Mikrobialis genetika

Géntechnoldgia



A molekularis kléonozas

A molekularis genetikai ismeretek alkalmazasat jelenti a

géntechnoldgia (genetikai mérndkség, genetikai

manipulacid), amely az ismeretek birtokaban a genetikai
anyagot molekularis szinten modositja.

A klénozas valamilyen DNS darab, sejt vagy egyed azonos
valtozatainak tobb példanyban valé elGallitasat jelenti.

A rekombindns DNS kiilonbozo6 eredetl inszert és hordozd
DNS-t tartalmaz.

A molekularis klonozas nem mas, mint egy specifikus
inszertet tartalmazoé rekombinans DNS felszaporitasa
megfelel6 gazdasejtben (pl. Escherichia coli).



A modern géntechnoldgia

Ma a genetikan alapuld géntechnoldgia, a biotechnologia a
gazdasagi fejlédés egyik huzdagazata.

A GMO = Genetikailag Mddositott Organizmusokat mas néven
transzgénikus él6lényeket génbevitellel allitjak eld.

A DNS diagnosztika felhasznalasaval egyedek azonosithatok és
betegségek diagnosztizalhatok.

Céljai:
e Diagnosztika
o Gyogykezelés
* Ellenanyagtermelés
 Mezbgazdasag



A molekularis klonozas elvi vazlata

b Plazmid (kl6nozé vektor) Kromoszéma
Hasitas restrikcios
endonukledzokkal

Vektor és inszert
(kilonb6z6 méretli fragmentumok)

egyesitése DNS ligazzal
In vitro

szakasz
Rekombinans

v \ 4 DNS

Transzformacio
E. coli
baktérium
(gazdasejt)
l Sejtosztddas és

plazmid replikécié Plazmidot’
In vivo tartalmazo
szakasz klénok




Horizontalis gélelektroforézis
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Vertikalis gélelektroforézis
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restrikcios hasitohely

palidrom szekvencia

Restrikcios enzimek

ragadds/tompa vég, kompatibilis vég

izoskizomerek: a keletkezett végek megegyeznek
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Iranyitott klonozas

Kromoszoma
EcoRl Dral
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Hasitas EcoRl és Dral
Ragados végek restrikcios endonukleazzal Tompa végek
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EcoRl Dral
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Vektor és inszert
egyesitése DNS-
ligazzal

EcoRl és Dral enzimmel
emeésztett és izolalt
plazmid vektor
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Transzformacio

Elektroporacidval Rekombindns
plazmid

Kompetenssé tett sejtek hdsokkolasa

Transzformacio
Szelekcio a plazmidra altalaban

antibiotikummal
Szelekciod az inszertre G@ O

— Inszercids inaktivacio: antibiotikum
rezisztencia elvesztése

Felszaporitas

— ,kék-fehér szelekcid”
— PCR
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Plazmid vektorok

Altalaban E. coli-ban fenntarthaté
Nem esszencialis gének elhagyasa — méret csokkentés
Nagy kdpiaszam (pl. pUC vektorcsalad 500-700)

MCS (multiple cloning site) vagy polilinker: akar 20-nal is tobb
restrikcios hely

Szelekcidos markerek

Az operator régidhoz kotédé Promoter és operator
represszort kddold gén régio (expresszios vektorokban)
(egyes expresszios vektorokban)
Riboszoma-kotShely
(expresszms vektorokban)
Replikacios origd
Transzknpuo terminacios
szekvencia

. > (expresszids vektorokban)

Antibiotikum-rezisztencia gén



Genomialis DNS konyvtarak

Atfedé DNS
fragmentumok serege

(Y Fragmentalas restrikcios . acp \ \
endonukleazzal - | g

A klénozni kivant genom l

A DNS fragmentumok

vektorba klénozasa
A DNS kényvtar | 4
sejtekbe juttatasa
<€
=3
=
Rekombinans vektor
molekulak

Rekombinans DNS kdnyvtarat
hordozo sejtek

A teljes genom feldarabolasa utan a kapott darabok vektorokban tarolhatoak.
Bakterialis mesterséges kromoszéma (BAC): 300 kb, F-plazmid alapu

Eleszt6 mesterséges kromoszédma (YAC): tébb Mb, rekombinalédhat
Lambda-fag vektorok: 15 kb, stabilan fenntarthato

Kozmid vektorok: 45 kb, bejuttatas fagfert6zéssel, plazmidként tisztithatd



cDNS (complementary DNS) kdonyvtarak

 cDNS: intronmentes kédold szekvencidk, csak az aktualisan
transzlalodo gének

* egy adott sejttipusban egy adott pillanatban kifejez6d6 fehérjéket
kodold érett mRNS-ek szekvenciai

 DNS formajaban

 ataroltinformacio szlirheto
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Klénozo vektorok

Klénozo vektor (pUC18)

Hindlll Pstl Xbal Smal Sacl
AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTC

Sphl Sall BamHI Kpnl EcoRlI

pUC18 poliklonozé hely (MCS)

MCS: multi klonozo hely

ori: replikacios origo a fuggetlen replikaciohoz
lac promoter: indukalhato promoter
ampicilin rezisztencia



Expresszios vektorok

Az inszertbdl a transzformalt sejtben fehérje irodik at. Fehérje
termeltetésre, szerkezet, funkcio, interrakcio vizsgalat.

* Kuléonb6z6 promoterek a klononzo hely elbtt

— Er6s vagy gyenge promboter, lehet szovetspecifikus
— Indukalhaté vektor

az expresszald orgauzsban ninkodo rephikiacios ongd a hatékony expressziohoz
{rephikativ vektorok) sziikséges szekvenciak
{promster régio,
nboszomakoto szekvenciak,
transzhnped tanmunacios
szekvenciak sth.)

ey éb szebivenciak (pl. a
]}lz‘r?_mul stabal
rephkaciggat, vagy
mtegraco)at segitd aének,
a promoter ik odesét
szabalyozo zének)

az expresszalandd odén

*F=={(cDHNS, intronokkal
mesterséoezen Kiesészitell
¢S 15 lehet:, sziamal
szekvencia beepitese,
eltiwolitisa, ntka kodonok
sramanak novelése,
ceokkentese, tag szekvenciak
beépitése sth.)

E. cofi srelekcios marker gén
(shuttle vektorak)

/ az expresszaloe organiznusban mukado

E coli rephikacios onigd srelebcios marker aén
(zhuttle vektorok) (replikativ vektoroknal fontos)



lzulin termeltetése baktérium sejtben

Proinzulin

ANAAN

Reverz Plazmidba Fertozés X NS

transzkriptaz épités E. coli-val m_)

— = — - O

(A)n

Hasnyalmirigy Proinzulin Proinzulin Rekombinans Transzformalt
mRNS cDNS plazmid baktériumsejt

A baktérium sejtben csak az intronmentes cDNS szekvenciarol
képz6dhet megfelel6 transzkriptum.



Gének terapias célu, mesterséges expresszaltatasa

Tipikus rekombinans gyogyszerek

e protein-hormonok
e vakcina-antigének

e antitestek

e citokinek

e ndvekedési faktorok
e véralvadasi faktorok

Rekombinans inzulint termel6 bioreaktor



Aequoria
victoria-bal

Két fehérje sejten belili kolokalizacidja

Egy gén expresszidjanak (csak promoter + riporter gén), illetve a
fehérje citoplazman bellli lokalizacidjanak kovetésére (promoter +
riporter gén + ORF). Ez transzlacios egységet alkot.

Riporter gén: GFP (Green Fluorescence Protein), egy zold szinben
fluoreszkalod fehérje, vagy valtozatai(pl. : sarga, CFP: ciankék
szin(i), mas molekuldk (pl. DsRed: voros) vagy



Transzgénikus élolények fuzids fehérjékkel

GUS riporter gén mikodése GFP riporter gén és
Arabidopsis névényben Drosophila liciferaz és Arabidopsis

B-galaktozidaz aktivitas jelzi a

Mashl expresszi6 felnétt egér agyaban. : i
noggin géne mikodését

B-galaktozidaz (lacZ) riporter géne,
Mashl ::lacZ transzgenikus egér



Hibridizacids technikak

bioldgiai mintabadl vagy génkonyvtarbdl lehet kimutatni egy
adott DNS vagy RNS szakaszt

nincs feltétlenil sziikség szekvendalasra (mutaciot azonositasa)

a DNS két szalanak komplementaritasan és reverzibilis
denaturacidjan-renaturacidjan alapszik a minta (templat) és a
proba kozott

a minta jelolt DNS vagy RNS

automatizalt szilardfazisu oligonukleotid szintézissel
(szintetizatorban) allitanak el6

fehérjék azonositasa ellenanyaggal



Southern-blot technika

«—— szlirépapir

nitrocelluloz/
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nylonmembran
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S S S S 6 agaroz gél
ALV A 4 YA/ v

tamaszto szivacs

4

«— puffer

specialis DNS szakaszok kimutatasara szolgal egy komplex
DNS mintaban

a gén mérete vagy szerkezetbeli megvaltozasa is kimutathato
az emeésztett DNS mintat agaroz gélelektroforézissel
szétvalasztjak

majd egy nitrocelluléz- vagy nylonmembranra ,blottoljak” (a
gél torékeny)

A lenyomaton in situ denaturaljak a DNS-t, majd hibridizaljak
egy radioaktiv vagy fluoreszcens modon jelolt probaval



RFLP — restrikcios fragmenthossz polimorfizmus
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RFLP (restrikcios fragmentum hossz polimorfizmus)

kromoszomalis DNS
(pl. elsészamu gyandusitott)

restrikcids endonuklazokkal
torténd hasitas

SO

4
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Y \7 >
a fragmentumok elvalasztasa
agaroz gélelektroforézissel
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 homoldg DNS molekulak variacioéit (pl. SNP: single nucleotide
polymorphism, kiejtve ,,sznip”) detektalasa Southern-blot
modszerrel

* teljes genombodl indulnak ki, melyet restrikcidos endonukleazokkal
kezelnek

* a kapott mintazat egyénenként valtozik



Northern-blot

(A) DNA is cleaved; electrophoresis (B) DNA fragments are blotted (C) Filter is exposed (D) Filter is exposed to
is used to separate DNA onto nitrocellulose filter to radioactive probe photographic film;
& film is developed
el

DNA restriction

BE fragments
7 (so many that
individual bands

Heat-sealed bag

Filter
X-ray

P
robe in film

M1
Sz mnal]

run together)

Nitrocellulose

i solutlon
Size filter /—A\
markers __, G i T
— "'T | 2
Gel = & 5 % e b0 = 7
i e - o e
P /I \\
Buffer < Absorbent Nitrocellulose DNA fragments Probe hybridizes with Bands on x-ray
solution  paper filter transferred onto filter homologous DNA film created by
(invisible at this stage) fragments (still not visible) labeled probe

* RNS molekulakat analizalunk

* joval nagyobb elGvigyazatossagot igényel, mivel az RNS
rendkivil bomlékony

* egy adott sejt pillanatnyi génexpresszios allapota és annak
valtozasa



SDS-PAGE szeparaldé gélen szétvalasztjak —

A. Western blot denaturalé gél

: nitrocelluldz membrdanra blottolas
l Antigen samples | Blotting tank . P . , , ,
X \l . jel6lés antitesttel — nyul, kecske, egér altal
nitrocellulose sheet ot

T /

specifikusan termeltetve
— A: hagyomanyos eljaras
— B: Blottolas elektromos arammal
— C:jelolés szinreakciévan
N

/Kx
=
ﬂbeled f%u’
antibody

Separation gel

Immuno-

Develop and fix staining of blot
autoradiograph
S E——
Antigen bands Autoradiography
visualized . .
Detection in Western Blots
Western Blot Setup Detection Signal

d {colorimetric or chemiluminescent)

B . = Cathode .
~

Gel cast between glass plates, )
Notches cast in top of gel to receive samples. Enzyme-conjugated — Enzyme Substrate

Secondary Antibody
Separated Gel
Components e Transfer Membrane , .
= ] ) Primary Antibody
) Filter Paper Target Protein
Tracking Dye — = Pad
Z:: ads .
= Support Grid — ¢ ' A
; 24 e, . . N
s l ™

Membrane Containing Transferred Protein




DNS-chip (microarray) technika  rakosseit normal sejt
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hibridizacios technikak legujabb RNS izolilas
valtozata v v
mRNS mRNS
szilard hordozo (1'2 cm2, pl reverz transzkriptaz és
szilikon, tiveg) v jeloles ¥
. : cDNS cDNS
tobb 10000, 20-5000 nukleotid Vorés fluor, proba z61d fluor. préba

hosszusagu DNS proba

két minta egyutt
a minta fluoreszcensmodon jelolt l

, ., , , hibridizalas a
géenexpresszios valtozasok, SNP-k, microarray-hez

genetikai klildnbségek
bioldgiai mintak dsszehasonlitasa




Polimeraz lancreakcidé (PCR)

Kary Mullis 1983-ban fedezte fel, Nobel dijat kapott érte (1993-ban)

egyetlen vagy kisszamu DNS-molekula meghatarozott szakasza
(célszekvencia) amplifikalhato

specifikusan kotédok primerekkel indul a reakco

in vitro enzimatikus reakcio

100 bazispar és 10 kilobazispar kozotti tartomanyba esik

PCR termék szigoruan vett értelemben nem kldn

PCR oligdk 5’-végére restrikcios hasitohelyeket lehet beépithetni
A DNS-szekvenalasa és mutagenezise is torténhet PCR-rel

amplifikacio fluoreszcens jelekkel torténd valosidejl kovetéseével
kvantitativ PCR-t lehet végezni: génexpresszio kovetése

nyomnyi mennyiségl DNS is amplifikalhato
archeolodgia, virusok vagy mikrobak kimutatasa
,DNS ujjlenyomat” - repetitiv elemek kozti egyéni eltérések



hatarolo szekvencia  celszekvencia

A PCR ciklus l primerek hozzaadasa

H

DNS hédenaturacioja
leh(ités

a templat DNS-t tartalmazd mintat 5 37— Primerel—73 === 5’

90¢C folé melegitve a két DNS szal l hstabil DNS.polimerz
elvalik (denaturacios fazis) ————— —— primer extenziis
502C-on a primerek mindkét szalhoz l DN hédenaturicioi
hibridizalnak (anellalasi fazis) T————

72°9C-on szintetizalodik az uj, :
komplementer DNS szal o —
(polimerizacios vagy elongacios l DNS szintézis

|

fazis)
e -— \

héstabil polimeraz pl. Tag-polimerdz T  vegrermelek
DNS-termék exponencialis Gtemben l DN hodenaturicisia
Szapo rodik DN szintézis
végtermék neve az amplikon o ——————
—
l ;sqg;ﬁfri?éili(gg expumenels

tovabbi ciklusok



PCR-RFLP

Vizsgalando génszakasz PCR amplifikacidja
PCR termék hasitasa allél-specifikus restrikcios endonukleazokkal
Gélelektroforézis a hasitasi mintazat (genotipus) azonositasara

Akkor alkalmazhato, ha a mutacié megvaltoztatja egy restrikcios
enzim hasitohelyét
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Apasagi teszt

Minden gyermek az apatoél van?

1 2 3 4 5 6



DNS-szekvenalas

* DNS-szekvenalas az a folyamat, melynek soran
meghatarozzak a DNS molekula nukleotidsorrendjét

e Sanger-féle lancterminacios (enzimatikus) modszer:
Frederick Sanger 1977-re dolgozta ki, 1980-ban Nobel-dijat

kapott érte.

* Automata fluoreszcens szekvenalds, Leroy Hood nevéhez
flizodik, felgyorsitotta a Sanger-féle szekvenalo reakciok
kivitelezését.



Maxam-Gilbert féle kémiai hasitas modszere

5’-32P-GCTACGTA-OH-3’

— Eredetifoszfatcsoportok eltavolitasa alkalikus foszfataz kezeléssel

— 5’0OH végre nukleotid kinaz enzimmel vitték fel az ATP radiokativ terminalis

foszfat csoportjat

* A polinukleotid elegyet negyfelé osztjak és 4 kil-6 kémiai kdzegben specifikusan
hasitjak a 4 bazis mellett (az adott bazist modositjak pl. metilalassal és kihasad a
molekulabol)

 Ha a bemutatott oktanukleotiddal elvégezziik a négyféle hasitast, a kovetkez6
fragmenteket:

Hasitas A mellett:

Hasitas G mellett:
Hasitas C mellett:

Hasitas T mellett:

32p_GCT
32p_GCTACGT
32p_GCTAC

32 P-G
32p_GCTA
32p_GC
32P_GCTACG

» detektalas: PAGE (poliakrilamid gél elektroforézis)

n A G G ¥




A Sanger-féle lancterminacios (didezoxi-) szekvenalas

templat DNS ,
5 3

DNS hédenaturacidja
primer hozzaadasa

3 5
[> polimeriz B ddATP

dGTP
B dcTp polimeraz reakcié
dTTP

NH,
o o o N
10 =
HOZ T/ ST NN —
HO/ OHO/ OHO/ O/\gf NJ

ddATP: 2', 3'-didezoxi-ATP RN 3' H

termékek

s [ [T T T T T T T T W 3 H
F

e [ [ T T T T T T TTTTT T 3H
F

I T I A
F=

DNS-t magas hémeérsékleten denaturaljak

templat szalhoz szekvenald oligonukleotidot parositanak

négy parhuzamos szekvenalod reakciot allitanak 6ssze, melyhez
kiilonboz6 didezoxinukleotid-trifoszfat (ddNTP) molekulat
kevernek — leallitja a reakciot

reakcio soran kuléonb6z6 hosszusagu Uj DNS-szakaszok keletkeznek
vegukon ddGTP, ddCTP, ddTTP vagy ddATP molekulaval



Szekvenalo létra

max. 1000 nukleotid
hosszusagu lancok

eredetileg poliakrilamid
gélen
el6hivas a-3?P-dATP vagy

a-3°S izotoppal jeldlt dCTP-
vel, autoradiografiaval

1 szall ismeretlen DNS szekvencia

ACGGGTTAGCTCTAGG

e

5— 3

5’ jelolt primer

DNS-polimeraz

.//\\

dATP dGTP dCTP
S reccen gTGco; AATCG B rGcccanT gTGccc
TGCCCAA TGCCCAATCDGAG TGCCCAATCGACGAGAT g TGCCCAATC
TGCCCAATCGA TGCCCAATCGA TGCCCAATCGAGATC
TGCCCAATCGAGA TGCCCAATCGAGATCC
“ J
l poliakrilamid gélelektroforézis
A G T C
12 C
9 —_—— A
8 —_— G
7 —_— A
6 e—— G
5 —— C
4 ———— i
3 — A
2 —_— A
1 — C




Automata fluoreszcens szekvenalas

umttuumnmm‘mmnmm..muhmmms a“&

.-:,-'«C'C GTG' cC CCGCGCAG CCGGAG A AéCCCGGAG

* PCR készulékben zajlik a lancszintézis, ezaltal kevesebb
templattal lehet inditani a reakciot

* fluoreszcens festéket alkalmaznak

e A fluorofort vagy a ddNTP-kre vagy a szekvenald primerekre
lehet bevinni

» egy reakcioelegy, négyféle fluoreszcens festékkel jelolt
didezoxi-nukleotidokkal

» kapillaris gélelektroforézissel valasztjak szét

» kapillaris gélelektroforézissel valasztjak szét

e kromatogram (masnéven szekvenogram)

e egyszerre 96 minta analizalhatd 900-1000 nukleotidig



