Géntechnika jegyzet

2.rész

Dr. Gruiz Katalin



Vektor ok

A vektor a rekombinans DNS technikékban olyan DNS-t vagy DNS+t tartalmazo6 rendszert jelent,
amely biztositja a klonozandd DNS védelmét, bejutasat és osztodasat a gazdasejtben. A vektorok cél
szerint tervezett, mesterségesen kialakitott DNS molekuldk, melyek gyakran természetes, €0
rendszerekkel kombinalva lehetdvé teszik

aklonozandd DNS-sel val 6 dsszekapcsol 6dast, melynek eredménye a rekombinans plazmid
a gazdasejtbe val 6 bejutést,

agazdasejtben val 6 osztddast, replikaciot, valamint

avektor és arekombinans vektor sgjtben val 6 jelenlétének kimutathatosagét.

A vektorok haszndatanak célja szerint megkulonboztethetlink klonozo- és expesszids vektorokat.

Klénoz6é vektorokkal szembeni kovetelmény a fentiek szerint a gazdasgjtben vald replikacio,

///////

A vektorok dtaldban olyan genetikai elemek, melyek a gazdasejt kromoszémdjatdl fliggetlendl is
képesek replikal odni.

A klbénozo vektor ok egy sor olyan genetikai elemet tartalmaznak, melyek el dsegitik a génkl6nozast,
vagyis a bevitt gén replikacigjat és a sgjttel egylitt torténd szaporodasat. A klénozd vektorok
elengedhetetlen alkotorészei

avektor atirasahoz szilkséges gazdaspecifikus kezddszekvencia (origd)
arestrikcios endonukledzos hasitasi helyek, illetve a polilinker,
a szelekcidra alkalmas marker gének.

Az expresszios vektor ok afenti kovetelményeken kivil olyan genetikai egységeket is tartalmaznak,
melyek biztositjak

acélgén kifejezddését,

agénmikodés ki- és bekapcsol asét biztosité induktor-rendszert,

avektor amplifikalhatésagat.

atermék szekrécijét.
A célgén kifgjezOdését a gazdasejthez illeszkedd és mikddoképes szabdlyozoszakasz biztositja, am-
RNS szintéziséhez szilkséges m-RNS polimeraz kotbhellyel, vagyis prométerrel. A prométer



bazisszekvenciga komplementer térszerkezetet kell adjon a sgitben mik6dd m-RNS polimeraz
enzim térszerkezetével. A tokéletesen komplementer szerkezetQl prométert ,erds promoter”-nek
nevezzik. Ez nagy sebességl m-RNS szintézist, ezdltal hatékony fehérjetermel ést biztosit.
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1. abra: TATA box, promoéterrégio
Ahhoz, hogy az RNS-polimeréz hatékonyan irjadt az E. coli génjeit, fontosak a specifikus DNS szekvenciak.
Az 6sszesE. coli prométerben erdsen konzerva ddott régiok taldlhatdak a 35-0s és a 10-es nukleotidok kordll
(az dbrén a bekeretezett szekvenciak). A pontmutéciok ezeken a szakaszokon jel entGsen megvaltoztatjak a
transzkripci6 hatékonysagat.

A maximalis sebességl termékképzés nagy terhet ré a segjtekre, ilyenkor minden mas funkcid
hattérbe szorul. Erds prométer esetében biztositani kell a prométer ki- és bekapcsol hatdsagat, hogy a
sejitek felszaporitasanak fazisdban kikapcsolt termékképzés mellett a sejtek sgat anyagainak
szintézisére koncentrdlhassanak, azonban, amikor a gazda-mikroorganizmus szaporodasa elérte az
exponencidlis szakasz méasodik felét, akkor kelld iddben bekapcsolhatd legyen. A lac gén, vagy a
triptofan gén szabalyoz6 szakasza akamas az induktor illetve a géntermék koncentracidja
segitségével torténd szabayozasra. (Id. még inzulin klonozésa)

A vektor amplifikacidja azt jelenti, hogy a vektor egy sejtben tobb kdpidban van jelen. Ha egy gén
tobb példanyban van jelent, akkor az dtaluk kodolt fehérje expresszidja is megnovekszik. Egyes
plazmidok amplifikdlhatéak kloramfenikol adagolassal, mely ledlitja a segjt kromoszomdalis DNS
szintézisét, de megengedi a plazmid replikécigjat. Egy mésik amplifikécids lehetbség annak az



egységnek a kikapcsolasa, pl. hofokemeléssel, amely a plazmidszintézist kontrolldlja, vagyis
megadja, hogy mennyi plazmid szintetizal ddhat a sejtben.

A vektornak a rekombinans DNS technika célj& és megoldasat kielégitd gazdarendszerhez kell
illeszkednie.

A rekombinans DNS technika célja lehet gének klonozasa, kldntarak létesitése, fehérjetermék
expresszdltatasa, vagy olyan immanens célok, mint a DNS szekvendlésa, stb.

A vektor-gazda rendszer ek kozll az alabbiakat térgyaljuk részletesebben:
baktérium - plazmid, egyszer(, ingazo,
baktérium - fag: lambda, M13, T4, T7, stb.
kozmidok: minimum 40 000 bézis, pakolas, talan egy recept is
élesztdvektorok: plazmid: 2 mikron vektorok, YAC,
novényi r-DNS vektorok

alati, emldsvektorok

Baktériumok plazmidjai

helyileg elvalt és felnyilt
azisparok

l giraz + ATP

topoizomeraz T

szuperhelikalis

laza korgyard

2. abra: A plazmid két formajanak egyensulya
A cirkularis, laza szerkezetl DNS-molekulét negativan foltekeredett szuperspirdlla alakitjia a DNS-
giréz. A forditott reakci6t atopoizomeraz katalizalja (nyitd-zaré enzim). A negativ szuperspirdban a
kettds hélix helyi felbomlasaval egyfonal as részek keletkezhetnek.



A baktérium-plazmidok a természetben is igen elterjedtek. A baktériumok tulélését,
alkalmazkodasat biztositd mobilis genetikal egysegek ezek, melyek egyik sgjtbdl a masikba képesek
ajutni, a kromoszomalis DNS-tdl fliggetlenill osztédni és arajtalévd géneken hordozott informéci 6t
megnyilvanitani. Kettds sz, gylr( alaki DNS molekuldk, melyek a nyitott gylrGvel egyensilyt
tartd szuperhelikdlis formét is felvehetnek.

//laza helix:

3. dbra: Gélelektroforetikus kép
A klllonb6zd mennyiségl szuperspirdlt tartalmazd DNS-molekul&kat agar6zgél-elektroforézissel vélasztjék el
egymastdl. A legfoltekeredettebb DNS mutatja a legnagyobb mobilitést a gélben, a kevesebb szuperspirdlt
tartalmazé molekul &k 1assabban vandorolnak (James C. Wang).

A baktériumok természetes plazmidjainak nagysaga 3-20 kB, az E. coli kromoszomganak 3 millié
bézisahoz (kiteritve 1 mm lenne) képest annak MINDOSSZE ezredrésze.

A geéntechnikékban haszndlt plazmid-vektorokat is a természetes plazmidokbdl kiindulva alitottak
eld, modositottak, hogy azok eleget tegyenek a kldnozéas kovetelményeinek, azaz, hogy kis méretliek
legyenek, mechanikus behatdsok ellen védett térszerkezetOek, oOnreplikéacidra képesek (origd
jelenléte), egydtalan ,szabhatéak és varrhatdak” legyenek, azaz tetszdleges modon és helyen
felnyithatdak legyenek, idegen DNS-ek beleépithetdek legyenek. A plazmid jelenlétét,
kovethetdségét biztositd marker gének legyenek rajta, valamint a plazmid tartalmi sejitek és a
rekombinans plazmidot tartalmazd sejtek megkilonboztethetbsegét és szelekcidjadt ugyancsak
marker gének biztositjak.

A plazmidokba nem épithetd be akarmilyen nagy DNS darab. Ha a DNS tiUl nagy a rekombinans
plazmid instabil lesz, a beépitett darab eltorhet vagy kihasadhat.
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4. abra: A pBR322 tovabbfejlesztése, végeredmény a pBR329
Sotét sav: Tc' gén, pontozott sav: Ap' gén, vonalkézott sdv: Cm' gén.
(Life Sciencesval. 25, F. Balivar, , Molecular Cloning Vectors’, 1979, Pergamon Press, Ltd.)

A plazmidok térkeépe

A plazmid-térkép részletessége a klonozashoz szilkséges részletek vazlatos jelolésétdl a konkrét
bazissorrendeket is feltlintetd részletességig terjedhet.

Az egyszerUsitett térkép jeldli az origot, a marker géneket, és a marker génekbe hasito restrikcios
endonukleazok felismerési helyeit. A plazmid nevét, mely mindig kis ,p” betld utdn tovébbi,
dltaldban nagy betlket és szamokat tartalmaz, a plazmid kdzepébe szoktak beirni. A név képzése
tetszdleges, a kis ,p” a plazmid réviditése (megkildnboztetésil példaul a kozmidtdl), azutan a
plazmidot fejlesztd kutatd intézet, vagy kutatdé személy kezddbetlit jelentheti, a szam pedig
legtobbszor a modositasokat isjel 616 felmend szamozas.
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5. dbra: Klonbozo részletességl plazmid térképek — pBR322, pBR325, pUC18/pUC19
A plazmidok térképén mindig szerepelnie kell areplikéacios origonak, amarker géneknek, arestrikcios
endonukleédzos hasitasi helyeknek, a plazmid nevének és méretének.

A j6 plazmid-vektor

A klénozés céljara dkalmas, j6l hasznalhat6 plazmid-vektor az alabbi jellemzokkel bir:

kicsl,
onreplikéciora képes,

marker gének vannak rajta, melyek a plazmid jelenlétét és a klonozott sejitek szelekcidjat

bi ztositjak

minél tobb restrikcids endonukledzos hasités hely van rajta, de mindegyikbdl csak egy (csak

felnyitas, nem feldarabolas a cél)

amplifikdlhato (egy példany helyett sok példany sejtenként).



Plazmid-vektorok mérete:

A baktériumok plazmid-vektorjainak idedlis mérete 4-6 kB (kilobazis). Az ilyen méret( gyQrQ alaka
DNS molekuldkkal konnyen lehet dolgozni, nem sérilékenyek, kdnnyen kivonhatdak a sejtbdl és
tisztithatdak. A kilonb6z0 in vitro manipulaciok soran sem sértilnek, tornek el.

Onreplikéacid

A replikacios origd jelenlétének kdszonhetden baktérium-plazmidok a kromoszématdl fliggetlendl,
sgjat hataskorben képesek a gazdasejt enzimrendszerének iranyitasaval megkettdzni magukat. A
plazmid replikécigjét baktériumok esetében ugyanaz az enzimrendszer végzi, mint a kromoszémajat.
Az origé egy olyan szekvencia, ahova a plazmid atirdsdhoz szilkséges DNS polimerdz enzim
kapcsolodik. Ezek a DNS polimerazok specifikusak, egy adott plazmid csak abban a gazdasejtben,
vagy kozeli rokonaiban képes replikaddni, amelyben felismerhetdé origét tartalmaz. Egyes
plazmidok példanyszama a sgjitben egy, vagy egynéhany, més plazmidok (un. relaxat) 10-200
példanyban is jelen lehetnek egyetlen sejtben. Ez a szam amplifikacioval akar tbbb ezerre is
novelhetd. A plazmid &tirdsa az origdbdl kiindulva a gyQr( alaki szdlon mindkét iranyban folyik.
Azok a vektorok, amelyek tobb specifikus origbt tartalmaznak, kettd vagy tobb kilonbdzd
baktériumban, vagy baktériumban és éesztbgombaban is képesek replikdddni. Ezeket ingazd
(shuttle) vektoroknak nevezzik.

6. &bra: A pVG 5, félkész ingazé vektor
E. coli és Streptomyces kdzétt ingéz6 plazmid egy kdli és egy sztreptomyces plazmidbdl |ett dsszeépitve és
két replikéci6s origoval mikodik: egy E. coli és egy Streptomyces origéval .
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7. abra: Baktérium — élesztd ingazé vektor.
Az ingézd vektorokban olyan DNS-szekvencidk taldhatoak, amelyek lehetdvé teszik E. coliban a
replikaciot, és olyan szekvenciak is, amelyek ugyanezt élesztdben biztositjak. Ezért az ilyen
plazmidok ide-oda ugralhatnak a két szervezet kozott. Példaul koliban torténd 16nozast kovetden
élesztdbe végezhetjik az expressziot.
Amplifikacio
Kloramfenikollal amplifikdlhatbak az Escherichia coli azon plazmidjai, melyek ColE1 replikont
tartalmaznak. Az amplifikéci6 |ényege, hogy az antibiotikum Iedllitja a sejtek szaporodasét, vagyis a
kromoszomalis DNS atirodasét, és a fehérjeszintézist, de a plazmid folyamatos éatirodasat nem
gatolja. A kopiaszam ilyenkor 1000-re is ndhet.
Az amplifikacié egy masik példga a hd hatasra bekdvetkezd , runaway” mechanizmus, melynek
lényege, hogy a plazmidok gat nélkili replikéacidjat egy hoérzékeny szabalyozérendszer gétolja
Hokezelés hatdséra ez a gatlé rendszer inaktivalodik, igy a plazmidok gat nélkil elkezdenek
felszaporodni, megtelitik a sejtet. Ez a folyamat gyakran a sgjitek pusztuldsdhoz vezet, de a termék
megndvekedett mennyiségét is el lehet érni a sgjt anyagcseréjének ismeretében.



Plazmidok felszaporitéasa, kinyerése

A plazmidokkal torténd in vitro manipulaciohoz, nem elég a sejtben felszaporitani, de onnan ki is
kell nyerni a plazmidokat. Baktériumok plazmidjainak kinyerésére igen egyszer(en kivitelezhetd
eljarasok alakultak ki. A plazmidot meg kell tisztitani a sgjttdrmeléktdl, a kromoszoémalis DNS-tdl,
az RNS-ektdl és afehérjéktdl.

Plazmid amplifikacio, kinyerés éstisztitas receptje a laborgyakorlatok mappaban talalhaté meg.

ftp://intranet.ch.bme.hu/oktatas'konyvek/mezgaz/dnsklon/laborgyak/amplifikacio
ftp://intranet.ch.bme.hu/oktatas’konyvek/mezgaz/dnsklon/laborgyak/izolalas

A kldnozashoz haszndlt restrikcids endonukleaz enzimek felismerési helye 6 bazis hosszisaguak és
altaldban tapadds végeket eredményeznek (Id. restrikciés endonukleazok = REN)

A plazmidon mindegyik enzim felismerési helyébdl csak egy lehet, hogy a plazmid szétnyilasa,
linearizdlasa biztositvalegyen az enzimes kezel éssel, de ne darabol 6djon szét.

Ha egy vektor kifejlesztéséhez alapul vett természetes plazmidban tobb azonos hasitasi hely van,
egy kivételével meg kell ket sziintetni. Példaul, ha kettd van, akkor ezt Ggy lehet elérni, hogy azzal
a restrikciés endonukledzzal, amelynek a hasitasi helyét meg akarjuk szintetni, részleges emésztést
végzink, hogy statisztikusan csak egy hely nyiljon fel. A tapadds végeket |lehasitjuk S1 nukledzzal,
majd tompavégl (blunt end) ligalassal ismét bez&rjuk a plazmidot. Ekkor a felismerési hely
megszlnik, hiszen négy bazist kivagtunk. Tobb felismerési hely megsziintetése tobb |épcstben
torténik.

A hasitasi hely szekvencigat a klénozand6 gén igényeihez kell illeszteni (Id. még vektor-célgén
Osszekapcsoldsa). Mivel a klonozandd darabon is eld kell dlitani a tapadds végeket, nem mindegy,
hogy ez milyen enzim felhaszndlésaval torténik, hiszen nem sérllhet a nehéz munkaval elédllitott
géen. Példaul egy kémia szintézissel eldalitott DNS esetében csak olyan restrikcios enzimet
alkalmazhatunk, amely nem hasitja el a célgént. Ezért ajé plazmid-vektornak minél tébbfajta REN
felismerés hellyel kell rendelkeznie, hogy az alkalmazé tetszés szerint vaaszthasson restrikcids
endonukleazt.

A sokféle REN felismerési helyet egybeépitve egy un. poliklonozd helyet vagy polilinkert
alakitanak ki a plazmidon, ott, ahova a cél-DNS-t be szeretnék épiteni.
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8. dbra: pUC a poliklénozo hellyel ésa poliklonozo hely szekvencigja
Legaldbb két marker gén jelenléte szitkséges a plazmid-vektoron.

A szelekciot lehetdveé tevd marker gének kozil |egelterjedtebbek az antibiotikum rezisztencia gének,
melyek jelenlétikkel bizonyitjak a plazmid sejtben jutasat. Szelekciojuk antibiotikumot tartalmazéd
taptalgjon val6 szaporitassal lehetséges, hiszen ezen a tgptalgjon plazmidot nem tartalmazo tarsaik

nem fognak noni.
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Az antibiotikum rezisztencia gének a rekombinans plazmid, azaz a beépllt célgén jelenlétét is
képesek mutatni akkor, ha a célgén egy marker génbe lett beépitve, ezzel inaktivalta a marker gént.
Ez a marker a génaktivitds megszinésével valdoszinlsiti a cél-DNS jelenlétét a sgjtben. (Id. még
inszercios inaktivalas). Ez negativ szelekcidt jelent, vagyis valaminek a megsz(inését kell
kimutatni, ami egy tobbletlépést jelent a szelekcid soran. Ilyenkor két antibiotikum rezisztencia
marker gén jelenléte szilkséges, az egyik aktivitasaval plazmid jelenlétét jelzi, a masik aktivitasanak
megszinésével a cél-DNS-ét.

A DNS hasitasat restrikcios endonukledzzal és a ligalasat ligaz enzimmel végezzilk, a technikak

receptje a laborgyakorlatok mappaban talal hato.
ftp://intranet.ch.bme.hu/oktatas’konyvek/mezgaz/dnsklon/laborgyak/hasitas
ftp://intranet.ch.bme.hu/oktatas'konyvek/mezgaz/dnsklon/laborgyak/lig

Expr esszids vektor ok
A klbnozas tulgjdonképpen a kldnozo vektorba épitett DNS megkettdzodését, a sejt szaporodasaval
torténd fennmaradasét jelenti, ezt thzte ki célul. Ugy is mondhatnank, hogy nincs kontextusban a sejt
sgjat genetikai funkcidival.
Az expresszid, vagyis a klénozott gén ,megszolaasa’, fehérjévé irddasa, aktiv génfunkciodt
feltételez, vagyis valodi kontextust a sgjt és az idegen molekula kdzott, ti. azt, hogy az idegen DNS-t
a sgjt Ugy tekintse a sgjétjanak, hogy a rajta hordozott informéaciénak megfelel6en szintetizaljon egy
fehérjét.
Az expresszi0s vektorokkal szembeni kdvetelmények az al dbbiak:

JO hatésfokkal torténd m-RNS szintézis

A szintézis ki- és bekapcsol hatosaga

A fehérjeszintézis megsokszorozésa

A termék szekrécidja
Mi biztositja a j6 hatasfoku fehérjeszintézist?
Gazdaspecifikus promoéter: olyan promoterrégio, amelyhez a gazda m-RNS polimerdz enzime
kotodik
Erds promoter: olyan promoéter, amely nagyfoku (tokéletes) komplementaritast mutat a gazdasejt m-
RNS polimeraz enzimjével, azaz a polimerdz nagy gyakorisaggal, jO hatasfojkal képes kapcsolddni a

kotéhelyhez, a prométerrégi6hoz.
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Hogyan oldjuk meg, hogy ne dolgozza magat halélra sejt, még mielbtt fel szaporodna?

Ki- és bekapcsolhatd promoéterre van szilkkség, olyanra, amelyet a sejtek felszaporodasanak
idészakdban kikapcsolva tartunk, majd a megfeleld sejtkoncentracid elérése utan bekapcsolunk,
elinditjuk atermékképzés folyamatot.

Ki- és bekapcsolhaté szabdlyozoszakaszokat a laktaz vagy a triptofan szintéziséért felelds gének
szabdlyoz6 szakaszaibll nyerhetiink. A laktaz operon (lac Z, Y és A kOzOs szabdyozas alatt)
szabdlyozOszakasza laktoz tapkdzegbe adagolasaval kapcsolhaté be. Amig a sejtek szaporodnak,
addig laktozmentes tdptalgjon tartjuk dket, laktdz bontésra, igy alaktédz gén étirasara nincs szilkség. ,
a géndtiras represszalva van: a represszor az opertorhoz kétddik, a m-RNS-polimerdz nem éri el a
struktdrgén kezdetét. Az inzulin és nbvekedési hormon kldnozasanak elsd megoldasai a laktaz-gén
szabdlyozO szakaszat alkalmaztak a mesterségesen eddlitott inzulin- és ndvekedési hormon
struktirgén elé.

o 1 akloz operon galoll dllapotban
requidtor gén szabalyord hely strukiongin

o f,_\.-« g — e _
- ! FHE el e & | e
l a recopior az operatorokhoz (0) klGdik, DS
= ot ImANS es megdakadalyoszaa Z, Y
— e o5 A dlirdsan
o P g
S
represszor
a lakidzoperon Indukalt ailapotban
[ | Y T O T e [ £ e
' e — _____\If lac-mANS
W imRNS 1 e | i = = e .y
S ey E J, 1
J hud B-galaktozidiz permedr  Wranszaceldas
v 2 (@ nem kolddik az opardtorhoz
L=
induklor  jnduklor-represszor komplex

(laktoez)
9. abra: A laktéz (L ac) operon génjeinek mikodését (génatirast = transzkripciot) szabalyozo
represszor ok ésinduktor ok

Az dlando sebességgel szintetizal 6do represszor (kor) a gén szabdyozdszakaszanak ,, operator” a egységéhez
kotddik, ezéltal megakaddyozza a m-RNS-polimeréz enzim ,, megindulasét” a struktargénene, vagyis a
génatirast. A lakt6z, mint (induktor (hdromszdg) megjelenése versengést okoz az operétor és alaktoz kozott a
represszor-molekul aért. Ha sok alaktéz, arepresszormolekul &k teljes egészében alaktdzhoz kétddnek, azaz,
lekapcsol édnak az operédtorrdl. Ezzel szabadda valik az it am-RNS polimeraz megindul aséhoz, amely
elkezdi szinztetizalni a szabdlyozdszakasz utén alo struktdrgén(ek)rol am-RNS-.
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szabalyozo6

régio strukturgenek
T e =,
"Pf trpL{ trpE trpD | trpC trp B trp A
f.f T S
/ promoter i T
fL I trp L E i
o : \
operator / o o
a transzkripcié a transzkripcios a transzkripcio
starthelye szlnet helye befejezésének
helye

10. dbra: Az E. coli triptofan (trp) operonja. Az operon elgén |évd szabalyoz6 elemek
kinagyitva
A triptofan gén szabdyozésa sorén triptofan aktivélja a represszormol ekul ét. Ez az aktivalt represszormole-
kula szabalyozza a triptofan-szintézisért felel s gének &tirddasanak kezdeti sebességét. Ha mér elegendd
triptofén szinteteiza 6dott a géntermeékkeént el allitott enzimek mikodése eredményeképpen, akkor a génatiras
fokozatosan lelassul, majd leall.

Hogyan ndvelhetd még a termeék-fehérje mennyisége?

Annak érdekében, hogy sejtjeinket ne dolgoztassuk haldra a gazdasdgossdgi szempontok miatt
fontos nagysebességl expresszioval még két eljaras alkalmazhatd, az amplifikécio, és a runaway
replikd 6do plazmidok.

Az amplifikéacié nagy kdpiaszamban szintetizal 6d6 vektorokat feltételez. Természetes korilmeények
kozott a plazmidok és a fagok csak kis példanyszamban vannak jelen a sgjtben, de a
nagykopiaszamuak tobb széz példanyban. Gyakori, hogy a hdmérséklettel manipuldlnak: a gazdasejt
szaporodasi optimuman nincs DNS étiras és fehérjeszintézis, viszont egy masik hémérsékleten
csokken a gazdasejt szaporodasa, , megtelik” DNS-sel és célfehérjével.

A ,runaway” mechanizmussal replikd édo plazmidok esetében a plazmidok mennyiségét korlatozo
kontrollrendszert teszik tonkre a hdmérséklet emelésével, igy a plazmidok mindaddig
szintetizal6dnak, mig a sgjt ki nem fogy a prekurzorokbdl. Ennek eredményeképpen a st tele lesz
plazmiddal, és ha adottak a fehérjeszintézis feltételel, akkor célfehérjével.
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Nagymértékben noveli a fehérjeszintézis mertékét a szekrécios vektorok. Nemcsak a downstream
folyamatok hatékonysaga miatt, de amiatt is, hogy nem gydlik fel a sgitben a termék, igy az nem
gatoljaatovabbi szintézist.

Hogyan ndvelhetd a termék-fehérje kinyerése, a down-stream folyamatban?

Altaldban sokka tobb a sejt sgjét fehérjge, ebbdl kell a terméket ,kihalaszni”. A szekrécids
vektorok segithetnek ezen a probléman. Leggyakrabban transzportfehérjékhez (szignafehérje)
kapcsolt fuzids fehérjéket dlitanak eld e célbdl, tehdt a célgén termékét egy, a sejtmembranon
keresztlil torténd aktiv transzportot biztosito fehérjéhez kotve szintetizaljdk meg. A transzportfehérje
lehet a gazda valamelyik sagjat fehérjgét szallitd transzportrendszer része, pl. baktériumoknd alac Z,
a penicillindz (béte-laktaméz) vagy barmelyik bakteridlis exoenzim felhasznahat6

szignalfehérjeként (1d. inzulin kldnozasa az ampicillin génbe.

Mik az el érhetd termékkoncentracio korléatai?

Gazdasagossagi  kritériumok miatt dltaldban Okdlszabdly, hogy a termékképzés soran a
termékfehérje legaldbb 10 %-&t érje el az Gsszes fehérjének. Ez hatalmas koncentraciot jelent, amit a
sgjtanyagesere és az egyensilyi dlapotok ataldban nem tdrnek tétlendl. Altalanos probléma az
expresszi6s rendszerekben, — foként, ha nincs megoldva a szekréciod — hogy a nagy koncentracioban
eldallitott termékfehérje oldhatatlan zarvanyt (inclusion body) képez. A fehérje szerkezete ebben az
oldhatatlan zarvanyban eltér az aktiv formétdl, atalaban keresztktésektdl halozatos szerkezetq,
denaturdlt, emiatt inaktiv.

A kezdetekben inclusion body keletkezése sikertelen rekombinans DNS terméknek mindsitették, de
az Ujabb kutatdsok egy sor megoldast javasolnak. Szerencsés esetben detergensben vagy un.
»kaotrop” reagensben oldva kicsomagolhatdak, majd a segédanyag |épcsdzetes elvonasaval
megkaphatjuk a nativ format.

Egy mésik fenyegetd veszély, hogy a termékfehérjét protedzok bontjak el, foleg, ha nem biztostunk
szamukra megfelel 6 védelmet, stabilitast. Az incluson body védelmet biztositja ugyan, mégis inkabb
anativ forma el6allitasara toreksziink. Ennek protedzok dltal torténd elbontasara sor keriilhet még a
citoplazmdban, ha a sgjt nem sgjét vagy rosszul sikeriilt fehérjének mindsiti. Ugyanez megtorténhet
a periplazmas térben, vagyis a sgjthartya és a sejtfal kozétti térben, ahova a transzportfehérjék
szdlitjak a terméket. Tulajdonképpen a tdpoldatban is megtorténhet a termék enzimes bontésa,
hiszen ott is vannak proteazok. Emiatt atermék védelmérdl kilon gondoskodnunk kell.
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Inclusion body

Az egyik ledjabb, egy sor régi problémat kikiszobold (de Ujakat produkad) moédszer
transzgénikus dllatok hasznal ata expresszi6s rendszerként.

! proinzulin-mRNS

AMA

reverz
| transzkripcio
\ o /

B

/- & proinzulin-cDNS
AmpRgen —— /
(a B-laktamazt e
kodolja) N
(\/ \". Tet P
. 1 ! I
inzulin \ \
\\
B-laktamaz - "
| E col transzformacio.
B-laktamaz—proinzlin | szelekcio tetracikiin
hibrid fehérje  HeeineindIa

~

membran | aB-laktamaz szignalpeptid
| az E. colimembranjahoz
J{ kotodik

a B-laktamaz—proinzulin
\E hibrid fehérje

kivalasztodik az E. colibol

11. dbra: Szekréciot biztosito szignalfehérje klonozaskor
A prokaridta szignalszekvencia lehetdvé teszi a fehérje szekrécigjat. A proinzulin-c-DNS-t a R-laktaméaz

génjébe klonozték, és a 3-laktaméz proinzulin fizids fehérje kivllasztodik az E. coli sejthdl azért, mert a
fehérje N-termindlis végén jelen van a szigndl peptid.

Megfeleld, hatékony és gazdasagos expresszios rendszer kifejlesztéséhez alaposan ismerni kell a

gazdasejtet, annak fiziolbgiai, biokémiai jellegzetességeit.
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tesznek eleget.

[ PBR322 DNA
#SD0041 0.1mg  Description Quality Control
pBR322 DNA is isolated from E.coli (dam-,  More than 90% is in the supercoiled form.
dem) and purified by ion exchange chromato-  gopeentration
grapny. The molecule is a double-stranded circle, o 5mg DNA/MI.
4361 base pairs in length.
For detailed information see p.302. 5’"""9‘? Bufrer
10mM Tris-HCI (pH 7.6) and 1mM EDTA.
[ pTZ19R DNA
#5D0141 0.05mg  Description Quality Control

Relater Fro

= M13/pUC Sequencing Primers

pTZ19R DNA is isolated from E.colf(dam~, dem)
and purified by ion exchange chromatography.

More than 90% is in the supercoiled form.
Concentration

The molecule is a double-stranded circle, 2862 5mg DNA/MI.

base pairs in length
For detailed informaticn see p.308.

Storage Buffer
10mM Tris-HC! (pH 7.6) and 1mM EDTA.

puUC18 DNA

KSD0051 0.05mg

i

- M13/pUC Sequencing Primers

Description

pUCTE DMA is isolated from E.coli {dam-, dem-)
and purified Dy ion exchange chromatography.
The molecwie is a double-stranded circle, 2685
basa pairs in lergth.

For getailed information see p. 304

Quality Control

More shan 90% is in the supercodied foarm,
Concentration

0.5mg DNA&mI,

Storage Buffer

10mM Tris-HCI {pH 7.6) and 1mid EDTA

pUC19 DNA

SD0061 0.05mg

5 P

telatea Prog .
M13/pUC Sequencing Primers

Description

pUCTS DNA is isokated from Ecol{dam®, dom')
and purdied by ion exchange chromatography.
The molecule is a gouble-stranded circle, 2686
base pairs in lengih

For detailed information see p.304.

Quality Comtrof

More than 90% is in the supercoifed form.
Concentration

0.5mg DNA/MI,

Storage Buffer
10mM Tris-HC1 (pH 7.6} and 1mM EDTA,

pUC57 DNA

spoim 0.05mg

efated Promac!s

M13/pUC Sequencing Primers

Description

pUGST DMA is isolated fram E.cofi (dam*, dom*)
and purified by ion exchange chromatography.
The malecwle is a double-stranded circle, 2710
base pairs in length.

For detailed information see p.304

Quality Control

More than 90% is. in the supercoiled form.
Concentration

0.5mg D&M,

Storage Buffer
10mi Tris-HC! (pH 7.6) and TmM EDTAL

12. abra: Plazmidkinalat katalégusban

Kereskedelemben kaphaté plazmidok szdma egyre nd, amelyek a legkulonfélébb igényeknek
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Bakteriofagok, mint vektor ok
A bakteriofagok vektorként alkamazasa a transzdukcid, vagyis a bakteriofagok kozvetitette

génétvitel in vitro felhaszndlasan alapul. A géntechnikus a fag szdmara nem |étfontossagi DNS
szakaszokat cél-DNS-re cserdli ki. A lambda fag esetében példaul a genom kozel 30 %-a felesleges,
azaz kicserélhetd idegen DNS-re.

A klonozand6 DNS 6sszekapcsolasa a fag DNS-sel hasonlé médon folyik, mint a plazmidok
esetében. A célgénnel Osszeillesztett fag DNSt in vitro csomagolds utdn lehet bejuttatni a
baktériumsejtbe, egyszer fagfertdzés atjan.

Az egyik elsd fag, amelyet vektorként alkalmaztak a Escherichia coli lambda-fagja. Ez egy
Ugynevezett mérsékelt fag, ami azt jelenti, hogy a két alternativ életmenet kozil (Id. fagok) a
lizogénia domindl, vagyis az, hogy a baktérium kromoszémajaba beépllve a baktérium DNS-tol
megkil 6nboztethetetlendl profag formajaban van jelen mindaddig, amig egy mutécié nem indukadlja,
amikor kihasad a baktérium kromoszémajabdl és attér alitikus szaporodasi ciklusra.

A lambda-fag 48 513 bazisparbol dl és 61 génje van. Sanger teljesen megszekvenalta

A lambda-fégba beépithetd legnagyobb DNS 15 kB. Ahhoz, hogy a csomagold enzim-rendszer
becsomagolja a lambda DNS-t a fagfejbe, ahhoz a DNS mérete legalabb 45-50 kB kell legyen (a
genom 75 %-a), de legfeljebb a teljes genom 106 %-a lehet. Egy teljes emlBsgenomot tartalmazd
klontar, melyben nagy valdszinlséggel minden gén megtaldhatd, csak tobb millid fagplakkban
(fégklonban) tarthatd fenn.

A T7 fag DNS-e kb. 40 000 bazisparbdl al, 50 gént tartalmaz. A genom 92 %-a ki is fejezddik.
Mind klénozasra, mind kozmid készitésére felhasznéltak.

A T4 fag szintén az E. coli fagja, f6leg onnan ismert, hogy a klonozéshoz sziikséges ligaz enzimet
T4 faggal fertdzott E. colibdl nyerik ki.

Az M13 fag is jOl haszndhat6 klonozo vektor. Egyfonalas fag, amely a replikacié soran kétfonalas
formava alakul. Az egyfonalas utddsejtbe az eredeti egyfonalas alakban jelenlévd + szal kerll. A
kétfonalas replikativ format hasznaljak klonozo vektorként. A fag igen kicsi, 7 200 bazisparbdl all,
restrikciés endonukleazos hasitési helyeket tartalmaz, ahova konnyen be lehet épiteni idegen DNS+.
Legfontosabb felhaszndldsa az M 13 fagnak, hogy egyfonalas templétot szolgdltat a Sanger-féle
DNS-szekvendéshoz.
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13. &bra: A | fag genetikai, fizikai ésfunkciondlistérképe
A térkép koordinalt rendszerét a kzépsd vonal mutatja. A géneket és funkcidjukat avonal folott jel 6ltik.
(Daniels, Sanger és Coulson, 1983)
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14. dbra: A T7 bakteriofag DNS-ének genetikai ésfizikai térképe.
A végeken elhelyezkedd repetitiv szakaszok helyzetét (a hdrom fekete terlilet) és a T7 géneket a
nukl eotidszekvencidk helyzetének megfelel6en jel6ltik (Dunn és Studier, 1983).
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6405 Hpal, Hincll
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Xmni 2646
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15. &bra: Az M 13 bakteriofag restrikcios térképe (van Wezenbeek et al. 1980)

Kozmidok

A kozmidok |étrejéttét az az igény siettette, hogy egyre nagyobb DNS darabokat |ehessen kldnozni,
hogy akléntarak, — melyek a gyakorlati munka elengedhetetlen eszkzeivé valtak a klonozés soréane
egy-egy genomot minél kevesebb kldnban tartalmazzanak, illetve, hogy minél kevesebb klont
kelljen &vizsgdni, amikor egy gén kikeresése folyik.

Lattuk, hogy alambda-fag segitségével maximum 15 kB nagysagi DNS darabok klonozésa oldhat6
meg. Azt is lattuk, hogy alambda fag DNS egy részérdl bebizonyosodott, hogy nem is szilkséges a
fag anélkil is fertdzOképes és szaporodoképes. Egy bétor feltételezés késdbb bizonyitast nyert:
fagnak acazott plazmiddal is lehet baktériumot fertdzni. A fagnak alcazéds a csomagoldenzim
szamara szikseges. A csomagoléenzim a természetes csomagolds soran a teljesen ép fagok
konkatenatként egymashoz kotott genomjain is csak egyetlen részt ismer fel, az un. cos helyet, mely
a linedris fag-DNS két végén |évd komplementer egyszali szakaszok, a konkatenaton viszont
kétsz83lu cos szekvenciak. A feltételezés az volt, hogy ha ezt a kétszall cos szekvenciét raépitik egy
plazmidra, majd ebbe a kozmidnak nevezett képz6dménybe 35-45 kB nagysagu eukariota
genomdarabokat épitenek be, akkor ezt a gylr0 alaki DNS molekuld a csomagoléenzim a cos

helynél felismerve, azt be fogja csomagolni.
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16. abra:K ozmidok térképei
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A rekombinans kozmid in vitro pakolésa utén lehet elvégezni a fégokkal vald fertbzést. A

baktériumba a fag fehérjeburok farki részének kozremiOkodésével bekerilt DNS a baktériumsejt

plazm§dban mint plazmid fog mikddni. Mint aktiv fag természetesen nem mikodoképes, hiszen a

cos génen kivil egyetlen fag eredeti gén sincsrajta. Ez biztonsagi szempontbdl is eldnyos.

Az in vitro pakolashoz ma mér biotechnolégiai termékeket és segédanyagokat eldallitdé cégek

készletet (kit) kinalnak, mely a fagburok feji és farki részleteit tartalmazd készitményhbdl,

pakol 6enzimbdl, a pakolashoz sziikséges ATP oldatébdl és megfelel 6 pufferoldatokbdl all.

Az in vitro csomagolas receptje a labor gyakorlatok mappaban talalhatd meg.

ftp://intranet.ch.bme.hu/oktatas’konyvek/mezgaz/dnskl on/l aborgyak/csomagol as

A kozmidok segitségével készitett génbankok, vagy kléntarak (Id. még klontarak) példaul a

human genom esetében minimum 200 000 kldnra van szikség, mig a lambda-fag felhaszndésaval
500 000 klénra. Ez a szam 10 000-re csokkenthetd Y AC vektorok alkalmazasaval.
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® 4 H A 1 Product Size Cat. No.
PhageMaker® in vitro ). Packaging System
: Ny ; PhageMaker® 6 extracts 69307-3
High-efficiency one-tube A packaging System 11 extracts 69307-4
Novagen's PhageMaker- System is optimized PhageMaker is especially recommended for Components:
for maximum packaging efficiencies of cDNA constructing highly representative cDNA and ¢ 11x50pl PhageMaker Extracts
and genomic DNA inserts ligated with any bacte- genomic DNA libraries in which the insert * 2pg PhageMaker Control DNA
riophage A vector. This one-tube system is DNAis methylated. ¢ 02ml LE892 Host Strain
extremely easy to use: simply add up to * The one-tube configuration enables the use
5 g of ligated vector plus insert to the exuract of multiple aliquots from the same tube, thus  pqditional Information Available
and incubate at room temperature for 2 hours. providing a significant cost savings over rageMaker Protocol e
Features other systems.
* The negligible background of < 10 pfu per I, Gunther. E. J.. Mlurray. N. E.. and Glazer. P. M.
extract is orders of magnitude lower than (1983) Nucleic Acids Res. 21, 3903-3904.
conventional two-extract systems. 2. Rosenberg. S. M.. Stahl. M. M.. Kobayashi. L. and
e The extract is devoid of EcoK and other Stahl. 8. W. (1083) Gene 38, 165-175.
restriction systems (nicid. merBC. nrr) that 3. Rosenberg. S. M. (1987) Meth. Enzymol. 33, 95-103.
recognize methylated DNA. Therefore.
#T7Select Packaging Kit Produt LA
; - ] . g ) g T7Select
Ultimate efficiency in T7Select library construction Packaging Kit 6 extracts 70014-3
T7Select® Packaging Extracts are optimized least 5 x 10" recombinant plaques per microgram Components:
for maximum packaging efficiencies of T7Select  of arms. The extracts are made from a specially e 6 T7 Packaging Extracts
vectors ligated with insert. The high efficiency designed phage that reduces the non-recombi- e lpg T7Select Packaging Control DNA
extracts (> 5 x 10° pfu/ug with Control DNA) nant cloning background to below 0.1%. ¢ 02ml BL21 Glycerol Stock
make it easy to produce a library containing at * 0.2ml BLT5403 Glycerol Stock
e 0.2ml BLT5615 Glycerol Stock

Additional information Available

17. &bra: In vitro pakolashoz kinalt kit

T7Select System Manual

TB178

| Lambda DNA

#SD0OO11

0.5myg Description

X DNA is used as a substrate in restriction
enzyme research and in the testing of restriction
endonuclease activity. Phage is isolated from a
heat-inducible lysogenic E£.cofi W3110 (c/857
Sam7) strain. DNA is isolated from purified
phage by phenol extraction and dialyzed against
10mM Tris-HCI {pH 7.6) and 1TmM EDTA.

It has a molecular weight of 31.5 x 10° daltons
and contains 48502 base pairs.

For detailed information see p.296.

Quality Control

Gel analysis for purity and homogeneity of Al
Cpol and Hind!ll fragmentation patterns.
Concentration

0.3mg DNA/mI.

Storage Buffer
10mM Tris-HCI (pH 7.6) and 1mM EDTA.

[ Lambda DNA (dam-, dcm-)

#3SD0021

0.5mg Description

A DNA is used as a substrate in restriction
enzyme research and for testing of restriction
endonuclease sensitivity to Dam or Becm methy-
lation. Phage is isolated from a heat-inducible
lysogenic E.coli GM2163 (¢/857 Sam7) strain.
DNA is isolated from purified phage by phenol
extraction and dialyzed against 10mM Tris-HCi
(pH 7.6) and 1mM EDTA.

It has a molecular weight of 31.5 x 10° daltons
and contains 48502 base pairs.

Far detaiied information see p.296.

Quality Control

Gel analysis for purity and homogeneity of .
Eco31i, Tagl and Xbal fragmentation patren
Conceniration

0.3mg DNA/mI.

Storage Buffer

10mM Tris-HCi (pH 7.6) and 1TmM EDTA

18. &bra: Néhany fag a kereskedelmi forgalomban
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Elesztd plazmidok

Az éesztbk kozil genetikai szempontbol a Saccharomyces cerevisiae a legismertebb Genomja
viszonylag kicsi, csak négyszerse a E. coli genomjénak.

Az élesztbben a baktériumokhoz hasonl6an el6fordulnak plazmidok. Legismertebb természetes
élesztdplazmid a 2-mikronos gyQr(, mely egy autondm maodon replikdl6dd DNS. Van replikacids
origdja, és un. REP génjei, melyek viszonylag kis extrakromoszémalis képiaszamot biztositanak
Ugy, hogy csak akkor vaasztjdk szét a plazmidreplikaciot a normalis sejtosztodastdl, amikor a
plazmid koépiaszama lecsokkent a sejtben. Ekkor beindul a plazmid flggetlen replikacioja, amely
mindaddig tart, amig a kopiaszam el nem éri a sejtenkénti 30-50 darabot.

A 2-mikronos gyOr(t YEp-nek is nevezik, azaz élesztd episzOmalis plazmidnak (yeast episomal
plasmid). Egy sor élesztd-klonozé vektort fejlesztettek ki beldle.

ARS (autonomously replicating sequences) szekvenciak feleldsek a flggetlen replikacidért. llyen
ARS szekvenciakat kimutattak mar plazmidokon, pl. a 2-mikronos gydrdn is, de magan a
kromoszoman is. Az ARS szekvencia nagy képiaszamot eredményez, de gyakran instabilis, mert
hianyzik az a mechanizmus, mely biztositana a sejtosztédas sordn a nagy kopiaszamot és az
utddsgjtekbe jutast. Az ARS szekvencidkat tartalmaz6 plazmidokat YRp-nek azaz replikdl6do
élesztd-plazmidoknak (yeast replicating plasmids) is nevezik. Egy ARS szekvenciat tartalmazd
E.coli plazmid példaul nagyon jo hatésfokkal transzformdédik, nagy lesz a kdpiaszama, de, foleg,
ha nincs szelekcids nyomas a segjtosztodaskor elvész, nem kerlll & az utddsejtekbe, 10 generacio
elteltével szinte teljesen eltanik.

Vannak a kromoszoméba integral 6do élesztd-plazmidok is, melyek a kromoszoméba integralddva
stabilan bekotddnek az élesztdgenomba, osztddaskor megkettdzddnek és dtadddnak az utddsejtbe.
Ezeket Y1 p-nek (yeast integrating plasmid) nevezik.

A kromoszémak kettéosztédasat és igazsdgosan egyik félnek az utddsegtekbe jutasat az
élesztokromoszéma centromerjébdl szarmazé CEN szakaszok biztositjak. A CEN szekvencidk
feleldsek a kromoszémak mitotikus orsdhoz kapcsolddaséért. Ha ilyen CEN szakaszt épitiink az
ARS szekvencidkat is tartalmazo flggetlendl replikalddd plazmidokra, akkor biztosithatjuk a nagy
kopiaszamu plazmid stabil fennmaraddsdt a generaciok soran a. Az ilyen mesterséges
élesztdkromoszomakat Y AC vektoroknak (yeast artificial chromosomes)nevezik.
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A YAC vektorok a centroméren kivil az élesztbkromoszéma végeirdl, a telomérekrdl is tartalmaz
darabokat. Ezeknek az a szerepiik, hogy megakaddlyozzak a kromoszéma letdrését, vagy méas DNS-
hez kapcsolédasat. Tehat a YAC minden olyan szakaszt tartalmaz, amely a kromoszoma
replikaciojahoz és az utddsejtbe kerllléshez szikséges. Ezeken a szakaszokon kivil a Y AC vektorra
réépitenek még egy, a gazdasejtben mikodoképes replikacios origot is. Ezeket a szakaszokat
barmilyen egyszer( DNS darabraralehet épiteni.

A YAC vektorok segitségével igen nagy genomdarabok, néhany millié bézisparbdl alok klonozésa
is megoldhat6. A HUGO project (Human Genome Project), mely a teljes emberi genom
feltérképezését és szekvenalasat tlzte ki célul ilyen vektorokat alkalmaz a kléntérak készitéséhez.
Ezzel atechnikéval a teljes human genom , elfér” 10 000 éesztdkldnban. igy mind atérolés, min a
kikeresés lényegesen egyszerlbb feladat és olyan nagy gének is vizsgdlhatoak, mint példaul a
kétmillio bazishdl allé izomsorvadaseért felelds gén (muscular distrophy).

A YAC vektort és tobbi éesztbvektort nem csak klonozasra, hanem expresszidra is alkamazzak.
Mivel az élesztbk maguk is eukaridtdk, igy képesek kihasitani az intronokat. Az élesztGsejtek
glikozileznek is, de nem azonos médon az emlds sejtekkel. Ez egyes esetekben még eldny is lehet,
ha masképp akarjuk glikozilezni a fehérjét, mint ahogy az emlds sejtben glikozilezddik (pl.
stabilitasnovelés, példaul a TPA kldnozasanal).

Tovéabbi eldnylk az élesztdben torténd expresszionak, hogy az élesztdk a baktériumokhoz hasonldan
gyorsan szaporodnak, de nem termelnek annyi toxint, mint a baktériumok, amit aztdn a rekombinans
DNS termékbdl atisztitas soran el kell tavolitani.

Az élesztd vektorok nagy része ingazé vektor (Id. baktérium-plazmidok), igy az expresszéltatast
megel6z0 manipuléciokat a jol ismert és konnyen hasznalhatd E. coli gazdarendszerben lehet
végezni. Kifejlesztettek élesztd kozmidot is, melyek az E. coliva ingaz6é vektoroknak olyan
tovabbfejlesztése, mely a baktériumba valé bejuttatas hatasfokanak javitasara in vitro csomagol ast
lehetdvé tévd szakaszt, vagyis cos régiot is lltetnek a mesterséges DNS kreéci ora.

24



replikalodo plazmid

is kOpiasza episzémas plazmid centroméras plazmid
ékx:tsr:g%?nsg:zrg,més (nagy Képiaszam, (egyetlen stabil kopia)
s:tabilités) instabilitas)
integralodo -
plazmid a 24 gyGrd

DNS-e

ura3

19. dbra: Az élesztd négy plazmidtipusa

Az éleszté négy plazmidtipusa. Az integrdlodé plazmid tartalmazza az élesztS egy szelektalomarker-
tulajdonsdginak génjét, de nincs replikacios kezdSpontja. Igy az ilyen plazmid csak akkor stabil,
ha beépiil az éleszté kromoszom#jaba. A replikdiddd plazmid tartalmazza a szelektald élesztomarkert
és az élesztd 2 [m-es DNS-ének egy darabjdt. A 2 pm-es kor alaki DNS-ben megtalalhatok

a replikéciés kezdSpont és a ,rep” gének. Az utobbiak tartjék stabilan a plazmidot
extrakromoszomésan és viszonylag alacsony kopiaszamban. Az episzémds plazmid az ARS
szekvenciat hordozza, ami lehetGvé teszi a plazmid 6nall6 replikaciojat az élesztOsejtben. Nincs
viszont olyan mechanizmus, ami fenntartand az ilyen extrakromoszomas plazmidot nagy
kopiaszdmban a mitdzis soran. Az ARS-t hordozo plazmidok ezért nem stabilak. A stabilitast a CEN
szekvencia beépitése okozza. Az élesztd centromeronjinak egy darabja, amely a mitozis folyamin
az osztédasi orsohoz kapesolodik. A CEN szekvencia gondoskodik az extrakromoszomas plazmid
szabalyos eloszlasirol a mitoziskor

Noveényi rekombinans DNS vektor ok

A novényi szovettenyésztés, a ndvényi biotechnoldgiak birtokaban a novényi rekombinans DNS
technikak szamtalan lehetdséget nyitottak meg szamunkra. A tény, hogy izoldt névényi sejtekkel
tudunk dolgozni, és hogy protoplasztokbdl regenerdlhat6 a teljes novény, lehetbvé teszi, hogy a
novényi protoplasztokkal az éesztdgombékhoz és a baktériumokhoz hasonlé médon végezzik a
kl6nozast és a sgjtflzio ellenpontjaként egyetlen kivaasztott gén bejuttatasat oldjuk meg.

A novényeknél akalmazhat6d génvektorok olyan talgjbaktériumok, melyek parazitaként genetikailag
befolyésoljdk a névényt, miutdn megfertdzték. Ezt a természetes génétviteli modszert aakitottak a
génsebészek a baktériumok transzformécigjdhoz és a fagok transzdukcidjahoz hasonlGan céljaik
szolgal atdba.

Az Agrobacterium tumefaciens egy plazmid segitségével valtja ki a daganatot, vagyis a fert6zott
novényi sejtek szabalyozatlan és fliggetlen novekedését. A baktérium beépiti a Ti plazmidjat a
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novényi sejit kromoszomgéba. A Ti plazmidon olyan, aminosav termeléséhez szilkséges kod van,
amelyet csak a fertdz0 baktérium tud felhaszndlni szén- és nitrogénforrasként. Ezek az aminosavak
az opin az oktopin vagy anopalin lehetnek

A Ti plazmid 1,2 x 10°® molekulatémeg@, gy(rd alakil DNS molekula. A baktériumban 6nélldan
replikal6dd genetikai egység. A plazmid DNS-nek van egy transzformdd (T) DNS-e, nagysaga
20 000 bézispar, ez jut be a gazdasejtbe a fertdzést kdvetben, majd kovalensen beéplil a ndvényi
kromoszémaba. Az aminosavak kédjan kivil névényi hormonanaldgok szintéziséhez szilkségez
informaciokat is hordoz, melyek segitségével a gyokér- és szarndvekedést ledlitja, ezzel is eldnyt
kényszeritve ki atumorsejtek ndvekedésehez.

A T DNS-rol azt is megallapitottdk, hogy mendeli 6roklddésmenetet mutat, tehét, ha egyszer méar
beéplilt akromoszomaba, ott Ugy viselkedik, mint andvény sgjat génjei.

A Ti plazmid eldnydsen hasznalhatd vektor, mert: az Agrobacterium tumefaciensnek igen széles
gazdakore van. Szinte minden kétszik( ndvényt képes transzformdni. Ha a kivant gént sikerdl
beépitenink a Ti plazmid megfeleld helyére, a T régidba, akkor a tdbbit mar a baktériumra
bizhatjuk.

A Ti plazmid tllsdgosan nagy mérete miatt (180 kB) a génsebészek a T régiot kivagjak a plazmidbol
és csak azzal dolgoznak tovabb. Beépitik egy E. coli plazmidba, majd elszaporitjak. A célgénta T
DNS-be beépitik, majd ezt a hibrid molekuld& még mindig E. coliban replikdltatjdk. Amikor
rekombinans T DNS mér nagyobb mennyiség all rendelkezésre, akkor a hibrid molekulat bejuttatjak
az Agrobacterium tumefaciensbe, ahol az a nativ Ti plazmidba homoldg rekombinécioval kerll be.
Haezzel fertdzik andvényt, acélgén aT DNS-sel egyiitt beépil arakos nbvény kromoszomdjdba.
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20. &bra: A Ti plazmid felhasznélasa vektor ként
ElBszor restrikcios enzimmel hasitjédk a plazmid T DNS-é és pBR322 plazmidban klénozzak. Ezt
kovetden beépitik az idegen gént a pBR322 klénozott T DNS-ébe. A keletkezd hibrid plazmidot
Osszekeverik norma  Ti plazmidot hordozé Agrobacterium tenyészettel. Annak DNS-e
rekombina ddik a hibrid plazmidéval, és igy az idegen gént tartalmazo6 plazmid alakul ki. Az idegen
gént hordozd Agrobacteriummal fertdzik meg a nbvényt, és igy a médositott T DNS bejut annak
kromoszoméjdba.
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A gén a baktérium eldlése utan is mikodoképes lesz. A baktériumnak az a génje, mely a nbvény
regeneral0dasat gatolja inaktivalhatd, igy a T DNS bejuttatas utan a protoplasztbdl teljes névénnyé
fejlddhet. A transzformalt sejtek szelekcidja is nagyon egyszeren oldhaté meg: hormonmentes
taptalgjon csak atranszformansok tudnak névekedni.

EgyszerQsitették a transzforméciét, miutan rgjottek hogy a T DNS-en kiviil csak a baktérium Ti
plazmidjanak vir szakaszéra van szilkség a transzformaciohoz és a fert6zOképességhez. A végsd
megoldas az lett, hogy az egyik Agrobacterium tumefaciens plazmidon a T DNS, a méasikon a vir
régio lett kiilon-kilon bevive a sejtbe. igy nem kellett a nagy Ti plazmiddal dolgozni és féleg nem
kellett a rekombinans T DNSnek a Ti plazmidba homolég rekombinécidval vald beéplilésére
alapozni, ami nem tul j6 hatasfoku folyamat.

A Ti plazmid transzformécidja kdzvetlenil ndvényi protoplasztokba is lehetséges, de ennek a
folyamatnak |ényegesen rosszabb a hatésfoka, mint a baktérium vektor kozvetitésével torténdnek.

Noveényekbe vektor nélkil islehetséges DNS-t bejuttatni (Id. bej uttatés).

Allati virusvektorok

A vektor nélkll torténd DNS bevitelt transzformacionak neveztik, de alati sejtek esetében « a
transzformécié kifejezés mér foglalt voltara valé tekintettel « gyakran a vektor kdzremOkodése
nélkili folyamatot is transzfekcionak nevezik. Hasonl6an transzfekcidnak nevezik a virus vektorok
atal kozvetitett DNS bejuttatast, mely mind az atvitel, mind az expresszié hatasfokat nagyban
megnoveli.

Az dlati virusok kozil a kdvetkezoket targyaljuk részletesen: DNS tumorvirusok: SV40, polioma
virus, adenovirusok, vaccinia virusok, retrovirusok, embrionalis karcinbma sejtek.

Az SV40 virusvektorok
Az SV40 a legkordbban megismert és legataldnosabban haszndlt emlds virus-vektor. Méret igen

kicsi, a gobmb alaki kapszuldban egy 5243 bazisparbdl dlé gydrd alaki DNS van. A DNS-en
restrikciés endonukledzos hasitési helyek vannak, dltalaban mindegyikbdl csak egy, ezért a virus
nativ formga is alkalmas klénozé vektor. A kis méret eldny, amikor in vitro manipulaciokat
végzink, de hatrany olyan szempontbdl, hogy a genomon nincsenek felesleges részek, melyeket
helyettesiteni lehetne a klbnozandé DNS-s4l.
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21. abra: Az SV40 kromoszéméja
A korai primer transzkriptum kédol éjaatranszforméé (nagy T éskist) fehérjéket. A késdi régio primer
transzkriptumakaddolja a virus kopenyfehérjéit (VPL, VP2 ésVP3).

A genom funkciondlisan korai és késdi régiokra oszlik a bakteriofagokhoz hasonldan (Id. ott is). A
korai régiok az egész litikus ciklus soran kifejez6dnek, a késdi gének viszont csak a DNS replikéciot
kovetden, a virus szerkezeti fehérjéinek szintézise idején mikoddnek. A DNS replikaci6 kezddpontja
korai és késdi szakasz kozott helyezkedik el. Erdekes megemliteni azt a felfedezést, amit éppen a
DNS tumorvirusok korai régidival kapcsolatban fedeztek fel, ez pedig a DNS-rdl megszintetizalt
RNS ,0sszeillesztés’ (splicing), ami megmagyarazza azt, hogy egy viszonylag kis DNS szakasz,
hogyan lehet felelds egymagaban a tumorfehérjék (szerepik a rakos allapot kialakitasa és
fenntartésa) szintéziséért és a virus replikacidért. A splicing soran az RNS transzkriptum két vagy
tobb eltérd modon is dsszeilleszthetdik.
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22. dbra: Splicing
Ugyanannak a primer korai transzkriptumnak a kill6nb6zd dsszeillesztése (splicing) anagy T ésakist
fehérjéket kodolja. A nagy T mRNS-ébdl egy transzlacids stop kédon (UAA) kihasad a splicing soran, akist
M-RNS-ben viszont benne marad a stop kédon. Ennek kdszonhetd, hogy bér kist m-RNS sokkal hosszabb,
mint anagy T m-RNS, mégis kisebb fehérje szintetizal 6dik réla.

Az SV40 vektor fejlesztése soran kezdetben a virus kis méretébdl adédo hatranyokat igyekeztek
kikiszobdlni. Ennek egyik megoldasa az volt, hogy a virus késdi génjeit a klonozandd DNS-re
cserélték. A késdi szakasz hidnya a virusok termelésének hidnydhoz vezet. A virustermelést egy
segédvektor alkamazésaval oldottdk meg, amely tartalmazza virustermeléshez szilkséges késdi
géneket. Ezek egylttesen alkalmazvateljessé teszik afolyamat.

Kezdetben a litikus SV40 virus haszndltdk, melynek hétranya, hogy elpusztitja a fertdzott sejteket.
Késbbb kifejlesztették a nem litikus SV40 virust, mely a sejitben plazmidként replikdodik. Ehhez
olyan gazda sejtvonal szikséges, mely d&llanddéan termeli a T-antigént. Ha ilyen, pl.
majomsegjtvonalban dolgozunk, akkor a vektornak csak az SV40 replikéacids origojat kell
tartalmaznia. Ezzel a plazmidként replikal 6dd kisméret( vektorral (200 bazispar) barmilyen bevitt
gén replikéciojat meg lehet oldani az emlitett sejtvonalban.
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Az adenovirusok
Az adenovirusok emberekben és adlatokban enyhe lefolyasi megbetegedések sordt okozhatjak.
Génklénozéasra két modon lehet ket felhaszndlni.

Az egyik a hagyomanyos klénozo, illetve expresszids vektorként valo felhaszndlés. Ilyenkor a
kéozandd fehérje génjét beépitik a virusgenomba, majd fertdznek az in vitro becsomagolt virussal.
Az adenovirusok mas virusokhoz hasonléan génjeiket ,be tudjdk kapcsolni” dgy, hogy
nagysebességgel replikdlddjanak illetve, hogy a koédolt fehérjetermék nagy mennyiségben
termelddjék. A virusgenom egy részének helyettesitése a célgénnel az azon kodolt fehérje
termel éséhez vezet.

A masik alkalmazas @6 virusvakcina el6alitésa. Ilyenkor az adenovirus genomjaba egy veszélyes,
patogén virus antigénjét kodol6 DNS szakaszt épitik be, vagyis annak a fehérjének a kodjét, mely
immunvalaszt valt ki az dlatbdl. A rekombinans adenovirussal fertdzott é6lényben termel6dni fog
az idegen fehérje, az antigén (mely tnmagaban természetesen nem veszélyes) és ki fogja valtani az
immunvalaszt és a hosszUtavl immunitast. Tehat az enyhe adenovirussal kivatott immunitéssal

egyutt megszerezhetd egy veszélyes virussal szembeni ellenall 6 képességis.

Vaccinia virusok

A vakcinia virusok a baranyhiml® rokonai, de artalmatlan, biztonsagos virusok, melyeket egy sor
biotechnol 6gidban alkalmaznak. Tobb sgjttipust is képes fertdzni, és viszonylag nagy idegen géneket
lehet beleépiteni. Tobbféle sejt fertdzésével |ehet megtaldni alegmegfel eldbb expresszids rendszert,
akar emlds sejtvonalakat humén fehérjék kifejezésehez.

A vakcinia virusokat un. , él6 vakcindk” elGdlitasara is haszndljak. Ez azt jelenti, hogy emberre
vagy allatra veszélyes virusok antigénjének genetikai kodjatt beépitik a vakcinia virus genom;jaba,
majd fertdznek vele. llyenkor az kérokozd antigénje immunvéaszt és antitesttermelést valt ki a
beoltott emberben, sily modon az védettséget szerez (aktiv immunizalas &rtalmatlan dltéanyaggal).

Retrovirus vektor ok

A retrovirusok RNS-t tartaimazé tumorvirusok. A géntechnikakban nemcsak, mint vektort
alkalmazzak, hanem segitségikkel ismerték meg és termeltetik a reverz transzkriptaz emzimeket,
melyek ain vitro DNS rekombinans technika egyik fontos segédanyaga.
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A retrovirusok genomja két egyméssal teljesen megegyezd RNS lanc dimerje. Az RNS mérete 8-10
kB, de egyes defektiv virusoknal a méret mindossze 3,2 kB. A virus RNS genomjéra jellemzd, hogy
az emlBsgenom m-RNS-éhez hasonldan az 5’ végén egy sapka (cap) a 3’ végeén pedig poli-A farok
talal hato.

A kildnb6z6 RNS virusok felépitése nagyon hasonlé: az RNS-genom egy k6zépsd magban (core)
taldhatd egy kevés reverz transzkriptaz enzimhez és szerkezeti fehérjéhez (GAG) kapcsol édva. Ezt
amagot membranburok veszi koril. A membran fel épitése hasonl 6 a gazdasejt sejtmembranjahoz és
tartalmazza a virus ata kodolt glikorpoteint (env). Az erBsen onkogén virusok meg egy negyedik
fehérje kodjat is tartamazzak, a gazdasejt réksegjtté alakuldséért felelds fehérjét. A gyengén
onkogén, kronikus virusok nem alakitjak a sejteket raksgjtté, csak lassan indukdnak daganatot.

A fertdzés minden esetben egy DNS-provirus intermedieren keresztil torténik. A kétszali DNS
intermedier szintézisét az RNS aapjan a reverz transzkriptdz enzim végzi. A kétszdu DNS a
megfertdzott sejt magjaba vandorol és ott rekombindlddik, a sejt genomjaval, azaz beépll a
gazdasejt kromoszomajaba.

A retrovirusok vektorként valé alkalmazasa kézenfekvd. Szinte minden allatfajnd akalmazhatdak
célgénnek sejtbe, majd segjitmagba juttatasara, a gazdasejt genomjaba illesztésre és a kifegezddés
biztositasara. Ilymddon nagyon sok allati sejtet, illetve sgjttenyészetet |ehetne ipari célokra, egyes
fehérjék termeltetésére hasznositani.

Az dlati sgjtekbe vektor kdzvetitése nélkil is viszonylag kdnnyen lehet DNS-t bejuttatni. Ezeket az
eljarasokat |d. a DNS bejuttatasa sejtbe c. fejezetben.

DNS bejuttatasa sejtekbe

Mind a természetes, mind a manipuldt DNS kiil6nb6z6 sejttipusokba juttatasara egy sor kifejezést
alkalmazunk. Ezek a kifejezések tobb szakterlletrdl szarmaznak és ennek megfelelen mas és mas
értelemben hasznaljak. Még mielbtt a kifejezések babeli zlrzavarat ismertetnénk, kiildnboztessik
meg a DNS bevitelének két alapvetden kilonb6zd modozatat, vagyis a meztelen DNS 6nmagaban
vald, segédorganizmus nélkll torténd, pusztan fizikai-kémiai-biokémiai modszerek Utjan torténd

s
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sejten belllre juttatésdhoz mas bioldgiai rendszereket, pl. virusokat, vagy baktériumokat hasznalunk
fel.

A transzformaci6 a mikrobioldgus, a bakteriol6gus szaméra azt a folyamatot jelenti, amikor a DNS
Kivilrdl, a baktériumot korllvevd kozeghdl dtkerll a baktérium sgjtfaldn és membranjan és bekerdl
a sgt citoplazmgjaba. Ez egy természetes folyamat, mely mind linearis DNS-fragmentumokkal,
mind pedig plazmidokkal megtorténhet. A természetben az adaptécio, a célszerll rekombinacid
egyik, a baktériumok ivaros folyamatéatdl eltérd génédtadasi folyamatrdl van szé. (Id. baktériumok
rekombinacioja). Ezt a természetes folyamatot optimdlja a géntechnikus, a sejt, a kdzeg és a
felveendd DNS, valaint e harom kol csonhatésait figyelembe véve.

A transzforméci6 kifgjezés andvényi, de foleg az dllati sgjttenyésztéssel foglalkozd szamara a sejtek
atalakulasat jelenti, ezért 8k a DNS illetve a gének barmilyen Uton torténd, tehét a direkt bevitelét
transzfekcidonak nevezik, akkor is, ha ez a bevitel nincs virus-, vagy parazita fertdzéshez kotve,
amire akifejezés eredetileg utal.

A transzdukci6 elnevezés elsdsorban a baktériumok kozott, fag kozvetitésével torténd géncserét
jelenti. Az Agrobacterium tumefaciens Ti plazmidjaval végzett génmanipulécidkka kapcsolatban is

alkalmazott kifejezés, de dsszességében egyre k2evéshé hasznaljak.

1. DNSdirekt, vektor nélkili bevitele sejtekbe
A DNS direkt begjutdsa a sgjtbe azt jelenti, hogy a meztelen DNS biolégiai kdzremikddés nélkdl,

pusztan fizikai-kémiai-biokémiai alapon jut be a sgjitbe valamilyen valszinGséggel. A géntechnikus
ezt a vaoszinlséget igyekszik megnovelni az erre a célra kidolgozott és alkamazott
géntechnikékkal, receptekkel. A transzformécidval torténd DNS bejuttatds célja mind kldnozas,
mind expresszio |ehet.

Baktériumok transzformacioja plazmid DNS-sel

Baktériumok DNS-sel valo transzformécidja a természetbdl is jél ismert folyamat. Holt sejtekbdl
kiszabadult linearis kromoszomattredékeken |évd gének is képesek a kdzeghdl (vér, szennyviziszap,
gyumolcslevek, stb.) baktériumok belsejébe kerlini, ott rekombindddni a kromoszémaval és
kifejezbdni. A kompetens baktériumok tehét spontan is felvehetik a DNS-t megfelelé kortilmények
kozott. A géntechnikus viszont képes ennek a ritka folyamatnak a valdszinOsegét megnovelni a
folyamat részleteinek optimal asa Utjan.
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A kompetens baktérium olyan fiziol6giai alapotban van, hogy a kilsd térbdl valé DNS felvétele
maximalis. llyen fiziologiai dlapotba Ggy kerlilhet, hogy a szaporitas megfeleld szakaszaba hozzuk
és olyan pufferoldatban szuszpedaljuk, ami a DNS sejtbe |épését el Gseqiti.

A DNS aakja, mérete, koncentrécidja a kdzegben szintén jelentds faktor. A kldnozas soréan mindig
plazmid DNS-sel transzformalunk, arra kapcsoltuk a klénozandd DNS+t. A plazmid a sejtben
onreplikaciora képest, ez a klénozés sikerét jelenti. A bejutas sikerét a plazmid azzal néveli, hogy
kisméret(, kompakt molekulardl van szd, mely viszonylag védett a roncsolddassal, toredezéssel
szemben. A mebranon val6 étjutést zart gylrd vagy szuperhélikdlis formgjais segiti alinedris DNS-
sel dsszehasonlitva.

Meg kell itt jegyeznink, hogy a r DNS technik&kban alkalmazott a természetes plazmidok nagy
részével ellentétben olyan mutansok, melyekbdl kiirtottak a sejtbdl sejtbe atkerllésért, a
mozgékonysagért felelds géneket. Ennek biztonsagi okai vannak: annak megeldzésére szolgélnak,
hogy a bélbe bekerllve ne tudjanak egy masik bébaktériumba é&kertini és elterjedni a
bélmikrofl|éraban.

A DNS sgtbe kerlilését nagyban befolyasolja a kozeg Osszetétele. Mandel és Higa (1970)
megfigyelték, hogy kalcium (Ca) jelenlétében sokszorosara nbvekszik az E. coli DNSfelvétele. Az
elérhetd hatasfok kezdetben 10°-10" transzformans/ug plazmid volt, tovébbi optimélassal ezt az
értéket 10”-10%ra lehetett felvinni. A hatésfok értékelésénél vegyilk figyelembe, hogy a sejteknek
csak egy kis része valdban kompetens, még optimalis szaporodasi szakaszt tekintve is, és hogy a
kozegben oldott plazmid DNS-ek kdzil minddssze minden 10 000-dik kertil be sgjtbe.

A kalcium hidakat képez a sejt felUletének makromolekuld és a DNS kozott. A seit fellletére kotott
DNS molekuldk bejutasanak nagyobb a valészinQsége, mint a kozegben oldott és statisztikus
eloszl &st mutaté mol ekul aké.

A membranon valé ajutast a membran adekvat modon torténd fellazitdsa, fluiditasanak
megndvel ése segiti. A membrant felépitd lipidek szénhidrogénlancait a hdérséklet emelésével |ehet
fluidda, folydssa és emiatt atengeddbbé tenni. A hésokk néhany percig tartd hdfokemelés jelent, az
optimalis 30 °C-rél6 42-43°C-ra. Ekkor a sejt fellletére tapadt plazmidok hdmozgasuk és a megfolyt
membran miatt nagyobb val 6szin(iséggel 1épik a a membrant és kertilnek a sejt bel sejébe.

A plazmid transzformacioval torténd baktériumba juttatdsat a laborgyakorlatok leirasat tartalmazo

mappaban tal &l hatjuk.
ftp://intranet.ch.bme.hu/oktatas’konyvek/mezgaz/dnsklon/laborgyak/trafo
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Sejtfuzioval Gsszekotott DNS bevitel, azaz  transzformécio akkor valosul meg, ha baktériumokat
DNS jelenlétében fuziondltatjak. A baktériumokat fuzid el6tt protoplasztokka alakitjak,azaz
sgjtfalbontd enzimmel, pl. lizozimmel leemésztik a sejtfalat. A sejtfuzid el bsegitéséhez polietilén-
glikol (PEG) adagolnak a kdzeghez, melyben a sejtek protoplasztjai szuszpendalva vannak. Ha
sgjitek fuzidja, vagyis membranjaik 6sszeolvadasa a transzformdandé DNS oldatdban torténik,

akkor akkor afizios termékek magukba zarnak valamennyit akézeghdl és a benne oldott DNS-bal.

Elesztdgomba transzforméacidja

Az élesztd szferoplasztjai, vagyis a celluléz segjtfaltél megszabaditott sejtjei is képesek felvenni a
hozzdadott DNS-t. CaCl, és polietiléglikol (PEG) javitjdk a folyamat hatékonysagat, a polietilén-
glikol atjarhatévateszi a sejtmembrant, ezzel eldsegiti a DNS bejutasat.

Az éesztbsgitbe mind élesztbplazmid, mind E. coli plazmidok bevihetdek transzformécidval. E.
coliban m0kodd plazmidok transzforméhatdak élesztégombdéba és ott dnreplikaciora is képesek, ha
raliltetik az élesztdben felismerhetd origdt. Ilyen ingazoé plazmidok, melyek mind az E. coli, mind az
élesztd replikacios origgjat tartalmazzak, alkalmasak arra, hogy a kldénozas E. coliban, ebben a
nagyon jol jol ismert gazdasejtben torténd elbkészitése és ellendrzése mellett az expressziot

élesztBben oldjak meg.

Az éesztdoplazmidok (I1d. plazmidok) egyik fajtga autondm replikal 6do (ARS) forméban, egy masik
pedig kromoszémaba épiilve megmaradhat. Replikéci6s kezdBponttal rendelkezd élesztfplazmidok
transzforméci 6s gyakorisaga el érheti akar az 1 %-ot is.

Novenyi sejtek transzformalasa

A ndvényi szOvettenyésztés, a novényi biotechnoldgiak lehetbvé teszik, hogy egyetlen izolalt
novényi sejttel Ugy dolgozzunk, olyan génmanipulacidkat vigylnk véghez, mint barmelyik
mikroorganizmuson, és ha m& a manipulacié megtortént, akkor az izoldlt sejtbdl regenerdjuk a
teljes novényt. I1zoldlt ndvényi sejtek protoplasztjaiba tetszés szerint DNS-t tudunk bejuttatni,
biztositani abevitt gének expresszidjét.

A novények génmanipuldlasanak célja lehet a hagyomanyos nemesitési célokkal egyezd, példaul
betegségekkel szembeni rezisztencia kialakitasa egy olyan gén bevitelével, mely megakadalyozza a
patogén hatasat, vagy rezisztencia bizonyos ndvényvédoszerekkel, példaul gyomirtészerekkel
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szemben, hogy a vetemény gyomoktdl valé megszabaditasara szelektiven Iehessen alkalmazni azt a

bizonyos szert, hiszen az csak a gyomokat fogja karositani.

A betegségek, a novényi kartevd rovarok elleni védekezés egyik megoldasa, hogy rezisztens
fajokbdl, vagy vad 6sokbdl kinyerni a betegseg elleni rezisztencidért felelds gént és azt beliltetni az
érzékeny kultarfajtdba. Ez foleg bakteridlis és gomba kartevokkel szemben adhat megoldast. A
masik lehetBség, hogy teljesen Uj gén segitségével érjik el az ellendll dképesség kialakulasat. Ilyen
gén lehet a Bacillus thuringiensis toxinjanak a génje. A toxin a rovarok bebabozodasat akadalyozza
meg. A bakteridlis gént sikeresen beliltették dohanyba és paradicsomba, majd burgonydba is. A
Bacillus thuringiensis toxint termeld dohany mér kereskedelmi forgalomban is van az USA-ban.
Ennek engedélyeztetése, |évén, hogy nem eszik meg, hanem elégetik, tehat nem az éelmiszer
mindsegi  kritériumoknak kell eleget tennie, tehd& viszonylag enyhébb biztonsagi és
egészsegkritériumoknak.

A toxin génjének beliltetésétdl eltérd stratégia egy olyan enzim génjének a belltetése, mely
megtamadja a kartevdt. A kitinaz enzim génjérdl van sz6, mely képes lebontani a kitinvazas
rovarokbélburkér a ndévény emésztése soran.

Vannak olyan feheérjék, féleg enzim-inhibitorok, amelyek a kértevd bél csatorngjaban hatnak, amikor
az mar emészti a novényt. Ezek a fehérjék a rovar valamelyik éetfontossagu enzimjét gétoljak,
példaul tripszin-inhibitorok.

Csak a géntechnikak segitségével elérhetd () tulgjdonsagok kialakitésais lehet a cél. Kutatok ezrei
dolgoznak példaul a légkdri nitrogén megkotéséért felelds, azt lehetbvé tevd gén ndvényekbe
Uletetésével, melynek segitségével a novények majd a ,levegdbdl” is megélnek, hiszen annak
nitrogéntartalmét fogjak testtikbe épiteni, nem pedig az energiai gényes nitrogén-matragyakat.

A DNS novényi sejtbe torténd bejuttatasanak legfobb akadalya a sgjitfal. A vastag, merev sgjitfa nem
teszi lehetbvé, hogy a ndvény a baktériumokhoz hasonléan DNS-t vegyen fel a kornyezetébdl. A
noveényi sejtek génsebészeti dtalakitdsdhoz tehat az izoldt ndvényi sejtbdl eldszor protoplasztot kell
késziteni olyan ozmotikus viszonyok kozott tartva ezt, hogy a sgt hartygara a belsd
ozmdézisnyomassal azonos nyomas nehezedjen, tovabba meg kell akadalyozni a sejtfal spontan
visszagpll ését, vagyis a sejtfalbontd enzimek koncentracigjat dlando értéken tartani. Ha ezy sikerdl
megcsinani, akkor kovetkezhet a DNS bejuttatasa a protoplasztba. Ennek |eggyakoribb médszerel

az egyszer( transformacio, azaz a DNS direkt bejuttatasa, a mikroinjektalas, az elektroporacio és a
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génpuska (biolisztika). Biologiai kodzvetitéssel az Agrobacterium tumefaciens felhaszndlasaval

torténhet nbvényekbe génbevitel.

Novényi protoplasztok transzformalasa idegen DNS-sel |ehetséges a sgjtfal eltavolitédsa utan. Egyes
esetekben egyszeren a DNS hozzékeverésével is megtorténik, természetesen megfeleld
kortlmények kozott.

Noveények mikroinjektalasa leggyakrabban vagy DNS tartalmu liposzomakkal torténik, ilyenkor a
sgt citoplazmgja a cél, vagy kozvetlenil a sejtmagba. Utdbbi nehézkesebb, de jol kontrollahaté a
beinjektalt DNS mennyisege.

A biolisztika, vagyis a génpuska alkalmazésa nem olyan hatékony eszkdz a novényeknél, mint az
alatok esetében. A nlvényi sgjtbe j6 hatésfokkal és konnylszerrel bejut a DNS, de a kromoszoméaba
épllés hatésfoka altaldban gyenge, igy transzgénikus ndvények eldallitasara nem alkalmas.

Emldssejtek transzformalésa, transzgénikus allatok

Az emlBssegjtek transzformdlasanak jelentdsége igen nagy, gondoljunk csak a génterapidra. Egyes
Orokletes genetikal betegségek oka, egy hianyzo, vagy hibas gén. Az ilyen betegséget a sejtekbe
bevitt ép génekkel lehet gybgyitani, a hianyzé vagy kiesett funkciét pétolni. Ilyenkor egy soksegjtQ
lény egyes szbveteibe, vagy Osszes sgjtjébe be kel juttatni az ép gént és biztositani kell annak
expresszidjét. Az olyan dlatot, amely sgjtjeiben egy masik organizmushél szarmazd gént tartalmaz,
transzgenikus dlatnak nevezzilk. Ez a kifgjezés nem &ltaldnosodott az Osszes éldlényre, csak
kimondottan transzformélt &llatok illetve dllati sejtek esetében hasznéljék. Allatok esetében viszont
akkor is haszndljék, haa gén bevitele virusok vagy tumosrsejtek segitségével torténik.

Az elsd emldssejt transzformaci s kisérletek sejttenyészetben folytak a Herpes simplex virus (HSV)
timdinkindz enzimjének génjével. Timidinkinaz deficiens mutans emldssejttenyészetet hoztak dssze
a herpeszvirus timidinkinaz génjével, acélbdl, hogy a hibas emldssejteket kijavitsak. Az emlBssejtek
a DNS-t képesek felvenni, ha az kalcium-foszfat csapadék formajaban kerlll a sgjttel kapcsolatba. A
kalciumfoszfat csapadék format valdszinlleg fagocitdzissal kebelezi be a sgjt, és az igy bekeriilt
DNS egy része integrdddik a kromoszoméba. A felvett virus eredetd timidinkindz gén
véletlenszerlien éplilt be az emlBssgjt kromoszomgjdba. Ha ehhez a timidinkindz génhez barmilyen
mas gént kapcsoltak, a kapcsolt gén is konnyQszerrel bejutott a kompetens sgjtekbe és
rekombindlodott a kromoszoméval. Az is vilagossa vat, hogy a timidinkindz génnek nem is

el sdsorban vektor, hanem ink&bb marker szerepe van, azaz jelzi az idegen gén beéplilését. Az idegen
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gen akkor is beépll transzformacioval a kromoszémaba, ha nincs eldzetesen hozzékapcsolva a
timidinkinéz génhez. Erdekes, hogy ilyen esetben is egymas mellett épiilnek be a transzformélt sejt
kromoszomgdba, ez azt jelenti, hogy a DNS-ek a sgjten belll ligdddnak. Ezt a folyamatot

kotranszformacionak nevezik.
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23. dbra: A herpesz szimplex virus (HSV) timidin-kinaz génjének bevitele atk™ egérsejtekbe
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24. abra: Kotranszformacio a génatvitel soran.
Amikor a Ca” os kicsapéssal eukariota sejtekbe viszik atk gént, a hordozd-DNS egy része vagy barmely més
a precipitatumban levé DNS hozzak6tadik, kialakitva egy nagy (800-1000 kilobazistl) szerkezetet, amely
azutén beépll akromoszéméba.
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Transzgénikus allatok eldallitasa nem olyan egyszer(, mint a ndvényeké, ahol a teljes nbvény
regenera hat egyetlen izoldlt sejtbdl a ndvényi sejt Ugynevezett totipotencialja miatt. Ahhoz, hogy
az egész dlat transzgénikus legyen, a csirdt, a petesgjtet, vagy a spermiumot, vagy a
megtermékenyitett zigétat kell megvatoztatni, vagyis transzformani a szilkséges gént tartalmazo
DNS-sel. A kifglett dlat egyes sejtjeinek transzformdlasa ataldban nem megoldéas egy hidnyzé gén
potldsara. A fent emlitett kalciumfoszfatos DNS csapadék sejtbe juttatasan kivil mas fizikai-kémiai
eljdrasok is adkamazhatoak DNS dlati ivarsgjtbe, vagy zigétaba juttatasara, illetve a bejuttatas
hatékonysaganak novelésére. Ilyen modszerek a mikroinjektdlds, az ivarsgitek transzformécidja
(transzfekcionak is nevezik), az elektroporacio, kromoszomak injektadladsa, embriondlis sejtek
Osszekeverése kiméra kifejlesztése céljabdl. Lathatjuk ebbdl a felsorolasbdl, hogy a transzgénikus
alatok elddllitasand az egyetlen gén bevitel é&tdl egy teljes genom beviteléig teljes a stratégiai skala.

Mikroinjektalas

Idegen DNS eml Gssgjtbe juttatasara meglepd mddon igen hatékonynak bizonyult a mikroinjektalas,
vagyis az, hogy egy igen vékonyra kihuzott (iveg mikropipettaval egyenesen a sejtmagba injektaljuk
a DNS+t. Ezt mikroszkopra szerelt mikromanipulétorral lehet kivitelezni. Aki Ugyes kézzel tudja
csindni a mikroinjektdlast, az éranként 500-1000 sgjtbe is képes injektalni. Az injektalt sgjitek felébe
stabilan beépiil a bevitt gén. Nagy eldnye, hogy barmely gén bevihetd barmilyen sejtbe. Hatranya a
kivitelezés nehézkessége.

Ha a mikroinjektalds a megtermékenyitett petesgjtre irdnyul, akkor a teljes dlat transzgénikussa
tehetd. Mar az 1970-es évek elgién bebizonyitottak, hogy korai embridkba injektalt gének a
neveldanyaban kifejl6dott egerek 40 %-aban megtaldhatdak voltak. Az eredetileg beinjektalt gének
amegsziletett egér legkll onfélébb szbveteiben fordultak el 6, stabilan beéplltek és droklddtek.

A mikroinjektalas elsd tapasztalatai utdn atechnikét gy modositottak, hogy az injektalast petesejt
megtermékenyitése utanra idozitették, amikor a mér egyesiilt ivarsejtek magjai még nem olvadtak
Ossze. A klénozott gént rendszerint a spermiumbdl szarmazd sejtmagba injektdjdk, mert az
bonyolult atalakuldsok utan egyesill a petesejt magjaval és ezek az atalakulasok segitik az idegen
gén beépllését. A manipuldt petesgtet ezutan vagy a petevezetékbe transzplantdljak, vagy a
blasztula stédium elérése utdn a méhbe Ultetik be.

Kutatdsi célbdl barmilyen gén petesgtbe injektalasa megoldhatd, torténelmi jelentbségl volt az

emberi interferon és az inzulin génjének, a nyul béte-globingénjének, a Herpes simplex virus
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timidinkinaz génjének vagy az egér leukémia virus cDNSének mikroinjektalasa. Ezekbdl a kezdeti
kisérletekbdl meg lehetett allapitani, hogy 5 000 - 50 000 bazispar nagysagig lehet DNS-t bejuttatni,
hogy a bejuttatott gének integrécidja nem kromoszomaspecifikus és, hogy a bevitel hatasfoka igen
j6, még a kezdeti kisérletek atlagais eléri a 10 %-ot, ami 1-2 %-0s beéplléstdl egészen 40 %-0s
beéplilésig valtozo hatasfok atlagét jelenti.

Manapsag mar rutinszerlen alkalmazzdk a mikroinjektélast marha, birka, kecske és diszno esetében.
A mikroinjektdlés két f6 célla szokott torténni. Az egyik a hazidllatok nemesitése, a masik hogy

ezeket agénmanipul dlt alatokat expressziés rendszerként alkalmazzak.

Mikroinjektélas szerepe az allatnemesitésben

A génmanipulacioval torténd nemesités céljai azonosak a hagyomanyos nemesitési modszerek
céljaival. Ezek a produktivitas fokozasa, atermel ésbiztonsag és atechnoldgiai igények kielégitése.
Kisérletek folytak példaul sertés esetében transzgénikus ndvekedési hormon gén bevitellel, més
kisérletek agyapju, vagy atej mindségének javitasat célozzak.

A megnovekedett ndvekedési hormonszint a taplalék jobb kihaszndléasahoz, gyorsabb novekedéshez,
nagyobb tomegQ hus tremeléséhez vezetne, de egy sor kellemetlen mellékhatés lerontja ezeket az
eldnyoket, nem beszélve az etikai, jogi ésaszocialis megfontolasokral.

Transzgénikus allat, mint expresszi0s rendszer

Human gyogyéaszati célu fehérjék expresszigjat és termelését Ugy oldottdk meg ezekkel az
alatokkal, hogy nemcsak hogy beliltették a kivant termék génjét, de azt sem biztédk a véletlenre,
hogy milyen szovetekben mikor és mi médon fejezbdjenek ki. Olyan promotert és olyan szignd
peptid szekvencigjat tették a gén mellé, amelyek azt eredményezték, hogy a fehérje a tejmirigyben
termelddjék és a tejben vllasztddjék ki. Egyes gydgyszerek esetében a tgjjel kivaasztott fehérje
koncentrécigja 3 g/liter.

Osszehasonlitva a transzgénikus alatokat, mint expresszios rendszert az emldssejttenyészetekkel,
Orias a transzgénikus allatok eldnye. Nincs szilkség bonyolult fermentorra, steril tenyésztésre,
bonyolult tsszetétel O és draga tapkdzegekre és adal ékokra, nincsenek zavard fehérjék, endotoxinok,
sgjitmaradvanyok. Ezt az eljarast az angolszasz Ujsagirék az igen tado ,,pharming” elnevezéssel
illették.
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Ma mar készitettek a kutatok allatokat, amelyek alfa-1-antitripszint képesek termelni és a tejiikben
kivalasztani néhany g/liter koncentracioban. Kilonb6zd cégek més és mas allatban val ésitottdk meg
a gén expresszidjat. Ujabban a birka és a kecske haszndata visszaszoritotta a tejtermelési és
fogyasztasi szokasok miatt kezdetben favorizalt tehenet, hiszen ezek a kisebb allatok szapordbbak és
gyorsabban novekednek fel.

Transzgénikus allatok a human betegségek tanulmanyozasara

A transzgénikus dlatok maig legsikeresebb akalmazéasa az ember betegségeinek modellezésében
tortént. Elsdsorban viszonylag ritka betegségek tanulmanyozésara akamas a transzgénikus alati
modell, tehat olyanokéra, melyeknél kicsi a betegszam, és amelyeknek a kifejl6dése lassi és ezért
nem ismerhetdek fel a kezdeti stadiumban. A transzgénikus dallati modell segitségével
megkertlhetdek az embereken végzett kisérletek, amelyek gyakran sem etikai sem praktikus
okokbdl nem elfogadhatdak.

A modell dlatokon kialakitott emberi betegségeket jOl |ehet tanulmanyozni a kialakulds, a lefolyas,
a diagnosztizdlés és a gyogyitéas szempontjdbdl. Uj gyodgyszerek és terdpidk kiprobélést lehet
elvégezni példaul nagyszamu egéren.

Az AIDS kutatasara kifejlesztett humanizalt egér megfertdzhetd az AIDS virusaval a beliltetett
human CD4 génnek koszonhetden. A Hu-SCID egérnek nincs sgjat mikddd immunrendszere.
hanem AIDS gyanus human immunsegjteket Ultettek bele, ilyenforman ez az egér tulajdonképpen egy
kiméra. Az immunhianyos egeret immunrendszerének drasztikus tonkretételével nyerik. Ez torténhet
besugarzassal, vagy egy olyan toxin génjének transzgénikus bevitelével, amely a limfocitakban
fejezOdik ki éstokéletsen ,kilti” az immunrendszert.

A diabetes és més olyan betegségek modellezésére, ahol specifikus sgjtek csoportjanak mikodése
csokkent, vagy hidnyzik, olyan transzgénikus dllatokat dlitanak eld, melyeknél a toxin-gén csak a
kérdéses szdvetben expresszal odik.

A diabetes esetében a toxin csak a hasnyamirigy Langerhans-féle sgjtjeiben fejezddik ki, azokat
megoli, az dlat tobbi része egészséges marad.

A rékos megbetegedéseket a megfeleld onkogén beliltetésével lehet elérni. Az onkogén beliltetése
specifikus rakot alakit ki igen nagy gyakorisaggal. Az €lsd transzgenikus dlat a myc onkogén
tanulmanyozasara lett kifegjlesztve, becenevén ,, mycy-mouse’. A myc génhez egy olyan promotert

kapcsoltak, amely az onkogén termékét a tggmirigyekben expresszdltatja. Az egérbe ennek az
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onkogénnek egy mikodésképtelen, mutdlt valtozatat mar korabban beépitették, igy a myc gén
bekapcsolasa a homol6g rekombinacio révén volt lehetséges. A modell mind a rak kialakul asanak
tanulmanyozasara, mind pedig a kezelés stratégia kutatasara alkalmas. A Harvard Egyetemen
alitotték e€ld ezt az onko-egeret, amelyet szabadal maztattak is. Ez volt az elsd eset, hogy egy alatot
szabadal maztattak.

Az immunfunkciok vizsgalata olyan transzgénikus modelleken lehetséges, amlyeknd az
immunproblémék alapjait képezd hibat alakitjak ki, vagyis azt, hogy az immunsejtek nem képesek
megkulonboztetni a szervezet sgjat anyagait az esetlegesen karosaktol.

Az immunrendszer mechanizmusait olyan modelleken lehet vizsgdlni amelyekben tonkretesznek
bizonyos fajta immunsejteket, vagy beépitenek idegen fehérjék génjeit. Ilyen mddon kutatjdk a az
allergidkat, az athritist, a multiple sclerosist, a diabetes autoimmun problémait.

A homoldg rekombinacié segitségével olyan génhibak modellezhetbek, melyeknél egyetlen gén
funkcidja esett ki, példaul akollagén betegségek, mint bizonyos csontképzdési rendell enességek

Homol 6g rekombinacio

A homolég rekombinacio azt jelenti, hogy az él6 sejtben a DNS 6sszekapcsol ddik a vele homol6g
kromoszomarészlettel. A kromoszéma elhasad és a homolég részletet tartalmazé DNS beéplil a
kromoszémaba. A beéplild DNS lehet transzformécioval bejuttatott DNS vagy plazmid.

A DNS-nek ez a specifikus kapcsolddasi szokésa lehetbvé teszi  Uj mutansok eldallitasét azaltal,
hogy a homoldg szakasz iranyitja a beépllést. A homoldg szakaszt tartalmazd teljes plazmid
beépll, vagyis integrdl6dik a kromoszomaba. Ha a homoldg DNS szakasz egy ismert gén részlete,
akkor ez a gén tonkretehetd azdltal, hogy a homoldg, de nem ép gén a plazmidon hordozott tdbbi
génnel egyltt beékelddik a kérdéses génbe, inaktivllva ezzel azt. FOleg éesztbgombaknal
hasznédlatos technika, de transzgenikus alatokndl is alkalmazzak.Két kulonbdzd céllel: 1. Gének
tonkretétel e betegségek modellezése céljabdl, 2. Expresszdlandd gének megfeleld helyre irdnyitasa,
akromoszoma olyan részére, ahol ki tud fejezddni és nem tesz tonkre esszencidlis géneket.

A homoldg rekombinéacié felhasznddsa a géntergpiaban igen igéretes, annak ellenére, hogy
bizonyos mellékhatasoktdl ma még lehet tartani.
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I rényitott mutagenézis

A bizonyos DNS szekvencidk dtal iranyitott mutagenézis (site directed mutagenesis) segitségével
céltudatos bézissorrend valtozasokat tudunk elérni a sejt egyes génjeiben. A mesterséges DNS egy
hibét tartalmaz az ép génhez képest. Az eredeti gént tartalmazd DNS egyszal U valtozatahoz (M 13
fagban készitve) keverve a mesterségesen elGdlitott hibas darab hibridizal a csak kismértékben
eltérd ép szdlla. A DNS polimeraz ezen a kétszdli darabon, mint primeren (inditdmolekulan)
megindul és megszintetizdlja a kiegészitd szalat. Ekkor a kétszali DNS egyik széla ép, a masik
hibas lesz. Bejuttatva a sgjitbe a felemas DNS+t, az elsd replikécié utan egy ép és egy hibas géni
utédot fog |étrehozni.

hibas bazisparosodas

primer g 3
tRNS-gén

M13

\L DNS-polimeraz — 1.
+ DNS-ligaz

1 bejuttatas £. coli-ba

E.coLl } @

\ vad tipusu tRNS-gén

25. dbra: Szubsztituciés mutans |étr ehozasa szintetikus oligonukleotiddal

12-15 bézisbdl ald oligonukleotidot szintetizalnak Ggy, hogy egy-két bazis eltéréssel egy bizonyos DNS
szakasz komplementere legyen. Amikor a komplementer fonalat hordozo klénnal keverik, az oligonukleotid
kapcsol6dik ahhoz, bar nem lesz tokéletes a bazisparosodas mindaddig, amig a hibridalési feltételek nem
szigorUan korlétozottak; a hibas bazisparok az oligonuklectidszegmentum kdzepén helyezkednek el. Ezutén
az oligonukleotid primerként szolgdl a DNS-polimerdz-1-nek, amely szintetizdja a komplementer szd
maradék részét. Amikor a keletkezd kettds fonalas molekuld E. coliba juttatjdk, ott az replikdédik, s
|étrehozza vagy avad tipusl, vagy a mutans szekvenciat.
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Biolisztika, génpuska

A kifejezés a ballisztika elferditése. A ballisztika hgjitott testek és |6vedékek mozgasanak leirasaval
foglalkozo6 tudomany. A biolisztika névre keresztelt eljaras |ényege, hogy a sgjtbe juttatandd DNS-t
Osszekeverik apro, mikron &mérdja fém-részecskékkel, példaul tungstennel. Ezutan ezt a DNS-fém
keveréket nagy sebességgel beldvik a sejtekbe, mint alovedéket. Ez alévedék a sorétre emlékeztet
legjobban. Bejuttatésa részecske pisztollyal torténik. Ezek az apro sorétszemcsék atlyuggatjak a sejt
hatarol 6 fel Ul etét és a sgit plazmdjba juttatjak a DNS-.

Eldnye, hogy barmilyen sgjttipusra alkalmazhat6, baktériumok, gombak, novényi és alati sejtek
egyarant kezelhetbek ilyen moédon. Még sejtrészecskéket, sejtszervecskéket, pédaul a
mitokondriumot vagy a sejtmagot is meg lehet célozni a specidlis génpuskaval.

Ennek az eljarasnak vannak egyéb vatozatai is, példaul, amikor nem mechanikus fegyverre livik
be a részecskéket, hanem elektromosan kivatott gyljtészikra segitségével hirtelen elparologtatott
vizcseppbdl felszabaduld gbz energidaval. Ebben az esetben az elektromos energia nagysagaval
lehet szabdlyozni a mini-robbanas ergjét és bedllitani az optimdlis bejuttatasi hatasfokot.

Beloveéssel izoldt sejteken kivil szbvetekbe, sot €ld szdvetekbe is be lehet juttatni DNSH.

Novények esetében nem nagyon hatékony eljaras, mert annak ellenére, hogy bejut a DNS a sejtbe, a
kromoszomaba rossz hatasfokkal épll be.

Kisérletekben sikeriilt egér borébe és filébe DNS-t juttatni megfelel 6en atal akitott génpuskaval .

A DNS j6 néhany napig aktiv maradt a sejtekben, mignem késobb lebomlott. Ezek a kisérletek azt
sugalljak, hogy a génpuska alkalmas megoldas lehet az emberi szomatikus génterapia soran a DNS
€l0 szervezetbe juttatasara. Ma még vannak hétranyai ezeknek a génpuskaknak, példaul azok a
szbveteket roncsol6 mellékhatasok, melyet nem maga a bevitt részecske okoz, hanem a génpuska
mOkodése kdzben fellépd |égaramok vagy gdzbuborékok.

A Cornell Egyetemen kidolgozott modszer alapjan a Du Pont kereskedelmi forgalomban is elérhetd
eljérast sé eszkdzt dolgozott ki.



Elektroporéacio

A transzformaciét, vagyis a meztelen DNS-nek a kozvetlen sejtbe juttatésat az elektromos erétér
alkalmzésa el Gsegiti. A sejtfzio hatékonységénak novel ésére is alkalmazzak.

A korlilményeket optimalni kell, nehogy a sejitek megsériljenek, felrobbanjanak az elektromos
erbtérbe kertlve. A transzformalandd sejteket a DNS-t tartalmaz6 oldatba teszik, majd az egészet
elektromos erbtérbe helyezik, példaul vatéaramot adnak rd. Az elektromos erbtér moédositja a sejt
lipidmembranjanak allapotét, megndvelve sgjthartya atjarhatésagat, részecskéknek, molekuldknak a
kil sd térbol valo felvétel ét (pinocitozis).

Foleg novényi sejtekbe vald DNS bejuttatasnal sikeres és elterjedt az elektroporacio, torténelmileg is
a novényi segtfuziond (szomatikus hibridek, poliploidok elGdlitasa) torténd alkalmazésabdl
fejlddott tovabb. Egyéb sejttipusokndl, példaul mikrdba- és dlati sejteknél mas modszerek kapnak
prioritast (Id. transzformécio, transzfekcié).

2. DNSbevitel kozvetitd segitségével

DNS sgjtbe juttatasa liposzoma kozvetitéssel
Liposzoméakat Kkiterjedten alkalmaznak hidrofob gyégyszerek, kozmetikumok, egyéb agensek.
sejtmembranon at torténd sejtbe juttatashoz. Liposzomakba zart DNS-t konnyen felveszi am§ és a

spleen és viszonylag kénnyen és gyorsan kifejezddnek.

Kal ciumfoszfatos komplex
Kalciumfoszféttal komplexdlt DNS-t j6 hatasfokkal veszi fel am§) és az izomszovet. A gének egy

része képes kifgjezGdni begjuttatas utdn. Ennek a ténynek nagy figyelmet szentelnek, mert ettdl

véarjék az izomsorvadas elleni génterapia megval 6sul &sét.

Transzdukcié

Transzdukcid tulajdonképpen a virus kozremOkodésével torténd génbejuttatds baktériumba. A
természetes folyamat baktériumbdl baktériumba torténd géndtvitel (természetes genetikai
rekombinacio) jelent. A folyamatot tetszés szerinti célgén bejuttatasara is fel lehet hasznalni:

manipul @t genomu faggal torténd fertdzés dtal.
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Transfekcio

Altaldban virus kozvetitésével torténd génbevitel novényi vagy édlati sejtbe, de gének kdzvetlen
(kozvetitd nélkili) bejutasara is alkalmazzak ezt a kifejezést (vo. transzformécio).Az emlds és a
novényi géntechnikdkban nagyon &talanos értelemben haszndljak: mindenféle génbevitelre és
rekombinéciora.

Parazita baktérium kozvetitésével
Agrobacterium tumefaciens kozvetitésével, Id. a névényi vektorokndl.
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