lll. Génmanipulacios technikak
Génmanipulacio:
a gének megvaltoztatasa, vagy atvitele egyik organizmus-bol a

masikba — ezaltal az élolenyek tulajdonsagainak
megvaltoztatasa.

A valtozas oroklédik, megjelenik a kovetkezb generaciok-ban is.

Kitekintés: tudunk-e iranyitott, celzott genmanipulaciot vegezni?

=>» a hagyomanyos névenynemesites és allattenyésztes es a
génmanipulacio céelja azonos: kedvezo tulajdonsagok
letrehozasa...

=> biotechnologiai modszer: mutaciok léetrehozasaval
= Lehetnek-e a mutaciok célzottak, specifikusak?
= kéemcsoben, sejten kiviil igen (rutin feladat)
= mikrobaban, laborban igen (jelenleg is kutatjak)

= magasabb rendii élélényben = nehezen iranyithato, veszélyes,
kutatas targyat képezi, etikai kerdeések...
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Mutacio: > Mindig a DNS-t érinti! (% Maradandé valtozas.)

replikacio Igy viszont az RNS-ek és a fehérjék szerkezetére is kihat
[ , ‘ > STABILITAS: DNS > RNS > fehérje
masolas

DNS RNS fehérje

> ~ Stickstoffbasen

transzlacio
>

transzkripcioé
>

.atiras leforditas

Helix aus
Zuckerphosphat

Kettos szal Egyes szal - Bonyolult
adenin, timin, adenin, uracil, térszerkezet
citozin, guanin = citozin, guanin = 20-féle alfa

nukleotjdok nukleotidok aminosav
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Mutacio

... @z orokito anyagban bekovetkezett ugrasszeru valtozas,
ami atoroklodik az utédokra.

Bels6 okok: a masolérendszer tokéletlenségébdl eredo6
hibak: kb. 1 hiba/milli6 masolt bazis

Kuls6 okok: a kornyezet mutagén hatasai:
— kémiai anyagok reagalnak a DNS-sel eés
megvaltoztatjak azt
— fizikal okok: sugarzasok (kozmikus sugarzas, UV
sugar-zas, kbzetek radioaktiv sugarzasa, Rontgen)
Ezek a nagy energiaju sugarzasok kémiai reakciokat
idéznek el6 a DNS-en.

1 .
p u——) N
RGEREEAICC I EE neE fF
LI ALT AL T A4 .‘.‘.ﬁc.'.‘ 1AM AN I I
sy BE I

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék




Mutaciok

Pontmutaciok: egy bazist, vagy bazispart erintenek.

Ha csak egy bazis valtozik meg: egy aminosav valtozik
meg a fehérjében

Ha egy bazis beépul, vagy kiesik: az egész utana
kovetkez6 szakasz értelmetlen lesz (shift mutacio)

Kromoszoma mutaciok:

egy DNS szakaszt érinté kieses (delécid), athelyez6dés
(transzpozicid), megfordulas (inverzio)

egyes kromoszomakat erinto valtozas: tores,
megkett6z6dés, szambeli valtozas (gendozis): xxx, xyy,
xxy, Down kor

egesz kromoszomaszerelvényt érintd megsokszorozodas:
pl.: xn (ploiditas)

1 .
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A mutaciok és a szelekcio

Mutagén hatasok (belsé hatasok vagy a kornyezetbdl szarmazoéak)
véletlenszer(az el6fordulasuk

//* | Javito

mechanizmusok

A természetes szelekcio soran ddl el, hogy az adott egyed vagy populacio
szamara elényos, hatranyos, esetleg ,semleges”-e egy adott mutacio.

A mutageén hatasok ellen a sejtben dolgoznak javitd mechanizmusok, amelyek
észlelik es javitjak a mutaciokat — egy bizonyos mértékig kepesek erre —
kialakitva ezzel egy egészseges mutacios ratat.

Egy mutacio lehet spontan (természetbdl jovd) vagy mesterséges (az ember
altal indukalt).

Indukalt mutacié =» mesterséges szelekcid

: - ~ novénynemesités, allattenyésztés 6
Mﬁfﬂ?:§¥?:£ 3 o e
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[11/1. Indukalt mutacio

Indukalt mutacié (mi magunk idézzuk elo)
mesterseges (célzott)

A ) vy »
7 Javito

mechanizmusok mesterséges kornyezet /
(Petri-cseésze, kémcso, fermentor)

Ugyanaz, mint a spontan mutacio + természetes szelekcio, csak itt
szabalyozott korulmények kozott hajtjuk végre — indukalt
mutacio + célzott szelekcio.

A mutacios ratat és a szelekciot is mi allitjuk be.

Célja: szamunkra elonyos tulajdonsagokkal rendelkezo
egyedeket — mikréba tenyészeteket — szeretnénk létrehozni.

1 .
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[11/1. Indukalt mutacio

Mutaciokat lehet el6idézni:
- besugarzassal (UV lampa, Rontgen besugarzas)
- vegyszerekkel (salétromossav, N-mustar, mitomicin)

Korulmeények: - kezelési id6 (expozicio)
- sejtkoncentracio
- tapoldat Osszetétele

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Besugarzas mutagen hatasa

Exponencionalis pusztulas, de a tulélok koézott feldusul a mutansok aranya.

A Serratia marcescens
baktérium piros pigmen-
tet termel. (Véres kenyer)

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.

1 .
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Indukalt mutacio

A mutacio veletlenszerl folyamat, létrejottenek helyét
nem tudjuk iranyitani.

Ha egy bizonyos gén mutacidja a celunk, akkor sok sej-
tet kell alavetni a mutacios kezelesnek. Ennek eredme-
nyeként sok és sokféle mutans keletkezik, ezek kozul

kell kivalogatni azt a néhanyat, amelynél éppen a meg-
célzott gen serult.

Azaz nagyon sok mutans torzset kell egyenként meg-
vizsgalni, ami roppant munkaigényes. A taptalaj ossze-
tetelének beallitasaval lehet szelektiv novekedést elér-
ni, de igy Is tenyészetek szazait kell megvizsgalini.

SECHsEearELE(m

llllll Sléd 34
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Hianymutansok = auxotrof mutansok

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

Ezt a jelenseget kihasznalhatjuk a hianymutansok azo-
nositasara és elkulonitesére —

A hianymutans sokszor tartalmazhat egy masik,
szamunkra kozvetlenul is hasznos mutaciot. Az ezt
hordozo sejteket szeretnénk azonositani és szelektalni
a hianymutacio segitségevel.

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

Hianymutans (auxotrof). a minimal taptalajon nem no-
vekszik, csak akkor ha azt kiegészitik az igényelt egy

SECHBTEAPTLE|o
vvvvvvvvvvvvvv
nnnnnnnnn

"oy
i

(vagy nehany) anyaggal
Sa LR At
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Hianymutansok
1Izolalasa

Barsonnyal
boritott steril
Lappancs”

A tuleldo mutans sejteket
Kiegészitett taptalajon
telepekkeé szaporitjuk.

Minimal
Ezeketegy ,tappanccsal’ T taptalaj
atvisszuk a minimal tap-
i i " i N - ° 4 Kiegészitett
ta.laj,ra ES. AmEIylk a rT.“,, \\—/// taptala Szaporitas
nimal taptalajon ,eltinik

(nem tud novekedni) az
a hianymutans.

VY - Csak a vad torzs A vad térzs és a hiany-
e BB SR i BME Alkalmazc novekedik mutansok is névekednek




Rezisztens (ellenalld) mutansok

A vad torzstol abban ternek el, hogy valamely karosito, mergez6
anyag jelenlétet sokkal nagyobb meéertekben képesek elviselni.

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

A rezisztenciat szintén a szamunkra hasznos mutaciot hordozo
sejtek azonositasara és szelektalasara Ilehet felhasznalni.

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

Az antimetabolit rezisztencia kozvetlen jele lehet annak, hogy
egy szamunkra hasznos anyag termeléset szabalyozoé (korlatozo)
mechanizmusok a sejtben sérultek. =» a sejtnek ez evolucios
hatrany (pazarlas a forrasokkal), de nekunk elonyos!

13
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Antimetabolitok

metabolit = anyagcsere termek
antimetabolit = ,hamis™ anyagcsere termeék

. olyan vegyuletek, amelyek szerkezetukben hasonlitanak egy
,2valodi” anyagcsere termékre.

Emiatt fel tudjak boritani a sejtben az anyagcsere szabalyozasat.

A sejtben a hasonlésag reven egyes enzimeket ,be tudnak
csapni’, masokat nem. A vad tipusu sejtekre meérgez6 hatassal
vannak, csak egyes rezisztens mutansok képesek tulélni az
antimetabolitos kezelést.

Mit idéz elo egy antimetabolit és miért hasznos nekunk az
antimetabolit rezisztencia?

Ennek jobb megértéséhez ismerjuk meg az allosztérikus
e7zabalvozas miikodécsét



A triptofan és antimetabolitja

Miben kiilonbo6zik egy antimetabolit a valédi anyagcsere terméktol?

Triptofan — fehérjealkotdé aminosav, valodi anyagcsere terméek
5-metil-triptofan — antimetabolit, megzavarja a triptofan termelését

Hogyan zavarja meg a triptofan termelést? = A termelés meértékének
szabalyozasaba avatkozik be (az allosztérikus szabalyozasba).

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

H
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ALLOSZTERIKUS SZABALYOZAS

Célja a pazarlas, a folosleges nyersanyag termelés
megakadalyozasa. Mindig egy enzim aktivitasanak
befolyasolasat jelenti.

Allo-sztérikus ~ ,masik helyl” szabalyozas: az enzimnek van a
szubsztrat kotohelyen kivul egy masik kotohelye is, ami az
enzimaktivitas szabalyozasara szolgal. Mindig a vegtermek
szabalyozza az adott reakciolanc vagy részfolyamat els6 enzimét, ez
kotodik a masik helyre!

Vegtermek-gatlas: egy reakciolanc vegtermeke visszahat es lefekezi
sajat termelédését, a legelsé enzim mikddését. (igy a leginkabb
gazdasagos.)

A visszacsatolas alapvetd l
eleme barmyilen szabalyzasnak. = E E
1 2 n

Pop, > P1>P,—>—>—>—>—>P,
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Elagazo reakciolancok szabalyozasa

Allo-szterikus ~ ,masik hely(” szabalyozas: az enzimnek van a szubsztrat
kotohelyen kivul egy masik kotdhelye is, ami az enzimaktivitas szabalyozasara
szolgal. Mindig a vegtermek a szabalyozo molekula, ez szabalyozza az adott

reakcidlanc vagy részfolyamat elsé enzimét. (Igy a leginkabb gazdasagos.)

N

First committed
step in pathway A-F A/Prcgjct F is an allosteric
Q inhibitor of enzyme 3
Substrate =
Product g - »

End product
of A-F
End product
? I of A-J

First committed Product J is an allosteric
step in pathway A-J inhibitor of enzyme 6

m:‘m;::

s ALLOSTERIC INHIBITOR




Az alloszterikus szabalyozas jellemzOi

» Egyes enzim molekulaknak két, vagy tobb kulonboz6 aktivitasu alakja
lehetséges.

» Ezek reverzibilisen (megfordithatdé moédon) atalakulhatnak egymasba.
>
» Az ,atkapcsolast” egy (vagy tobb) szabalyozé (modulator) molekula
kotddese hozza létre az enzim térbeli szerkezetének
megvaltoztatasan keresztul (harmadlagos, negyedleges szerkezet
megvaltoztatasa).

» Hasonlit az operon szabalyozashoz, DE NEM AZONOS vele!

» Miben tér el egymastol a ketté?

18

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék




Alloszterikus és operon szabalyozas

Hasonlosag a kettd kozott:
» Mindketto kapcsolo szerd, ket allasu” szabalyozas
» Mindkett6 egy fehérje mikodésének szabalyozasara szolgal
Kulonbseg a kettd kozott:
» A szabalyozott fehérje sejtbeli feladata mas
> Es igy a szabalyozas célja, valamint a szintje is mas
operon szabalyozas

Allosztérikus szab. m Operon szab.
effektor —

DNS = RNS = fehérje koté
DNS = RNS =» fehérje = termék

U DNS-kotd

allosztérikus szabalyozas

regulator

* Enzim fehérje  DNS koto fehérje
 Egy (koztes) anyagcsere « Semmit sem allit el6
terméket allit elo  Ha szabalyozzuk, a DNS-en
« Ha szabalyozzuk, a termék kédolt infé atirasat = egy fehérje

képzddését szabalyozzuk izottBiotechn termelését szabalyozzuk



A triptofan és antimetabolitja

Antimetabolit: egy hamis anyagcsere termek. Képes szabalyozasra,
de nem alkalmas a tovabbi felhasznalasra.

Triptofan — fehérjealkotd6 aminosav (és szabalyozza sajat
termelését)

5-metil-triptofan — antimetabolit (hem tud fehérjébe beépulni, de
,le"szabalyozza a triptofan termelését)

5-meihyllryptuphanm3w2'f"2 R
. NH3

-~ ¢

Iﬂ- MR T wl H
Mul|APE RARPE AP PR Y "
APP ARSI ARSI P o
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Antimetabolit rezisztencia

Az antimetabolitok egy anyagcsere ut vegtermekehez
hasonlitanak. Szerkezeti hasonlésaguknal fogva szintén
kapcsolodhatnak az anyagcsere ut kezdeti lépését katalizalo
enzimekhez, és allosztérikus inhibitorként hatva le tudjak fékezni
a bioszintézist.

,Be tudjak csapni’, ezeket a szabalyozé mechanizmusokat,
,elhitetik” a sejttel, hogy a kérdéses metabolit bdségesen
rendelkezésre all, termelését emiatt le kell allitani, pedig valdjaban
hianyzik.

A vad torzs anyagcseréje leall, a sejt elpusztul. Csak azok a
rezisztens mutansok élik tul az antimetabolitos kezeléest,
amelyeknél ez a szabalyoz6 mechanizmus sérult, és a
tultermelést nem fékezi semmi.

E BRI S
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Rezisztens (ellenalld) mutansok

A vad torzstdl abban ternek el, hogy valamely karosito, mérgez6
anyag jelenlétet sokkal nagyobb meéertékben képesek elviselni.

Altaldban antibiotikum rezisztenciat értiink alatta, de lehet mas
anyag is. =» Lehet egy antimetabolit is!

A rezisztenciat szintén a szamunkra hasznos mutaciot hordozo
sejtek azonositasara és szelektalasara lehet felhasznalni.

A gatlo anyagot tartalmazoé tapoldaton csak a rezisztens telepek
ndének ki, a vad torzs nem.

Az antimetabolit is tekinthet6 antibiotikumnak, ami felboritja az
anyagcsere termelés egy szabalyozé mechanizmusat.

Az antimetabolitra rezisztens sejtek a tultermeles szabalyozasara
(az adott termék allosztérikus szabalyozasara) rezisztensek.

Ezaltal szamunkra hasznossa valnak.

22
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lpari termelés tultermel6 mutansokkal

Hogyan vehetunk ra egy mikrobat (mikréba populaciot) arra, hogy
egy szamunkra szukséges anyagot a szamara szukségesnél
nagyobb mennyiségben termeljen?

A biotechnoldgiai iparnak egy fontos agazataban a sej-
tekben egy amugy kis koncentracioban jelen lévo anya-
got a természetesnél sokkal nagyobb mennyiségben
termeltetnek. Ehhez a sejtek genetikai allomanyat muta-
ciokkal tobb ponton is at kell alakitani — igy jutnak tulter-
mel6é mutansokhoz.

Ezt a technikat nevezik ANYAGCSERE MERNOKSEG-
nek (metabolic engineering) —

23
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A triptofan és antimetabolitja

Triptofan — fehérjealkotd aminosav
5-metil-triptofan - antimetabolit

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

H

- BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Anyagcsere mernokseg — metabolic engineering
glitkk 6z

Koztitermek-1

I

K oztitermek-2 I
|

l‘ |

l |

|

|

|

|

K oztitermek-3

KT T

Mellektermek Céltermék --———— I
Melléktermékek Bomlastermek
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Anyagcsere mernokseg — metabolic engineering

Az elsbdleges anyagcsere termékek elballitasanal a
genallomanyt ugy valtoztatjak meg, hogy:

1. A bioszintézis ut elagazasait lezarjak, ezaltal minden
anyag a celtermék iranyaba aramlik (auxotrof mutan-
sok). Ha ez létfontossagu molekulak elballitasat érin-
ti, akkor leaky (szivargd) mutansok, vagy tapoldatkie-
geszites.

2. A termeéket tovabbalakitd reakcidlepeseket Is
lezarjak.

3. Felfuggesztik a tultermelést megakadalyozé mecha-
nizmusokat (antimetabolit rezisztens mutansok).

26
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A TRIPTOFAN ELOALLITASA

Bioszintezis: szénhidratokbdl sok Iépéssel. A japanok ol-
dottak meg Corynebacterium €s Brevibacterium torzsekkel

Anyagcsere-meérnoki glitk 6z
szelekcio: —
eritroz 4-foszfat + foszfoenolpiruvat (PEP)
Auxotrofiak: S qE R
- - 3-dezoxi-D-arabino-heptul6zonat-7-foszfat |
Phe’, Tyr’, l | P i
I
| L l
. . | korizminsav :
Rezisztencla: : |
r | m I
>-Me-Trp | prefénsav antranilsav :
X X l ’
| I
. . I
fenilalanin tirozin triptofan - - -------- |

|
BME Alkali [ T




Indukalt mutacié antibiotikum termeld
torzseknél

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

Ekkor a torzset ,black box’-nak (fekete doboznak) te-
kKintjluk. =» Nem foglalkozunk a koztes reakciolépesek
optimalizalasaval, hanem csak a célra, a minél
nagyobb antibiotikum termelesre koncentralunk.

A mutans torzsek kozul a legjobb termelb kepessegle-
ket valasztjuk ki, és ezeket ujabb és ujabb mutacidonak
vetjuk ala, és minden lepcsOben a legjobbakat hasznal-
juk ipari termelésre. = (Azonos a hagyomanyos
novenynemesités es allattenyésztes stratégiajaval.)

- BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Neégy fejlesrtd hhboratérium tirzsnemesiti tev ékenysége a tirzsjelzés feltiintetésével

Penicillin termelés - S

HEEL 1951-B-25
Camhe gie Inctibite Thde hlireesota ¥
V4 V4 (4 K 1612
fokozasa mutacio- ’
Wis ) 176
-1
Wis BL 3010
val | :
47636 #7-6 50 #7-635 47762 47911
g g 8 g
47-1327 #7-1380 47-156+4 47-1040
L] " L] rr S 2
A penicillin termeld ;
47-748 8 -1
. ;s s . MM 43-1653 431372
torzs mutacios fejlesz- :
MM 49-453 49-901
, , 5025 5 -1
tese (50_eS evek 9) MM 49- 2693 49- 2429
50935 5 -1
MM 50- 529 S0-T24
51-70 5 -1
MM S0-1247 01583
51-20 5 -1
., (1] 5 5 51-616 51-325
Hatdéanyagtartaloma  *:|, sr—p = [ == 5
u Wi 5 5 51-1113 5 sag
., ., , , B30 E2 EZ 53- 1087 F3 §3-533 -1
. u WG 5 5 53-817
fermentacio végen: s
u Wi g 53174
M-TE Ej E6 53- 1163 U1 -1
DEE Wi 54-1255 53-344
M-s3 E-7 E& (AED-TE w. P2) ITir-1
. Wi | 54-913
1929 ~ 0,01 g/liter
] Hi I
E10 C-59-314 (B-6)
. Wi |
1943 ~ 0,30 g/liter
] Ell | 54 He [
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Indukalt mutacio - értékeleés

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

sokat hordozokat.
~70 éve muvelik, klasszikus technika.
Veszelyessege kicsi, mert:

— Inkabb elvesz, mint hozzaad a tulajdonsagokhoz

— emiatt a mutansok kevesbe eletkepesek, mint a
vad torzsek — a természetbe kikerulve nem ver-
senykepesek

— zart téerben (Uvegedények, fermentorok) szaporit-
jak, a kornyezetbe csak véletlenul kerulhetnek.
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