GENSEBESZET- DNS-KLONOZAS

A génsebészet olyan in vitro modszereket, techniké fogla magdba, mely a génkészlet
nagymerték( megvaltoztatasét, célzott keveredesét teszi lehetdvé. A genetikai informéciot az
egyik édléenybdl (alat, ndvény, mikroorganizmus) mestersegesen visszik & egy mésik
organizmusba.

Angolul legelterjedtebben talan a ,genetic engineering” kifejezést haszndljék, amely
»genetikai mérnoki tevékenységet” jelent. Ez utal a DNS-fragmentumok 6sszeépitésének
tervezett és tudatos voltéra, ezért tadd elnevezés. Sgnos magyarositani lehetetlen, hiszen
még az engineering sz6t sem sikertlt (més tudoményagakban) leforditani. Az angol
nyelvterileten hasznalt genetikai manipulacié sem taldl 6, és magyarul a manipul &cidnak rossz
mellékcsengése is van.

A szakemberek is elterjedten haszndljak a DNS-klonozés meghatérozast. Ezt kbznapi életben
is lehet haszndlni, hiszen a biolégiai ismeretterjesztésben a klon fogalma eléggé elterjeddben
van. (Szokték meég a génsebészetet in vitro rekombinacionak nevezni, de mivel ez az
elnevezés félrevezetd, a szbhaszndlat is kezd kiveszni.) A hibrid DNS molekulékat azonban
szokés rekombinans DNS-nek nevezni, ami Ujrarendezettet jelent.

A DNS-kl6nozas |épésel a kovetkezok:

A klénozandd gént tartalmazd DNS el 6dllitésa

A megfelel 6 vektor kivalasztasa

A vektor hasitésa

A célgen vektorhoz kotése

A célgén mikroorganizmusba juttatasa

A célgent tartalmaz6 mikroorganizmusok kivélasztésa
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A klénozand6 gén szarmazhat dlati, novényi vagy mikroorganizmus DNS-bdl.
Leggyakrabban az enzimesen felszabdalt teljes genom kerll klonozasra, amikor is a DNS
fragmenteknek csak igen kis hanyada azonos a kivant DNS darabbal. Ennek a folyamatnak a
vézlatét mutatjaaz 1. dbra.




1. &bra: A GENKLONOZASNAK, a rekombinans DNS-technoldgia alapmiveletének egyik véltozatat
mutatja az dbra. Emlds genom-DNS-ét (1) restricids enzimmel hasitjak. A kapott toredékek ,,, 3) vaamelyike
tartalmazhatja a keresett gént. Plazmid klonozo vektorok példényét hasitjak ugyanezzel az enzimmel (4). A
plazmidokat és a genomttredékeket Osszekeverik, DNSligazzal 6sszekapcsoljdk (5) és a rekombinans
plazmidokat a baktériumba juttatjak(6). A baktériumokat a tenyésztdcsészebe teszik, olyan higitasban, hogy
minden létrejovd telep (7) tagjai biztosan egy segjtbdl szarmazd klént akossanak. Néhany klon sgtjei
tartalmazhatnak egy a keresett gént hordoz6 rekombinans plazmidot. Kénnyen megkereshetd az ilyen klén, haa
kérdéses gén mRNS-e ismert és szondaként alkalmazhatd. A telepekbdl mintét visznek szlrBpapirra; a sejteket
felnyitjék, hogy a DNS-ik hozzéférhetd legyen (8). A radioaktiv izotdppa jelzett RNS szondét a rendszerbe
juttatjdk (9). Ez csak a keresett DNS-hez kétodik; a nem kotddott szondét eltévolitjdk (10). A szirdpapirra
fotoemulziét visznek, aradioaktiv szonda az emulzién nyomot hagy (11), azonositva a keresett klont(12).



Specidlis esetekben mod van tisztitott gén elddlitésara is. llyen az afrikai karmos béka
riboszomélis RNS-génje. Ennek a génnek a tisztitdsét nagymértékben megkonnyitette, hogy a
petesegitben tobb szaz példanyban fordul eld, méghozza olyan forméban, hogy kozvetlendil
egymés mellett, szomszédosan helyezkednek el. A tisztitas szempontjabdl igen kedvezd
tovébba, hogy az rDNS-gének slrlsége eltér az alagostdl, amit kinyeréskor hasznositani
lehet. Mivel tehat a karmos béka rDNS-e nagy mennyiségben és tisztasdgban hozzéférhetd
volt, a kutatok azt a cét tlzték maguk elé, hogy az rDNS+t, vagy annak egy darabjét
Osszeépitik a pSC101-plazmiddal és E. coli sejtjébe juttatjék.

Kémiailag szintetizalt génekkel is végezhetlink klénozast. Elsdsorban kis fehérjék génjeinéd
éri meg a féradsagot, olyanoknal, mint példaul a peptidhormonok. Ezeknek a szerkezete
ismeretes, és az aminosav sorrendbdl le lehet vezetni egy megfeleld génszerkezetet is. Azért
egy szerkezetet, mert a genetikai kdd tulgjdonsagal miatt sokféle megoldas van. Emlékezziink
arra, hogy 64 féle bazisharmas csak 20-féle aminosavat kédol, tehédt egy-egy aminosavnak
tobbféle bazishdrmas feleltethetd meg. A kémiailag elkészitett gént ezutan egy olyan
kilonleges vektorral (kifejezd vektorral) kell klonozni, amelyben jelen vannak a
transzkripciét és transzlaciét vezérld jelek, mint példaul a prométer. A sejtbe juttatott
rekonbinéns tehét termeli a megfeleld fehérjét. [lyen médon klénoztak az emberi ndvekedési
hormon génjét vagy az inzulin génjét is.

DNS szintetizalhaté enzimesen is a retro virusokna megismert és izoldlt reverz transzkriptaz
enzim segitségével, mely RNS-bdl készit DNS-t. Ezt a DNSt cDNS-nek = komplementer
DNS-nek nevezik.
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2.8bra: cDNS készitése



o ORNS AAAA 15. A ¢DNS-kiénozas vazlata

Az abran bemutatott
vektor

o folyamat nagyon hasonlit a
8. abran szemléltetett
isé . tl
o & EcoRI kisérlethez. Az egyetlen

lényeges kiilonbség abban

— rejlik, hogy a klonozando

——W linedris vektor DNS-t az mRNS-rél

készitették. Az

fterminalis transzferdz) (terminalis transzferiz) Osszekapesolasnal itt is a
4 o’ poli-A- és poli-T-farkokat

hasznaltak. Kés6bb latni

TITTT TTIE\AAA_——'AAAAAA fogjuk, hogy ezeket
kémiailag szintetizalt

osszekeveres és hgalas kapcsol() molekulakkal
TITTT

AAAAA lehet helyettesitent,
amelyeket a
plazmidvektornak egy

" olyan pontjara épitik be a
: ¢DNS-t, ahol a beépités
révén megszinik egy

TTTTT ibioti ~ ,

antibiotikum-rezisztencia
AAAAA

DNS
Yektor

[transzfonnalas E. coli sejtekbe]

3.4bra: cDNSklénozéasa

A reverz transzkriptaz, vagyis a ,forditva étir6 enzim” mokodésének feltétele, hogy a DNS
l&nc meg legyen kezdve. Az mRNS esetén ezt konny( megvaldsitani mert RNS 3'- végén
elhelyezkedd poli-A-lanchoz a bazisparosodés révén , hozzétapasztunk” egy poli-T-darabot.
Az ilyen modon Iétrejové molekuldt hibridnek mondjuk, mert az egyik része RNS, mig a
masik DNS. A kettdsszalu hibrid molekula azért tud |étrejonni, mert az RNS és DNS kozotti
kémiai hasonl6sag lehetbvé teszi a bézisparosodast. Az mRNS-hez hibridizalt poli-T-darabtdl
elindulva, a reverz traszkriptdaz enzim az RNS teljes hosszaban felépiti a komplementer
(kiegészitd) DNS szdlat, ésigy egy teljes hosszisagu hibrid molekula képzadik.

A kovetkezd lépesben a DNS-t kétfonalva kell tenni. A hibrid molekulanak az RNS részét
lGggal e lehet bontani, s igy csak a DNS sz8 marad meg. Ennek a kiegészitd szalét pedig
DNS-polimerdz révén zintetizAljuk, igy kialakul a kétfonadas DNS, amit mar
folhaszndlhatunk klonozésrais. Az mRNS-rél készitett mésolatot cDNS-nek (,, complementer
.-Kiegészitd) nevezzik. Szokték a kétfonalas vézlatot dsc-DNS-nek is roviditeni (itt a ds=
double standared, azaz kettds szal U, kétfonalas).

A cDNS szintézisének modszerét a globin-mRNS-re is akamaztak, és az ismertetett -
egyébként mind a mai napig haszndlatos — eljaras révén klonozhaté DNS masolatot nyertek.

Errdl a klénrdl feltételezték, hogy Iényegében véve azonos a genomban taldhaté globin-
génnel, legfeljebb az elge és a vége hidnyzik, ami a szintézis soran esetleg megsérllt.
Késdbb, amikor kdzvetlendl is klonoztdk a genomban taldhatd globin-gént, ez a feltételezés
tévesnek bizonyult. A megfeleld modon eldkészitett DNS-t valamilyen hordozd (vektor)
segitségével juttatjuk egy masik éldlény, ataldban mikroorganizmus szervezetébe, ahol a
géndarabka sikeres esetben képes sokszorozddni és a genetikus informécionak megfeleld
terméket el 6dllitani.



A DNS lancok specifikus hasitésa restrikcios endonukledz enzimekkel, a lanc végek
Osszekapcsolasa pedig DNS ligaz enzimekkel torténik.

Restrikcios endonukleazok

A restrikcios endonukledzok (korldtozd vagy restrikciés enzimek) olyan DNS bontok,
amelyek a kétfonalas DNS-en beliil 4-6 bazishdl dlo, meghatérozott szakaszokat ,,ismernek
fel”, és ott a DNS mindkét szdé elhasitjidk. A felismerés és a hasitds szigortan
meghatarozott, tehat ha a sokmilliard molekulabdl alé DNS-oldatot egyfajta ilyen enzimmel
kezeljuk, akkor minden egyes DNS-molekula ugyanazokon a helyeken hasad €. A
génsebészet kialakulasdhoz éppen ez a specifikus hasitdsi lehetdseg nydjtott alapot.
Felfedezték a gazdaspecifitas jelentBségét, més néven a restrikcids-modifikécios rendszert,
melynek Iényege, hogy a prokarioték szervezete meg tudja kilonboztetni a sgjat DNS-t mas,
idegen eredetl DNS-t0l. Ha a sejtbe idegen DNS jut, akkor azt a sgjt lebontja, hatéstalanitja
egy enzim — a modosito (modifikal6) metilaz — révén megjeldlik a sajat DNS-Uket. A jeldlést
ugy végzik, hogy egy meghatérozott bazissorrend( résznél, az egyik bazisra metilcsoportot
(CHs) kapcsolnak. Van még egy enzim a sgjtben, amely ugyanezt a DNS szakaszt ismeri fel.
Ez az enzim arestrikcios endonukledz, amely elhasitjaa DNS-t ezen a helyen, hacsak az nincs
megjeldlve egy metilcsoporttal. A specifikusan elhelyezett metilcsoportok révén a sejit meg
tudja védeni a sajd DNS-ét a restrikcios enzim hasitésatol, a sejtbe behatol6 idegen DNS
viszont védtelen a nukledz tAmadéséval szemben, igy az a behatol s utan hamarosan |ebomlik.
Manapség kb. 400 restrikcios endonukleézt ismeriink, ez kevesebb kb. 100 féle specifitést
jelent. Kétfonalas DNS-t bontanak, a hasités a lancon belll jon létre, jellegzetes , tapadds’
végeket eredmeényezve.(ld. 4. &bra)
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4. dbra: Megkonnyitik a klénozast a bizonyos restrikcios enzimek altal |étrehozott
»tapadds végek”. Az ECO-RI enzim példaul a GAATTC nukleotidsornél atlésan hasit.
Ha a genom DNS-t (1) és a hordoz6 DNS-t (2) ECO-RI-€l hasitjék €l, a kapott darabok
komplementer egyszalt nyulvannyal rendelkeznek (3). A darabok 6sszekeverésekor a
béazisok kozétt hidrogénhidak (pontok) alakulnak ki, s megfordithatd6 maodon
Osszekapcsoljak a genom- és a hordozd DNS-t (4). A kapcsolodast nem megfordithaté
maédon lezérja a DNS-ligz enzim (nyilak).




Plazmidok

A vektor leggyakrabban plazmid vagy fag. A plazmid mind élesztégombakban, mind
baktériumokban megtaldhatd cirkuléris szerkezetQ (nincs szabad vég), kis mélstlyd DNS,
melynek onreplikécios képessége van. Egy sejtben Iehet egyetlen plazmid, de lehet t6bb100
is. Kis mérete miatt viszonylag konny( a sejtekbdl lancszakadas, Gsszetdredezés nélkiil
kinyerni. Mig egy Escherichia coli kromoszéma DNS-ének molsilya kb. 2000 MD, addig egy
plazmidjanak mélsilya mindossze 5-6 MD.

A plazmid akkor valik jol hasznalhat6 vektorrg, ha

- mérete kicsi,max. 5 kb,

- van replikaciés origoja,

- vannak szelekciora alkalmas un. marker gének rajta,

- miné tobbféle restrikcids enzim hasitasi hely a génekben, egy enzimhasitési helybdl csak
egy legyen.

A plazmidok szerkezete

A pBR325 aapvetd kldénozd vektor, a pBR322 plazmid tovabbfejlesztett valtozata. Harom
kil 6nbdzd antibiotikummal szembeni rezisztenciaért felel s gén van benne:

Hindlll Chl  —chloramphenicol (Clorocid)

Tet  —tetracyclin (Tetran)

Amp - ampicillin (Semicillin) szembeni
rezisztenciaért felel6s gének.

A Pstl, az EcoRI, a Hindlll. és a BamHI
restrikciés endonukleazok, 6 nukleotidos
felismerési hellyel. Ezek a rajzon jeldltek
szerint 1 ill. 2 helyen hasitanak bele a
rezisztenciaért felelds DNS részl etekbe.

A pBR325 jell plazmid elddje a pBR322,
melynek elGdllitdsa az 5. &oran [&thato.

~6.0 kb

5. &bra: pBR325 plazmid
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A pBR 322-plazmidvektor eléallitasanak vazlata

A betlik restrikcios enzim felismeréhelyeit jelentik: itt elsésorban a kénnyebb
attekinthet3ség végett tiintettiik fel ezeket; az E jelenti az FEcoRI-enzimet
(A konstrukcio részleteit a szOvegben ismertetjiik)

6. abra: a pBR322 vektor eldallitasanak vazlata

Az egyik legdltalanosabban haszndlt plazmidvektor a pBR322, ennek készitését ismertetjik
nagy vonalaiban. Ez a vektor gyakorlatilag megfelel az Osszes olyan kdvetelménynek,
amelyeket afejezet elgién a ,,jO0” vektorral szemben tamasztottunk. A plazmid megkett6z6dés
szempontjab6l a ColEl-re hasonlit: végsd soron annak egy szarmazéka. A ColEl tipusu
plazmidokra jellemmzd, hogy amplifikalhatok, vagyis cloramphenicol hozzdadasaval
megdllithaté a gazdasejt osztodasa, a plazmid azonban tovébb szaporodik. Végeredmeényben
olyan, m& nem €él0 sgjteket kapunk, amelyekben a plazmid 1000 kortli példanyban jon létre,
6s ez a sejt 6sszes DNS-ének mintegy felét jelenti! Nyilvanvalé, hogy ez a plazmid kinyerés
szempontjabol igen kedvezd.

A gén beépitése plazmidba

A plazmid vektorok haszndatdnak elve igen egyszer(. a plazmid DNS-t hasitjuk egy
restrikcios endonukledzzal és in vitro hozzékapcsoljuk az idegen DNSt. E kialakulo
rekombinéns plazmiddal ezutan transzformalunk egy gazdasejtet. A f6 probléma az inzercidt
tartalmazo rekonbinansok és az egyszerlien (inzercio nélkul) korré visszazarédott plazmidok
megkuldnboztetése. A visszazarddas mértéke némileg csokkenthetd a vektor és az idegen
DNS koncentraciéjanak megfeleld megvdasztésdval a ligdlds reakcié sorén, tobbnyire
azonban egyéb, az aabbiakban ismertetendd eljarést is alkalmazunk a recirkularizécié
csokkentésére, illetve a rekonbinansok felismerésére és elkllonitésére.



a., Inzerciés inaktivélas

Ez a moédszer alkalmazhaté két vagy tobb antibiotikumrezisztencia markert hordozé
plazmidok esetén. A klénozanddé DNS-t és a tisztitott plazmidot egy olyan restrikcios
enzimmel emésztjik, amely pédéul a tetraciklin-rezisztencia génjében hasit. Ligdlas utan a
ligdtummal transzformaunk ampicillin szenzitiv E. colit ampicillin rezisztenssé. Az
ampicillin jelenlétében kinbvd transzformansok kozott lesznek rekombinansok és lesznek
idegen DNS nélkll recirkularizalddott plazmidot tartalmazdk is. A két transzformas tipus
elkllonitésére a transzformansokat azonos helyekre oltjuk & egy tetraciklint és egy
ampicillint tartalmazé lemezre. A mindkét lemezen kindvd koloniak rendelkeznek aktiv
tetraciklin-rezisztencia génnel, tehat valoszinlleg nem tartalmaznak inzerciot. A csak
ampicillinen ndvd koldnidk plazmidjaiban inaktiv a tetraciklin-gén, ezek tehét valdszinlleg
inzerci6t tartal maznak.

b., Irdnyitott klbnozés

A legtobb plazmid vektor rendelkezik két vagy tobb egyedi restrikcids hasité hellyel (pl. a
pBR322-ben van egyedi Hindlll és BamHI hasitohely). Mindkét enzimmel tOrténd emesztés
utan a nagyobbik fragmentum tisztithaté gélelektroforézissel és ligdhatd egy olyan idegen
DNS-sel, amelyik ugyanezzel a ké enzimmel volt hasitva, igy rendelkezik a megfeleld
»ragadés’ végekkel. A ligat rekombinanssal azutan transzforméhatunk. Miutdn a Hindlll és
BamHI A&ta generdlt ,ragadds’ végek egyméssa nem komplementerek, a nagy
vektorfragment 6nmagéban alig cirkularizal. Ezért az ampicillin rezisztens transzformansok
legnagyobb része olyan plazmidot fog tartalmazni, amely egy idegen DNS-darabbal kot
0ssze a BamHI ésaHindlll helyeket.

C., A linedris plazmid vektor DNS foszfatdz kezel ése

A DNS-ligdz enzim csak akkor tudja katalizalni két szomszédos nukleotid kozott a
foszfodiészter kotés kialakuldsét, ha egyikik 5'-foszfat, mésikuk 3'-hidroxil végzddéssel
rendelkezik. Ez egy linearizalt plazmid vektor DNS-rdl bakteridlis alkalikus foszfataz enzimes
kezeléssel eltavolitjuk az 5'-foszfétot, akkor ezzel minimdlisra csokkenthetjik a
recirkularizacié esélyét. igy a DNS egyik széla sem képes foszfo-diészter kotést kialakitani.
Ha azonban 5"foszforildlt védekkel rendelkezd idegen fragment van a ligdlé elegyben, ez
ligdhat6 a vektorral olyan nyilt cirkuléris molekulavd, amely két , nick”-et tartalmaz. Mivel a
cirkul&ris molekula sokkal jobban transzforma (még akkor is, ha, nick”-et tartalmaz), mint a
linedris, a transzformansok tobbsége rekombinans lesz. A sejtben a sgjét enzimek |étrehozzak
akémial kotést.

Problémék a nagy DNS molekulak plazmidban val 6 klonozasanal

A rekonbinansok és a recirkularizalt vektorok ardnyat befolyasolja a klénozand6 idegen DNS
mérete is. Altaldban minél nagyobb az idegen DNS, annd alacsonyabb a transzformécio
hatékonysaga. Igy nagy (nagyobb mint 10 kb) DNS fragmentekné kuléndsen fontos a
recirkularizalt vektor molekuldk aranyét leszoritani minden lehetséges modon. A héttér még
igy is magas szokott lenni és a rekombinansok azonositaséra hibridizaciot kell hasznani.



d., Farkazas

A termindlis transzferaznak nevezett enzim a DNS 3'-végeire nukleotidokat tud kapcsolni,
olyanokat, amelyeket a kisérlet sorédn a reakcidelegyhez adnak. Ha csak egyféle nukleatidott
hasznalnak, akkor az enzim a 3'-végekre olyan talnyomé toldalékot, ,farkat” szintetizal,
amely azonos bézisokbdl dl. Az eljardst homopolimer addicionak Iehetne nevezni, béar az
angol nyelvl szakirodalomban inkébb , tailing”-nek, farkazésnak hivjak. Jobb sz6 hijan mi is
»farkazésnak” fogjuk nevezni ezt a médszert, amelynek révén barmely DNS molekula vagy
fragmentum végeire egy azonos nukleotidbol dlo ,farka” lehet késziteni. Mivel az adenin és
timin kiegészitd (komplementer) bazisok, a kétféle (tehé poli-A- és poli-T-farok) toldalék
kozt létre johet a bézis parosodas, azaz gyenge hidrogénkotéssel Osszekapcsol ddhatnak.
Megfeleld  korilmények kozt létre jon ez a kapcsolat, amelyet tovébbi enzimek
felhasznalésaval mér stabilizani is lehet, vagyis kovalens kapcsolat épithetd ki a két DNS —
molekula kozt.

O

SV40
l (EcoRI hasitis) l

G C
L -

(farkazas) E cofirest

9. Az
SV40-lambda-dgal-molekula
konstrukcidja
Mindkét gyiiriis molekulat
.kiegyenesitették” az
EcoRI-enzimmel, majd a
terminalis transzferaz
enzimmel az
SV40-molekulara poli-A-, a
lambda-dgal-DNS-re
poli-T-farkat szintetizaltak,
s a két molekula
osszekeverése utan tovabbi
enzimekkel
osszekapcsoltik a
kiillénbozé eredetii
DNS-eket.

7.4bra: A farkazéas vazlata



e., Linkerek alkalmazésa

A ligaz enzim nemcsak ragadds, hanem tompa végeket is 6ssze tud kapcsolni, ha a
szokésosna sokkal nagyobb koncentrécidban alkalmazzuk. Ezt tompa véghez valé liga asnak
(kapcsolasnak) nevezzik. A cDNS vagy a kémialag szintetizalt DNS végeire olyan
oligonukleotidokat kapcsolunk, melyek tartalmazzdk egy ragadds véget képzb restrikcids
enzim felismerbhelyét. Ezutan a molekulat az illetd restrikcios enzimmel kezeljik, mire a
molekulan ragados végek jonnek létre. Ezutan méar konny( a vektorba valo beépités. A
kapcsold6 molekulak haszndlata tehét egyesiti a ,farkazas’ és a ragaddsvéges kapcsolas
eldnyeit. tovabbi eldny, hogy e molekuldk hasznadlata esetén kevesebb restrikcids helyre kell
vektort késziteni, hiszen a legttbb feladatot meg lehet oldani a mar meglevd vektorokkal és
kapcsol 6kkal.

A 8. dbora mutatja vazlatosan a kapcsol 6=linker molekula hasznal atét.

EcoRI
cDNS linkerek

CGAATICC GGAATICC
CCTTAAGG CCTTAACG

ligaids-
GGAATTCC ; COAATICE
CCTTAAGG ; CCTTAAGG I
lEL‘O RI hasitas

AATTlgg } } G(‘TTAA

vektor-DNS
EcoRI végekkel
ltigé.,la’.s

c¢DNS

33. EcoRI kapcsolo molekula
hasznalata
A példan egy cDNS-klonozast
mutatunk be; cDNS-t
/ \ kémiailag szintetizalt
' EcoRl1-kapcsoldkkal épitenek
BeoRd vektor Beokl a vektorhoz

8. &bra: EcoRl linker hasznélata



