite-
lezhetd.)
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NOvényregeneralas

A novenyeknél egy
sejtbél vissza lehet
nevelni az egész no-
vényt, a tumorsejtbdl
kiindulva is regene-
ralhaté szaporodokeé-
pes noveny.
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