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GENSEBESZET —DNS-KLONOZAS

A génsebészet olyan in vitro modszereket, technikat foglal magaba, mely a génkészlet nagy-
meérték( megvaltoztatasat, célzott keveredését teszi lehetbvé. A genetikai informaciot az egyik
eldlénybdl (dlat, névény, mikroorganizmus) mesterségesen visszik & egy masik organiz-
musba.

Angolul legelterjedtebben taldn a ,, genetic engineering” kifejezést haszndljék, amely , geneti-
kai mérnoki teveékenyseget” jelent. Ez utal a DNS-fragmentumok Gsszeépitésének tervezett és
tudatos voltara, ezért taldo elnevezés. Sginos magyarositani lehetetlen, hiszen még az
engineering sz6t sem sikertlt (mas tudomanyagakban) leforditani. Az angol nyelvterileten
hasznalt genetikai manipul &cié sem taldl o kifegjezés, és magyarul a manipul &cidnak rossz mel-
|ékcsengése is van.

A szakemberek is elterjedten haszndljak a DNS-klonozés meghatérozast. Ezt kdznapi életben
is lehet haszndlni, hiszen a biolégiai ismeretterjesztésben a klon fogalma eléggé elterjeddben
van. (Szoktdk még a génsebészetet in vitro rekombinacionak nevezni, de mivel ez az elneve-
zés férevezetd, a szbhaszndlat is kezd kiveszni.) A hibrid DNS molekul&kat azonban szokas
rekombindns DNS-nek nevezni, ami Ujrarendezettet jelent.

A klon és a klonozés definicidjandl meg kell kilonboztetnink a genomklonozést és a
génklénozést. A genom-klon csupa azonos genommal rendelkezd egyedbdl dl, mikrobiol 6gi-
abol vett anal6gia az egysejttenyészet, pl. olyan telepek, amelyek egyetlen sejtbdl fejlbdtek ki.
Nem csak mikroorganizmusok alkothatnak genom-klont, hanem ndvények (hagyomanyos és
modern névényi klénozés) és az dlatok is (pl. embridosztassal nyert utddok).

A génklénozés egyetlen gén édlény dtal tobb példanyban valo eldallitését jelenti, pl. olyan
mikroorganizmusbdl készilt egysejttenyészet, amelynek genomjaba beliltettik az illetd gént.
A klénozand6 gént tartalmaz6 azonos genomu egyedek nem csak mikroorganizmusok |ehet-
nek, hanem noveények vagy alatok is (transzgénikus é 6lények).

A szlken értelmezett DNS kldnozas a DNS (vagy a gén) sejtbe juttatését, genomba épuil ését
és az utddoknak torténd &tadéast jelenti.

Ehhez képest tdbbletkdvetelmény, hogy a beépllt gén ki is fejezdd]ék, azaz expresszio is tor-
ténjék a génmanipuldlt sejitben. Az aldbbiakban szlken értelmezett klonozés |épései |&thatdak.

A DNS-kl6nozas lépésai:

A kl6nozand6 gént tartalmazd DNS el 6dllitésa

A megfelel 6 vektor kivaasztasa

A vektor hasitésa

A célgen vektorhoz kotése

A célgén mikroorganizmusba juttatasa

A célgent tartalmaz6 mikroorganizmusok rekombinénsok) kivélasztésa
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Az expresszidhoz (géntermeék eldéllitasdhoz) sziikséges génmanipulacio |épései:
A klénozandé gént tartalmazd DNS el 6dllitésa

(A megfeleld vektor kivalasztasa)

(A vektor hasitasa)

(A célgén vektorhoz kotése)

A célgén mikroorganizmusba juttatasa

A célgén expresszidjanak biztositasa

A rekombinansok kivélasztésa

Biotechnol 6gia fejlesztése a rekombinanssal.
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A klénozand6 gén szarmazhat dlati, ndvényi vagy mikroorganizmus DNS-bdl. Genomidlis
kiontar az enzimesen felszabdalt teljes genom keril klénozasra, amikor is a DNS
fragmenteknek csak igen kis hanyada azonos a kivant DNS darabbal. Ennek a folyamatnak a
vézlatét mutatjaaz 1. dbra.

Ha a klbnozand6 gén a forrasként szolgal 6 organizmusban/sejtben kifejezddik, akkor kiindu-
l&si anyagkeént célszerl am-RNS-bol készitett c-DNS. Ha a sgjtbdl kinyerhetd 6sszes m-RNS-
bdl reverz transzkriptazzal atirt DNS-b8l indulunk ki, akkor is érvényes az 1. dbrg, dea kiindu-
[6 anyagot c-DNS-ként kell értelmezni.

Eukariota gének intronokat is tartalmaznak, ha prokaritaban torténd expresszio a célunk ak-
kor intronmentes m-RNS-bdl kell ac-DNS-t késziteni.

A klbnozés stratégiat eldre meg kell tervezniink. Alapvetd dontési pont, hogy a klonozést
olyan genomidlis vagy c-DNS kléntérbdl inditjuk-e amelyik nagy val6szin(séggel tartalmazza
acélgent vagy kémiai vagy enzimes szintézissel eldallitott vagy esetleg tisztan kinyert génnel
végezzik-e?

A kovetkezd dontési pont a klénozashoz haszndlt gazdasejt/szervezet kivaasztésa. Az is el-
dontendd, hogy ugyanazt vagy eltérd organizmust alkalmazunk-e a klénozéshoz és az
expressziohoz?

A célgén bejuttatasa torténhet vektor segitségével vagy anélkil. Ha vektort alkalmazunk an-
nak gazdaspecifikusnak kell lennie és biztositania kell a klonozandd DNS védelmét, bejutasa
nak nagy valdszinQségét és a szelekcidt. Ehhez adodik fehérjecldallitas esetén a hatékony
expresszio biztositédsa, a poszttranszlacios modosulésok elérhetfsége és ha szilkseges, a szek-
récié megoldasa.

Lathato, hogy a klonozas minden egyes Iépése tébb alternativa kozotti vélasztast jelent, a
klonozés stratégiank ezen aternativak célszerl kombinacidjat jelenti.

Minden klénozasi stratégia tervezésénél figyelembe kell venni a végtermékkel szemben ta-
masztott kovetelményeket és felhasznal 4sét.

Jelenlegi technoldgiai fejlettsegiink mellett expressziot célz6 génmanipulaciok esetén ke-
zinkben kell legyen a fehérje, a génétiréssal készild m-RNS, szilkséges a gén éslvagy a
fehérjetermék egyes részeinek ismerete, azok kimutatasét szolgdld analitikai metodikak és
segédanyagok (RNS-probék, oligok, primerek), melyek segitségével tudjuk kovetni a
klonozés és expresszio allését, a gén jelenlétét és atermek keletkezését.



1. dbra: A GENKLONOZASNAK, a rekombinans DNS-technologia alapmiveletének egyik véltozata
EmI&s genomialis DNS-ét (1) restriciés enzimmel hasitjak. A kapott téredékek 3) valamelyike tartalmazhatja a
keresett gént. Plazmid klonozo vektort hasitjdk ugyanezzel az enzimmel (4). A felhasitott plazmidokat és a
genomtoredékeket dsszekeverik, DNS-ligazzal 6sszekapcsoljak (5) és a rekombinans plazmidokat a baktériumba
juttatjak transzforméacioval (6). A baktériumokat a tenyésztGesészébe teszik, olyan higitasban, hogy minden létre-
jovo telep (7) tagjai biztosan egy sgjtbdl szarmazo klont alkossanak. Néhany kldn sgjtjei tartalmazhatjék a kere-
sett gént hordozo rekombinans plazmidot. Kénnyen megkereshetd az ilyen klon, ha a kérdéses gén mRNS-e
ismert és szondaként alkalmazhat6. A telepekbdl mintat visznek szlrdpapirra (replika formajdban); a sejteket
felnyitjdk, hogy a DNS-Uk hozzaférhetbvé vdjon. (8). A radioaktiv izotOppa jelzett RNS szondét (préba) a
rendszerbe juttatjak (9). Ez csak a keresett DNS-hez kotodik; a nem kotddott prébamennyiséget eltavoalitjak (10).
A sz(ropapirra fotoemulziét visznek, a radioaktiv szonda az emulzién nyomot hagy (11), azonositva a keresett
klont (12).



Specidlis esetekben méd vana gén kozvetle kinyerésére, tisztitott gén elfdlitasarais. llyen az
afrikai karmos béka riboszomais RNS-génje. Ennek a génnek a tisztitasét nagymértékben
megkonnyitette, hogy a petesegjtben tobb szédz példanyban fordul €l6, méghozz4 olyan forma-
ban, hogy kozvetlenul egymés mellett, szomszédosan helyezkednek el. A tisztitds szempont-
j@bdl igen kedvezod tovdbba, hogy az rDNS-gének slrlisége eltér az &lagostdl, amit kinyerés-
kor hasznositani lehet. Mivel tehdt a karmos béka rDNS-e nagy mennyisegben és tisztasagban
hozzaférhetd volt, a kutatok azt a célt tlzték maguk elé, hogy az rDNS-t, vagy annak egy da-
rabjat 6sszeépitik a pSC101-plazmiddal és E. coli sejtjébe juttatjék.

Kémiailag szintetizalt génekkel is végezhetlink klénozast. Elsdsorban kis fehérjék génjeinél
éri meg a féradsagot, olyanoknal, mint példéaul a peptidnormonok. Ezeknek a szerkezete isme-
retes, és az aminosav sorrendbdl le lehet vezetni a megfelel® nukleotidsorrendet. A molekula
terve jelenthet egyetlen szerkezetet vagy szerkezeti alternativékat a genetikai kod ,,|6tydgése”
miatt. Emlékezziink arra, hogy 64 féle bazisharmas csak 20 féle aminosavat kodol, tehat egy-
egy aminosavnak tobbféle bazisharmas feleltethetd meg. A kémiailag elkészitett gént ezutan
egy olyan kulonleges vektorral (kifejezd vektorral) kell klénozni, amelyben jelen vannak a
transzkripciot és transzlaciét vezérld jelek, mint példaul a prométer. A sejtbe juttatott
rekombinans tehat termeli a megfeleld fehérjét. 1lyen médon klonoztédk az emberi ndvekedési
hormon vagy az inzulin génjét.

Ma mé& olyan automatizdlt DNS-szintetizatorokka és nagy konverziét biztosito, tiszta alap-
anyagokkal dolgozunk, melyek j6 hatasfoki DNS szintézis tesznek lehetdvé, pl. a szintetiza-
tor komputerébe beprogramozott nukleotidsorrend alapjan estétdl reggelig el6alitjak egy 80
nukleotidbdl alo nukleinsavat, melyet mas darabokkal dsszeépitve (kldénozashoz) vagy maga-
ban hasznélhatunk (prébak, primerek).

DNS szintetizalhaté enzimesen is a retrovirusokndl megismert és izoldt reverz transzkriptaz
enzim segitségével, mely RNS-bdl készit DNS-t. Ezt a DNSt cDNS-nek = komplementer
DNS-nek nevezik.




14, A ¢cDNS készitésének vizlata

Az mRNS 3’-végén talalhato
poli-A-toldalékhoz
hibridizaljak a 10-20 bazis
hosszisagi poli-T
»indité"-molekulat. A reverz
transzkriptaz enzim elkésziti
az RNS-sel kiegészito
{(komplementer} DNS-szalat,
Az eredeti RNS-t luggal
elbontjak, majd a DNS masik
szalat a DNS-polimeraz
enzimmel szintetizaltatjak.
A hajtiiszerd képzédményt
az un. Sl-nukleazzal kezelik,
és megkapjak az eredeti
mRNS-nek megfeield
kétfonalas DNS-masolatot
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2.4bra; c-DNS készitése
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15. A ¢cDNS-klonozas vazlata
Az abran bemutatott
folyamat nagyon hasonlit a
8. abran szemléltetett
kisérlethez. Az egyetlen
lényeges kiilonbség abban
rejlik, hogy a kionozando

vektor

> EcoRI
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linearis vektor DNS-t az mRNS-rél
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[terminalis transzferdz] [terminadlis transzferiz] ésszekapcsolésnél itt is a
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oY poli-A- és poli-T-farkokat
hasznaltak. KésGbb latni

AAAAAA fogjuk, hogy ezeket
kémiailag szintetizalt

dsszekeverés és ligalas kapcsolé molekulakkal

TITTT

DNS
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o

ek tor

AAAAA lehet hetyettesiteni,
amelyeket a
plazmidvektornak egy

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

TITTT

antibiotikum-rezisztencia

[transzformilis E. coli sejtekbe]

3.4bra; c-DNSklb6nozasa



A reverz transzkriptaz, vagyis a ,forditva étir6 enzim” miokodésének feltétele, hogy a DNS-
l&nc meg legyen kezdve. Az mRNS esetén ezt konny( megval dsitani mert RNS 3’ végén elhe-
lyezkedd poli-A-lanchoz a bézisparosodas révén , hozzéatapasztunk” egy poli-T-darabot. Az
ilyen médon |étrejévd molekulat hibridnek mondjuk, mert az egyik része RNS, mig a mésik
DNS. A kettdsszalt hibrid molekula azért tud Iétrejonni, mert az RNS és DNS kdzotti kémiai
hasonl6sag lehetbvé teszi a bazisparosodast. Az mRNS-hez hibridizalt poli-T-darabtdl elin-
dulva, areverz traszkriptéz enzim az RNS teljes hosszaban felépiti a komplementer (kiegészi-
t0) DNS szdlat, és igy egy teljes hosszisagu hibrid molekula képzadik.

A kovetkezd lépesben a DNS-t kétfonaltva kell tenni. A hibrid molekulanak az RNS részét
lGggal e lehet bontani, s igy csak a DNS szd marad meg. Ennek a kiegészitd szdlat pedig
DNS-polimeréz segitsegével szintetizaljuk, igy kialakul a kétfonalas DNS, amit mér folhasz-
ndhatunk klonozéasrais. Az mRNS-rol készitett masolatot cDNS-nek (,,complementer” vagy
kiegészitd) nevezzik. Szokték a kétfonalas vézlatot dsc-DNS-nek is roviditeni (itt a ds =
double standed, 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.

A megfelel6 modon el dkészitett DNS-t valamilyen hordozo (vektor) segitségével juttatjuk egy
masik édlény, dtaldban mikroorganizmus szervezetébe, ahol a géndarabka sikeres esetben
képes sokszorozddni és a genetikus informécionak megfeleld terméket elGallitani.

A DNS lancok specifikus hasitéasa restrikcios endonukledz enzimekkel, a lanc végek 6ssze-
kapcsolésa pedig DNS ligaz enzimekkel torténik.

Restrikciés endonukledzok

A restrikcios endonukledzok (REN) korlatozd vagy restrikcios enzimek, olyan DNS bontok,
amelyek a kétfonalas DNS-en bellll 46 bézishdl alo, meghatarozott szakaszokat ,,ismernek
fel”, és ott a DNS mindkét szdlat elhasitjdk. A felismerés és a hasités szigorlan meghataro-
zott, tehé@ ha a sokmilliard molekuldbdl 416 DNS-oldatot egyfajta ilyen enzimmel kezeljik,
akkor minden egyes DNS-molekula ugyanazokon a helyeken hasad el. A génsebészet kialaku-
l&séhoz éppen ez a specifikus hasitasi 1ehetdség nyUjtott alapot. Felfedezték a gazdaspecifitas
jelentBségét, mas néven a restrikcios-modifikacios rendszert, melynek |ényege, hogy a
prokariétak szervezete meg tudja kilonboztetni a sgjat DNS-t més, idegen eredet DNS-tAI.
Ha a sgjtbe idegen DNS jut, akkor azt a st lebontja, hatéstalanitja egy enzim — a moédositd
(modifikalo) metildz — révén megjeldlik a sgjat DNS-Uket. A jeldlést ugy vegzik, hogy egy
meghatarozott bazissorrend( felismerési résznél, az egyik bazisra metilcsoportot (CHs) kap-
csolnak. Van még egy enzim a segjtben, amely ugyanezt a DNS szakaszt ismeri fel. Ez az en-
zim arestrikcios endonukledz, amely elhasitjiaa DNS-t ezen a helyen, hacsak az nincs megje-
I6lve egy metilcsoporttal. A specifikusan elhelyezett metilcsoportok révén a sejit meg tudja
védeni a sgjat DNS-é a restrikcids enzim hasitésétél, a sejtbe behatol6 idegen DNS viszont
védtelen a nukledz tamadasaval szemben, igy az a behatolas utan hamarosan lebomlik. Ma-
napsag kb. 400 restrikci6s endonukledzt ismeriink, ez kevesebb kb. 100 féle specifitast jelent.
A klbnozéshoz felhasznalt endonukleazok kétfonalas DNS-t bontanak, altaldban 6 bézist is-
mernek fel, a hasités a lancon belll jon létre, jellegzetes , tapadds’ végeket eredmeényezve(ld.
4. &bra). A génsebészek mas célokra is akamaznak restrikciés endonukledzokat, pl. a DNS
szekvendlashoz torténd eldkészitésere (4 bézis felismerésl, tehdt kis darabokat eredményezd
RENek) és klontarak létesitésehez (8 bazis felimerési RENek, nagy kromoszémadarabok
elodllitésara).
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4. dbra: Megkonnyitik a klonozast a bizonyosrestrikcids enzimek altal [étrehozott tapadds végek
Az ECO-RI enzim példaul a GAATTC nukleotidsornd &tlésan hasit. Ha a genom DNS-t (1) és a hor-
doz6 DNS-t (2) ECO-RI-€ hasitjék €l, a kapott darabok komplementer egyszali nyulvannyal rendel-
keznek (3). A darabok Osszekeverésekor a bézisok kdzott hidrogénhidak (pontok) alakulnak ki, s meg-
fordithaté mddon Gsszekapcesoljak a genom- és a hordozd DNS-t (4). A kapcsol 6dast nem megfordit-
haté madon lezérjaa DNS-ligaz enzim (nyilak).

Plazmidok

A vektor leggyakrabban plazmid vagy fag. A plazmid mind éesztdgombékban, mind baktéri-
umokban megtaldhato cirkularis szerkezetl (nincs szabad vég), kis molsilyd DNS, melynek
onreplikécios képessége van. Egy sejtben lehet egyetlen plazmid, de lehet t6bb100 is. Kis
mérete miatt viszonylag konnyl a sejtekbdl |ancszakadés, Osszettredezés nélkdl kinyerni.
Mig egy Escherichia coli kromoszbma DNS-ének molsilya kb. 2000 MD, addig egy
plazmidjanak mélstlya mindossze 5-6 MD.

A plazmid akkor valik jol hasznalhaté vektorrg, ha

- méretekicsi, max. 5 kB,

- van replikaciés origoja,

- vannak szelekciora alkalmas un. marker gének rajta,

- miné tobbféle restrikcios enzim hasitasi hely, de egy enzimhasitési helybdl csak egy le-
gyen, nehogy feldarabol édjon a plazmid.

A plazmidok szerkezete

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



Hindlll Chl  —chloramphenicol (Clorocid)

Tet  —tetracyclin (Tetrén)

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 re-
zisztenciéért felelos DNS részletekbe.

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

~6.0 kb

5. &bra: pBR325 plazmid

Tn3 (Ap® transzpozon)

E
H
B
S B E H
S B (in vivo)
E ioalds EcoRI* ligalas TA S

szelekcio Tcf-re, \PMB9 / szelekcio Te!,

E E
EH B
S P S
P @ tovabbi lepesek S EcoRI* hgalas
szelekao Tc*-re, Ap-re pBR312
pBR322 pBR313

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 plazmidvektor eldallitdsanak vazlata

Az egyik legdltalanosabban haszndlt plazmidvektor a pBR322, ennek készitését ismertetjik
nagy vonaakban. Ez a vektor gyakorlatilag megfelel az 6sszes olyan kdvetelménynek, ame-
lyeket a fejezet elgién a ,j0” vektorral szemben tdmasztottunk. A plazmid megkett6z6dés
szempontjabol a ColEl-re hasonlit: végsd soron annak egy szarmazéka. A ColEl tipusu
plazmidokra jellemmzd, hogy amplifikdhatok, vagyis cloramphenicol hozzéadésaval megé-



lithat6 a gazdasejt osztodésa, a plazmid azonban tovébb szaporodik. Végeredmeényben olyan,
mar nem é 0 sejteket kapunk, amelyekben a plazmid 1000 korlli példanyban jon létre, ésez a
sgjt Osszes DNS-ének mintegy felét jelenti! Nyilvanvald, hogy ez a plazmid kinyerés szem-
pontj&bdl igen kedvezd.

A gén beépitése plazmidba

A plazmid vektorok hasznalatanak elve igen egyszer(. A plazmid DNS-t hasitjuk egy restrik-
ci6s endonukledzzal és in vitro hozzakapcsoljuk az idegen DNSt. E kialakulé rekombinéns
plazmiddal ezutén transzformdunk egy gazdasejtet. A f& probléma az inzerci6t tartalmazo
rekombindnsok és az egyszerQen (inzercid nélkil) korré visszazarddott plazmidok megkulon-
boztetése. A visszazarddas mértéke némileg csokkenthetd a vektor és az idegen DNS koncent-
raciojanak megfelel® megvalasztésaval aligaas reakcid sorén, tébbnyire azonban egyéb, az
aldbbiakban ismertetendd eljarést is alkalmazunk a recirkularizécié csokkentésére, illetve a
rekombinédnsok felismerésére és ekl onitésére.

I nzercids inaktivalas

Ez a moédszer alkalmazhaté két vagy tobb antibiotikumrezisztencia markert hordozé
plazmidok esetén. A klénozandd DNS-t és a tisztitott plazmidot egy olyan restrikcios enzim-
mel emésztjuk, amely példaul a tetraciklin-rezisztencia génjében hasit. Ligdas utén a
ligdtummal transzformaunk ampicillin szenzitiv E. colit ampicillin rezisztenssé. Az
ampicillin jelenlétében kinbvd transzformansok kozott lesznek rekombinansok és lesznek
idegen DNS nélkil recirkularizalddott plazmidot tartalmazok is. A két transzformés tipus d-
kllonitésére a transzformansokat azonos helyekre oltjuk a egy tetraciklint és egy ampicillint
tartalmazo lemezre. A mindkét lemezen kinbvd kolonidk rendelkeznek aktiv tetraciklin-
rezisztencia génnel, tehat val6szinlleg nem tartalmaznak inzerciot. A csak ampicillinen névo
koloniék plazmidjaiban inaktiv atetraciklin-gén, ezek tehé val6szinlleg inzerciot tartalmaz-
nak.

I rényitott klonozas

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 emésztés
utan a nagyobbik fragmentum tisztithaté gélelektroforézissel és ligdhatd egy olyan idegen
DNS-sel, amelyik ugyanezzel a két enzimmel volt hasitva, igy rendelkezik a megfelel6 , raga-
dés’ végekke. A ligdt rekombinanssal azutdn transzformdhatunk. Miutan 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 kéti 6sz-
sze aBamHI ésaHindlll helyeket.

A linedris plazmid vektor DNS foszfatézos kezel ése

A DNS-ligdz enzim csak akkor tudja katalizalni két szomszédos nukleotid kozott a
foszfodiészter kotés kialakuldsét, ha egyikik 5 -foszfét, mésikuk 3'-hidroxil végzddéssel ren-
delkezik. Ez egy linearizalt plazmid vektor DNS-rol bakteridlis eredetl akalikus foszfatéz
enzimes kezeléssel eltavolitjuk az 5'-foszfétot, akkor ezzel minimalisra csokkenthetjuk a
recirkularizécié esélyét. igy a DNS egyik széla sem képes foszfo-diészter kotést kialakitani.
Ha azonban 5"foszforildlt végekkel rendelkezd idegen fragment van a ligdlé elegyben, ez
ligdhat6 a vektorral olyan nyilt cirkularis molekulavd, amely két kovalens-kotés-hianyt, azaz
»Nick”-et tartalmaz. Mivel a cirkularis molekula sokkal jobban transzformal (még akkor is, ha



»Nick”-et tartalmaz), mint a linearis, a transzformansok tdbbsége rekombinans lesz. A sejtben
asga enzimek |étrehozzak akémiai kotést (javitdmechanizmus).

Problémak a nagy DNS molekul&k plazmidban val6 klénozasanal

A rekombinansok és arecirkularizalt vektorok aranyét befolyasolja a klonozandd idegen DNS
mérete is. Altalaban minél nagyobb az idegen DNS, anndl alacsonyabb a transzformécié haté-
konysaga. igy a nagy (nagyobb mint 10 kB) DNS fragmentekné kiléndsen fontos a
recirkularizalt (6nmagéba visszazarddott) vektormolekuldk aradnyat leszoritani minden lehet-
séges modon. A héttér még igy is magas szokott lenni és a rekombinansok azonositasara hib-
ridizéciét kell hasznalni.

Farkazas

A termindlis transzferdznak nevezett enzim a DNS 3'-végeire nukleotidokat tud kapcsolni,
olyanokat, amelyeket a kisérlet soran a reakcioelegyhez adnak. Ha csak egyféle nukleatidot
hasznalnak, akkor az enzim a 3'-végekre olyan talnyomé toldalékot, ,farkat” szintetizal,
amely azonos bézisokbdl dl. Az eljardst homopolimer addicionak Iehetne nevezni, bér az
angol nyelvl szakirodalomban inkébb , tailing”-nek, farkazésnak hivjak. Jobb sz6 hijan mi is
»farkazésnak” fogjuk nevezni ezt a modszert, amelynek révén barmely DNS molekula vagy
fragmentum végeire egy azonos nukleotidbdl dlo ,farkat” lehet késziteni. Mivel az adenin és
timin kiegészitd (komplementer) bazisok, a kétféle (tehé poli-A- és poli-T-farok) toldalék
kozt |étre johet a bazisparosodés, azaz gyenge hidrogénkotéssel tsszekapesol ddhatnak. Meg-
feleld korilmények kozt létre jon ez a kapcsolat, amelyet tovédbbi enzimek felhaszndlésaval
mér stabilizalni is lehet, vagyis kovalens kapcsolat épithetd ki a két DNS-molekula kozt.
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7. &bra: A farkazésvéazlata



Linkerek alkalmazasa

A ligaz enzim nemcsak ragadds, hanem tompa végeket is 6ssze tud kapcsolni, ha a szokasos-
na sokkal nagyobb koncentrécioban alkalmazzuk. Ezt tompa véghez val6 ligdldsnak (kapcso-
l&snak) nevezzik. A cDNS vagy a kémialag <szintetizdlt DNS veégeire olyan
oligonukleotidokat kapcsolunk, melyek tartalmazzak egy ragadds véget képzb restrikcios en-
zim felismerdhelyét. Ezutan a molekul & az illetd restrikcios enzimmel kezeljuk, mire a mole-
kulan ragados végek jonnek létre. Ezutédn mar konny(Q a vektorba valo beépités. A kapcsold
molekul&k haszndlata tehét egyesiti a , farkazas’ és a ragaddsvéges kapcsolés eldnyeit. tovab-
bi elény, hogy e molekul&k hasznélata esetén kevesebb restrikcids helyre kell vektort készite-
ni, hiszen alegtobb feladatot meg lehet oldani a mar meglevd vektorokkal és kapcsolokkal.

A 8. dbra mutatja vézlatosan a kapcsol 6 = linker molekula hasznél atét.

EcoRI
cDNS linkerek

CGAATICC GGAATICC
CCTTAAGG CCTTAACG

ligaids-
GGAATTCC ; COAATICE
CCTTAAGG ; CCTTAAGG I
EcoRI hasitas

AATTlgg } ; G(‘TTAA

vektor-DNS
EcoRI végekkel

ligdlas

c¢DNS

33. EcoRI kapcsolo molekula
hasznalata
A példan egy cDNS-klonozast
mutatunk be; cDNS-t
/ kémiailag szintetizalt
' EcoRl1-kapcsoldkkal épitenek

EcoRI EcoRl
co vektof a vektorhoz

8. &bra: EcoRl linker hasznélata
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