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Hogy néznek ki a gének, amiket médositani akarunk?

Prokariota genomi DNS Eukariéta genomi DNS
(masolas kozben)

Genomon
kivuli DNS

\

1 db kromoszéma 46 db kromoszéma (embernél 23 par)
egyszeres = haploid DNS készlet Tobbszoros = diploid DNS készlet
aszexualis szaporodas (osztodas) Kivéve: ivarsejtek (1x-es = haploid génkészlet)

Nem genomi DNS-t is tartalmaznak

Plazmidok (nem minden sejt) Mitokondriumok (~prokariéta-szerii DNS)
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Milyen céllal végezhetunk génmodositasokat?

Prokariota genomi DNS Eukariéta genomi DNS
(masolas kozben) Genomon
kivijli DNS
1 db.ﬁkromoszoma Tobb db kromoszéma

1. IPARI célu DNS médositas (embernél 23 par)
baktériumok novények, gombak,
] allati (akar eml6s) sejtkulturak
2. KUTATASI célu

3. GYOGYASZATI céli DNS médositas (pl. CRISPR rendszer, kutatas
alatt) = GEN TERAPIA (gene therapy) ,
Ha ipari hasznositas a cél, akkor a lehetséges legegyszeriibb

(leggyorsabb, legolcsobb, de j6 minbéségii terméket add) megoldast kell
valasztanunk.



Alkalmas lehet-e egy bakterium emberi fehérje
megtermelésere?

» Attol fugg, hogy a feherje tartalmaz-e intront €s az emberben atesik-e
a felépitését kovetd, poszttranszlacios modositason.
» Pl. intronok kivagasa (csak eukariotakban), glikozilacio, metilezeés,

Eqgy kutatasi célra Escherichia coli
BL21 baktérium térzsben elballitott
emberi fehérje, a dUTPaz.

Az emberi dUTPaz nem esik at
poszttranszlacios modositason,
igy bakteriumokkal is
megtermeltetheto.
Emberi inzulin: tartalmaz intront, de
sikertilt E. coli-val is megoldani
a termelesét. 4




A DNS moédositasok a maradandosag szempontjabol
atmenetiek (tranziens) vagy stabilak lehetnek.

Atmeneti: a bevitt géneket a sejtek kifejezik (expresszaljak), de a
Kivulrdl bevitt informacio nem épul be a genomi DNS-Ukbe.

Emiatt a sejtosztodaskor nem oOrokitik tovabb.

Stabil: az idegen gén beépul a modositani kivant sejt genomi DNS-
ébe. Emiatt a bevitt informacioé a sejtosztodasok soran tovabb is
orokitoédik. Stabil moédositas a genomi DNS-t ért mutacio is.

Transzformalas: idegen, nem virus eredetll DNS bejuttatasa prokariotakba
és nem allati eukariota sejtekbe.

Transzfektalas: idegen, nem virus eredetl DNS bejuttatasa eukariotakba.
Transzdukcio: virus eredetll DNS bevitele a sejtbe.
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Mennyire maradandé az adott génmodositas?

1. a sejt genomi DNS-ének modositasa (mutacio)
 Indukalt mutaciok: mindig veéletlenszerlek (,statisztikusak™)
 lIranyitott mutagenezis! Pl. kémcs6ben PCR vagy ,in vivo” CRISPR

2. genomon Kivuli DNS-en kodolt informacio felhasznalasa
= VEKTOROK (transzformacio/transzfekcio/transzdukcio)

Stabil
transzfekcio

Atmeneti
transzfekcio

Indukalt mutaciok

Kivulrél juttatunk be

Nem visziink be kiviilrél genetikai informaciot, de

genetikai informaciot, Kiviilrol juttatunk be . :
de médositjuk a genomi  genetikai informaciot, és eDeréetr)n epul be a genomi
DNS-t. Ezzel médositjuk a genomi “PEe.

DNS-t=» osztdédaskor tovabboroklodik! 6
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, 1ermészetes” génmaodositas virusfertézéssel

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

Adenovirusok: DNS-uUk a sejtmagon belul a kromoszomak mellett
szabadon helyezkedik el, lemasolodik és a virusfehérjeket kodolo
genek atirodnak,

DE nem épul be a genomba =» atmeneti (tranziens) transzfekcio,
Sejtosztddas esetén az utddsejtek nem oroklik a virus DNS-t.

Megj.: az adenovirusok tobbnyire Iégz6szervi megbetegedeseket
okoznak (pl. megfazas = légcs6hurut =»tudogyulladas).




,,1ermeszetes” génmodositas
horizontalis génatvitellel & plazmid atadasaval

Bacterial DNA Plasmids

» A genomi DNS-t6l fuggetlenul l1étez6 (replikalddod) cirkularis DNS darabok.
» Nem feltétlenul szikségesek a sejt életben maradasahoz,
» de bizonyos kornyezeti hatasok kivedéseében eldnyt jelenthetnek.

» Kodolhatnak pl. antibiotikum rezisztencia géneket, toxinokat,
anyagcsereben fontos extra fehérjéket.

» Horizontalis génatadas: nem szaporodas utjan (szulé =» utod),
hanem ket fuggetlen sejt kozott torténé génatadas.
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Plazmidok

Plazmidoknak  nevezzuk a  baktériumokban, egyes
élesztbkben, algakban és novényfajokban talalhatd, a
kromoszomaktol fluggetlen DNS darabokat. A plazmidok
altalaban gyurG alaku és kett6sszalu DNS-molekulak.

A plazmidokban talalha-

td6 gének a kromoszo-
maktol eltérd tulajdonsa-

gokat hordoznak.
Génmanipulacional ezt
hasznaljak ki: egyszerlbb

egy kis plazmid génjeit
,2atszabni”, mint a teljes
Kromoszomat. antibiotic

resistance

Onigin of replication

-' polylinker

NECKNFENEELE]r
AFFARFERFFEF|IN .
LI ALTARTT AN !:: i.’H‘. .';I!!




111/3. Gének atvitele vektorokkal

Masoljuk le a természet megoldasait!

Vektor: (molekularis) bioldgiai rendszer, amely képes uj/ide-

gen genetikai informaciot bejuttatni egy sejtbe. Fuggetlen
sokszorozodasra kepes.

A vektorba a szamunkra hasznos géeneket ultethetjuk be.

Bpu1102 kzs7)

A vektorok lehetnek:

+ Plazmidok (1-10 kb) o

- Bakteriofagok (10 — 23 kb) , Sl

« Mas virusok ) N

 Mesterséges kromoszémak | 5

(~300 kb) pEL

pDET-15b, egy mesterséges plazmid ~ "oi -

Ara egyéni drképzés szerint :S e
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Mire jOok a vektorok?

» Az adott sejttol idegen DNS bejuttatasat és megsokszorozasat, es
» Az adott sejttdl idegen feherjék elballitasat tudjuk elerni veluk.

A human inzulin (proinzulin) el6allitasa E. coliban. Genentech, 1978,

Humulin
E. coliban
atiras és
inzulin termelés

Intron mentes
mRNS atiras [ntron mentes Vektorba

Cr e s . Inzulin DNS juttatas
Hasnyalmirigybol : o
inzulin DNS izolalas nVisaaa ras Genefor M‘nw“%g:\
7 proiriulin & g,
B Y as i ) Reversa Joda to T mBRNA
\ ! V‘f ) teanscriprase plasrid Infect £, cofi s
' @
1A,
Pancress Mammalian Proinsulin Recombinant Transformed
proinsulin «DNA plasmid bactorivm

mRKA
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A vektorok mukodése és funkcio szerinti csoportositasa

Mas csoportositas szerint:

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

Expresszios vektorok: a bevinni kivant gén(ek) mellett a
szabalyozott kiirashoz szukseges szakaszokat is tartalmaz-
za —>

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

Promoter Terminator

b

Coding sequence

12
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Hogyan mukodnek a plazmid vektorok

A plazmid vektorok jellemzé részei: promoter

N MCS
ori = replikacios origo
A DNS masolas kezd6pontjanak helye.

ori
ampR = ampicillin rezisztencia gen

MCS = multiple cutting site = (tObb-

féleképpen) felvaghato szakasz = itt

lehet felnyitni a gydrdt, és beilleszteni, ampR
amit akarunk.
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Plazmid vektorok

A plazmid vektorok jellemz6 részei:

Replikacios origd — a plazmid DNS duplikaciojanak kez-

dopontja, enelkul nem tud sokszorozodni a plazmid
Promoter szakasz - itt indul a kiiras mRNS-re (Id. operon)

Celgen(ek) — ezek altal kodolt feherjet akarjuk eloallitani

a sejttel
Terminator szakasz — ez zarja le a kiirando genek sorat.

Marker gén(ek) — a sikeresen bevitt és mikodd géneket

tartalmazo sejtek szelekciojat segqitik, pl. antibiotikum re-
zisztencia — antibiotikumot tartalmazo tapoldaton csak a
plazmidos sejtek novekednek, a tobbi elpusztul.

14
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Hogyan ultethetoek be egy vektorba
a tetszesunk szerinti fehérjéet kodold genek?

Restrikcios enzimek segitsegevel.

» A DNS-t specialis felismerési helyeknél elhasitani kepes enzimek.

» Baktéeriumok és archea baktériumok ,immunrendszerének” részét
kepezik.

» Virusfert6zés esetén a szamukra specifikus szekvencianal elhasitjak
a virus DNS-t.

» A sejt metil csoportokkal jeloli meg a sajat DNS-ét, ezt nem hasitjak.
» A ,metilezett” DNS-t a legtobb restrikcios enzim nem képes elhasitani.

GAATTC CCC|IGGG
CTTAAG GGGECCC
EcoRI hasitohely Smal hasitéhely

» A hasitohelyek tukorkepi = palindrom szekvenciak.
—y V.
T
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Restrikcios enzimek

szamara molekularis plranha -K.

Nevezektan és specifitas...

szekvencia Bontasi helyek szama
Mikroorganizmus Enzim 5 > 3
A | Aa2 |SV40 | dpx17

Arthobacter lutens Alul AG CT >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 GTT AAC 13 6 4 3
Serr. marcescens Sb Smal CCC GGG 3 12 0 0
B. amyloliquefaciens H | BamHI | G GATC’C 5 3 1 0
E. coli RY13 EcoRl | GAATTC 5 5 1 0
H. influenzae Rd Hindlll | A’ AGCTT 6 11 6 0
H. parainfluenzae Hpall C C'GG >50 | >50 1 5
K. pneumoniae OKS8 Kpnl GGTACC 2 8 1 0
i X. holcicola Xhol C TCGAG 1 6 0 1




Hogyan vihetok at genek plazmidokkal?

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

2. Beépités a plazmid DNS-be. ,Szabas-varras” Kell hoz-
za oll6 és ragaszto.

,Oll6:” enzimek, restrikcios endonukleazok. A kett6s
szalu DNS-t hasitjak, de csak bizonyos helyeken. Tu-
korkepi DNS szakaszoknal ,ragadds veget” hoznak

létre.
Sticky ends
Cut here
CNA A—T—T—C EcoRI. —G X < 5—A—T—T—C—

T T—A—A G—

—C—T—T—A—AG
N\

Cut here




Hogyan vihetok at genek plazmidokkal?

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

4. Manifesztacido + szelekcio: a kivant gén mellé egy mar-
ker (nyomjelzd) gént is beépitenek (pl. antibiotikum-re-
zisztencia), ami segit kivalasztani azokat a sejteket,
ahol megtortent a beépulés, és ,mikodik” a plazmid. Az
adott antibiotikumot tartalmazo taptalajon csak a rezisz-
tenciagéent (azaz a plazmidot) sejtek indulnak noveke-
désnek.

18

A s 1 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertadomanv Tanszék




Geénatvitel plazmidokkal

,Ragasztd”™. a ragadds vegek maguktol
IS 0sszetapadnak, de a cukor-foszfat
lanc o0sszekapcsolasahoz kell egy
enzim (T4 DNS-ligaz).
Hogyan készitunk komplementer
ragados vegeket? = PCR reakcioval

Chromosome Gene

EcoRI DNA
> .
ligase
Bacterial \
plasmid Recombinant

plasmid 19

(a) (b) (c)



ldegen DNS sejtbe

Foreign DNA
j u ttaté S é n a k ﬁ!f;i — Plasmid | EcoRI Teglon of interest
resistance FcoR1

folyamata 7z BRI

RI lEcu‘.E."E

Ezzel az eljarassal a m /,Sﬁckyendgf\

prokariotakba es eu- \]/
Hyhridization
+ DN A ligase

kariotakba is szinte

barmilyen gent be le- Recombinant
het vinni.
DNA insertion
| P S N — T |

Cél: fehérjetermeles Bacter Bacterial Baceiapated on e
. ) Ileln s 4
horrn.or’\ok DA |
- VakCInak ik (o) Only I:raln:teria containing
— enZ|mek @3@ m@ cﬂm;iwmbmantDNﬂgn}w
— ] A Clone DIV A
Immunfeherjek http:/ fwww.accessexcellence.orgf A P'ﬂl’iﬁﬁ_aElﬂﬂ Q@
_ Vérfehérjék AB/GG fplasmid.html O

Cloning into a plasmid
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Ingazo (shuttle) vektorok

Az eukariotak plazmidjai és virusai masképpen szaporod-
nak mint a prokariotaké, masfajta replikacios origojuk van.
Az eukariota sejtek génmanipulacidjahoz tehat mas vekto-
rokra van szukseg. Sokszor viszont baktériumokbadl kell at-
vinni géneket eukariotakba — és vissza. Ehhez olyan vekto-
rokra van szukség, amelyek mindkét sejttipusban szaporod-
ni tudnak. Ezekben kétféle replikacios origo talalhato, egy a
prokariota és egy az eukariota sejtekhez.

Emellett arezisztencia markerek is kulonbozok, masfajta an-
tibiotikumok hatékonyak a prokariotak eés eukariotak ellen
- kétféle rezisztencia gent kell beépiteni.
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Ingazo (shuttle) vektorok

Bacterial

%Yeast origin
origin of
of replication
replication

Conferred Ability Module
(Yeast Shuttle Vector)

Bacterial /

selectable
marker

\ Yeast

selectable
marker

!

Origin of transfer

WEERNEEREELE| e
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Geénatvitel Agrobacterium plazmidokkal

Az Agrobacteriumok 4 faja is-
mert:

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

A Ti plazmid nem differencialt
szovetburjanzast idéz elo. A
sejtek olyan anyagokat ter-
melnek amelyeket a bakterium -
felhasznal. | B i
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2. Agrobacterium rhizogenes: RI (root inducing) plaz-
midja vattaszerl hajszalgyokeér burjanzast okoz.

3. Agrobacterium rubi: gyumolcsfanal, malnanal
gyokergolyva, vesszogolyva

4. Agrobacterium radiobacter: plazmidja nem okoz
betegséget, de antibiotikumot (agrocint) termeld
gent hordoz. Ugyanezen a plazmidon talalhat6 az
agrocin elleni rezisztenciat biztositdo gén is — meg-
vedi sajat magat.
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Az A. tumefaciens fertdzeés

Az Agrobacterium tumefaciens egy Gram-negativ novény-
patogen talajbakterium, amely a kétszikl novenyeket a seb-
zési helyeken megfertdzi és tumorokat okoz rajtuk. A bak-
teriumok patogenitasa osszefugg a tumorindukalo (Ti) plaz-
mid jelenlétével. A Ti plazmid egy része (transzfer DNS =
T-DNS) a korfolyamat soran atkerul a novényi sejtbe és a
sejtmag DNS-allomanyaba |ntegralod|k (A T-DNS reglo-
ban helyezkednek el a tu- - ~
morok Kkialakulasaért fele-
|0s genek.)

V.0.: HPV fertdzés
embernél...




Az A. tumefaciens fertbzeés

Kétszikleknel: Az Agrobacterium tumefaciens noveny-
patogén torzs Ti (tumorindukald) plazmidja a T-DNS
szakaszt beépiti a megfert6zott noveny kromoszomajaba.

Chromesome
T-DNA
Ti plasmid
e —
V. A
{ 4 5.(
(' o A=
. J
\\'\, = /
= i -t
_Agrobactenum
fumefaciens Transtormed
plant cell
{b) (c) (d)
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A Ti plazmid

1,2 x 10® molekulatdomeg, gydrd alaka DNS molekula. A
baktériumban onalloan replikalodo genetikai egység.

A plazmid DNS-nek van egy transzformal6 (T-) DNS sza-
kasza. Ennek nagysaga 20 000 bazispar, ez jut be a gaz-
dasejtbe a fertdzest kovetéen, majd stabilan beépul a no-
venyi kromoszomaba.

A sejtburjanzas mellett olyan aminosav szarmazekokat
termeltet a novénnyel, amelyeket az Agrobacterium tapa-
nyagként hasznosit, emellett olyan novényi hormonanalo-
gok kepzddnek, amelyek a gyoker- és szarnovekedest le-
allitjak, ezzel is eldonyt adva a tumorsejtek novekedése-
nek.
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Genatvitel a Ti plazmiddal

A Ti plazmidok alkalmasak arra, hogy vektorkent szolgalja-
nak ,idegen” DNS szakaszoknak a gazda novények kromo-
szomaiba torteno bevitelehez.

Ha a T-DNS szakaszba a tumorindukalé gének helyére
mas geneket épitenek be, azok éppugy integralodnak a no-
vényi genomba. E rendszer felhasznalasaval a novények
gyakorlatilag barmely génnel transzformalhatok.

A genomba juttatanddé T-DNS szakaszokba altalaban re-
zisztencia géneket is elhelyeznek, ami lehetéve teszi a
transzformans novények egyszerl szelektalasat.

Novéenyeknél értelemszerlien az antibiotikum rezisztencia
helyett herbicid rezisztencia géneket alkalmaznak.

28

A s 1 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertadomanv Tanszék




A T-DNS felepitese

Hatarolo régiok: ezek a T-DNS ,jobb és bal oldali” végei,

amelyek a kromoszomaba valo integralodashoz nelkuloz-
hetetlenek.

— Ezen belul: expresszios kazetta, az elejen promoter, a
végeén terminator régioval, melyek a gén mikodését,
expressziojat (kifejez0deset) teszik lehetove.

« Ezen belul:

— szelekcios marker gén (antibiotikum- vagy her-
bicid-rezisztencia gén), és a

— hasznos gén (egy hasznos novenyi tulajdonsag
geénje, amit be akarunk vinni a novénybe)
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Novényregeneralas

A Ti plazmidokkal be lehet vinni géneket a novenyi
sejtekbe, de ezek a gének nem jelennek meg az
egész novéenyben, csak a tumorsejtekben, és nem
orokloédnek. Ahhoz, hogy minden sejtben megjelend,
oroklodd tulajdonsagot kapjunk, ki kell emelni egy
tumorsejtet, €s abbdl regeneralni a teljes novenyt.

(A protoplaszt-fuzional mar emlitettuk, hogy ez kivite-
lezhetd.)
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A noveényeknel egy
sejtblOl vissza lehet
nevelni az egész no-
venyt, a tumorsejtbdl

Kiindulva is regene-
ralhato szaporodoke-
pes noveny.
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