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1.A g®nt ecthonroti®maeka me®&r f ¢ dk?° v

A g®ntechnol -gia sz¢let®s®t megel Rzte a DNS sze
mol ekul 8ris mechani zmusainak felt8r8sa. Ez®rt a
s a nukleinsayv biok®m$ak3m®®rflodztdekl€)veﬁenle\k§z((®ls§$1§|k
m- dszereknek a | e2r8s8i g, amelyek | ehetRv® tett
technol -gia fejl RI®s®t jelzR fR m-dszertalni %j 2
el vezetett a genom projektekig ®s a nagy 8teres

1.1. Az °r°k2?2tRanyag felfedez®s®t R
1.1.1. A DNS felfedez®se ®s a k-libakt®

A g®ntechnol - gia kial akul 8ks 8nneogzj, e | ae nr®sk®&hnebzi nv8enzse
| ® pReieditich Miescher (1844 1895) tette med869benaD NS f e | VeleMlesche®as & e u k o c i -

k®mi ai °sszet ®t el ® vizsg8lta. A sejtmagokb- -1 e
tatal ommal | ell emezhetR anyagot sikerg¢glt el k¢l ©2n?
nem csap-dott ki az oldathb- 1. K®s Rbb ugyanezt a
kezel ®ssel | ebontotta Aa freihnetr§ bReknt Rl a le§ IthRatR °fseshz@®
prote8z kezel ®ssel s ze mb eMédschareegzyi s¥zjt,e nkcoira8 babrarna in
tal 81t Ezt a sejtmagokra jellemzR anyagot Anuk

1.1. 8br a: Friedrich Miescher

Theodor Escherich(18571911) n®met gyermekorvos ®s mikrobi ol
Vvizsg8lva sz8mos addig ismeretl|l emelgake ®@r i éreb&tul &
bakt ®r i umo tBacterium tolf corarkuiea n&vet adtlB86bEnedm®hiykBL t a
u t Bscherichiacolinev et kapontatp jbaakntk®&rai uam g®nt echnol - gi ai
i par egyi k |l egfontosabb eszk?°z®v® v8lt, melyben
kor ¢l m®nyek k°ozott 20 percenk®nt oszt - di ke, egy

EFEE9 1 _5x a_\C %1 50K Eoe T ny

7P —

122 8bra: Theodor Esx:hnehcblacolelhelair|cd1®p1|ek|®esalz-pos
( m®r &@,5m)2
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1.1.2. A DNS °r°k2tRanyag szerep®nek ti

Frederick Griffith (18791941)britb a k't er itod d Rauysu | laa d 8§ st Sifeptocecausmo ni a
pneumoniad a kt @t i v mMiRgp&Inv o el f edezt e a tAr dmkzak@rtri m§Pcri z

haszn8lta fel k2s®rletei sorg&8n, mel yelimdt ar 2l (€
smooth  @durvat ° r z,ough.RAzSt °rzs k®pes t ¢ ¢dRgy-tuPradsgstmok
Egerekbe i ekt8l-varasbake®®numokntal akub:- t ¢ dRg
m2g -B82r Rs t ®n az eg®r t ¥ ® . AfikoDsbe&rtdrtanh

majd egerekbe injekts8lta az 29y

az el puts%r
annak el l e
k2s®rl etekb . Az elpusztult egerek szervezet ®b
bakt ®riumokb-1 kiker ¢l R anyagok amaladhRt °Ar§2 sabh ea k2 d
bakt ®r i umokat, vagyis a fertRz®s k®pess®ge 8t ad

nj

ese
bakt ®ri umokat,

24t dr&sRBReRtartoz:- bakt®ri umokat keve

n ®r eaz Rthorgzys °@samaagz8 dealn®°sl t8 r3 al mat | annak
en

(Ma m8r tudf@kzsbegyaatrod: bakt®ri umok rendel ke
v ®d e | me t gabdaszervezstimimunaendszere ellen. AzRr zs eset ®n ez hi 8ny
k ®pess®ge, vagyis a poliszacharid burok | ®treho
®ps®gben megmar®adts, bm&kjtd®ra zu nRv et8tl t@ANS amdklge kwu ll Sk
jutott 8t a kor8bban fertRzni nem k®pes sejtekb
R-torzs (nem okoz S-torzs Hékezeléssel eldlt Hékezeléssel eldlt
megbetegedést) (megbetegedést okoz) S-torzs S-torzs és R-torzs
° % 3% .
% a | %o Wi | ke ¥
° ’ . ’ * *%° ,
Az egné);réalztben Az egér elpusztul Az egr:;re’alztben Az egér elpusztul
1.3. 8br a: Frederick Griffit(®GNW®RseeBacumentation hicerise amerz & &r
Madeleine Prie Bal)
A transzform8ci -®rt felelRs, vagyis a genetikai

Oswald Avery (18771955) Colin MacLeod (1909.972)® $Maclyn McCarty (19122005 mu n k 8] 8 n a k
k°sz©°nhleddiren Agubl i k&Irti ki ¢$®r ket aé¢ 8 sRneumocaccus a s o n |
bakt ®fr@sutnBrRzeseit hdadznr$btR§k siA.kz2rglt i zol 8l niuk
K¢l °onb°zR k®mi al m-dszerekkel vizsg8lva eDNbGr epa
b RI 8l I, ®s nem tartal maz feh®rj ®ket. (Akkori ba
Ezt k°vetRen k¢l °nb°zR enzim prepar8z,u3dkkal k e
Transzform8ci -t c¢s ahlka aa& kprre mmaegnB tt aokpraieskzit allstaa kv,o | t
viszont nem g8tolt8k transzform8ci - t.

14



14 8bra: Oswald Avery

Avery ®s munkats8rsai eredm®nyeit akkoriban a tu
mi v el | ogi kusabbnak tTnt a 20 f®l e aminosavb- |
funkcion8l nak. D2O52benAlfdet iHersRey LF0&1®r9l 7@&)arth@ £€hase (19272003)

hajtott8k v®gre, akik T2 bakteriof8ggal k2s®rl e
rendel keznek, melynek bel sej ®ben DNS tal 8§l fsedt -

ed l ent ®t ben tartal maznak k®nt , ®&€Shassaretl erkd rd vteaar tj

rad|oak3563v®k®3fPQ(szifzcnrt-(§>ok fel haszn§l §Ehhezalyana f et
bakt ®r i umokon szapora&y®stvagg’R waf€agbhtt Smealyakon
m-don jel°lt f8§gr®szecsk®kkel azutg8n olyan bakt
n°vekeds eikzotA- p nagyr ®szt a bakt®rad umsjetj ¢ keklem| K
vagyis fertRz®skor a f8g DNS bejutott a sejtekb
“%j onnan k®pzRA®tf fgre@Szeksk ®®kad a Srneh.Ri gener &
Eredm®nyei k eli smer ®sek®ppe@ds H&a-wbmegho(sMa xw aD e lakkri
bakteriof8gokkal v®gzett k2s®rl eteikben-ben repl. i
fiziol - -giai ®s -dtyastkdpm&@hyi Nobel

158bra: Al fred Hershey ®s Martha Cha

1.13. A DNS kett Rsh®lix felfedez®se, a

A g®ntechnol -gia szempontj 8b- | k ul cfsefl of netdoeszs®gsge¥s
James D. Watsor(1928) Feasicis H. C. Crick (19162004)n ev ®h ez f Tz Rdi kDNSWat s
k et t Redddljl ®ixurice Wilkins(19162004)® Rosalind Franklif19201958r ° nt gendi f f r
adat ai al aplpsgbanB I mdd eltlt ahdlejyesen felt®telezte,

i r 8anyfbut - sz 8| Brwin Ghargaff @9052a0z0.2 )Az8 | t & Iz a Im&aylfyaopjy&en t( a
adenin ®s a timin, tov8bb8§ a cihbttomli mMe®yeasequdmril
hogy a sz8lak k°zotti ekkapc Kalsatmoe tdoa -k § zRlssedkk 1j ke®l &
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Wat son ®s Crick modellje r8vil8g2tott a DNS meg
b§8zissorrendje egy®rtel mTen meghat 8§rozza a @s&si
el inform8ci-. Az elvs8lasztott sz8l ak mintak®nt
szint®zi s®hez. ¢gy k®t Yj kett Rsh®l i xhez jutunk
mechani zmust szemi koervervak?v repli k8ci- -nak

Wat son, Cri ck-be@ffsi zWidlk-ignisail9®s2 -d?t vast kdpm8nhya DIN
felfedez®s®®rt . Rosalind Franklin, akinek a hoz
sajnos nem r ®s zleisgmenre@selt & n ,e blbgeya mizs-baneéhgnyt. ®v v e |

16 8bra: A. James Watson (balra fent )k e tFtrRmsodeti¢si xCr i

(jobbra fent); A Rosalind Franklig | t a | k ®s z¢t it feft rt a KDNIS- s zfgd | v ®t el , mel Yy
bizony2t®k volt a modell helyess®g®t il

A DNS szerkezet®nek megi smer ®s ®vel azonban m®g
mi |l yen m- dan DIN&s znod £klul 8ban t8rolt geneti kai ir
DNS a feh®rj el 8n cMashall Mitenberg®iO2®0)v &«l- dodni &1 sR, ak
a genetikai k-d megEeql$ sttek eci®noplKaz®Rgj 8t ehdez
a feh®rjeszint®zishez sz ks®ges mi(poliieg)n & mgp ol n
feh®rjeal kot aeng yneots arva ki®aza¢klt 2evgayre tj el °U vtee mplo§ tt
et ®n csak a fenilalanin ®p¢l be a feh®rjel 8nchb

k2 s®r | et em§s ed&rkior o sreB\dkGolind Khorana kK19282011)r © v i d
oligonukleotidok szint®zis®t kemés ngbtta ehRE§mht

pol i mereket, mel yekben kettR, h8r om,i Nirehbergt ve n@
k2s®rl eteiilseez thesndarels: eemx presszi -s rendszerben t
eset ®npbi gbgnpkba k®t f ® e aminosav ®p¢lt be, sz
egyetlen aminosavb- -1 8l - szab8lyos polimer jel
szab8l yosan i sm®t | Rdwhdez igdzoltankeoggR t g eerr eetdim®eniy ekz-t ceh a n
h8rom b8zis defini8l, tov8bbsg, hogy a b8zishs8rn

Nirenberg, Khor ana ®tfedétte fel) 196® a(na za ugte-nbebtii kaa it RKN S
megkaptaa Nobal 2 | at .
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1.2. ADNSAmani p 8 b Slkadmas enzimeki el f ede z ®s

Az ©°r°k2tRanyag k®mi ai ter mPszet ®n e k , szerkeze
mel |l ett a g®ntechnol -gia kialakul 8s8hoz sz¢¢ks
felfedez®se i so0sadalzb egryiikm | & gDb ®NSpzil n tnRmitFsti@® r t

Kornberg (19182007) fedezett fell957b e n . Kor nber g -bea Nd&b8lds2sjg§jga8lt j1wdt5
(SeveroOchoa® al megosztva, aki el Rsz? rtislehezsomet2it 2§ It rai, )

17. 8bra: Arthur Kornberg

Werner Arber (1929)ab a kt er i 81 i-iso diefsit k § Kioriiszsy e §1Bb6&he80tyan
enzi meket fedezett fel, mel yenkenmm@l°het eat tr @vkool nmba
bakteri of 8gok 8&jynaazkd acskegjitt svpiezcsigf §IEiGaiK 1 Me g Prggblene

fel szapor2tott baktkearli offe8rgtoRkz nael kaaz€sgoyinBym Shsaltt kKS: stB®or kd :
tor zsdbrenszapor2tott f8gok roakKReshdatrt®kerys 8 dHaalvi
a keresztfertRz®s az Y onnan termelt f8gok mS§r
fertRzi k az eredeti gszapdradldjrtbetr, famhifleadre zk @r, Shha
hg8tter ®ben a DNS metil 8ci -ja (modifik8ci-), ®s

Ar est rmokdciif-isk 8§ ci -tse i ®tin des 1z e mmeesktami: k ®@ig -y S® se redgoyn waknlne
med e |,BNSket iehzBnzZA restri kci - s eanftlzsmendgy-8l8&z ispreyii f D N

szekvenci 8t ®s has2tja a DNS mindk®t sz8§Il 8t. A
adenint(azaminocsopod n ) , v agy e g ynercvadyazaminocsopoal) .5 A s2®t r i |
endonukltuedjgeh ameatz 2 gy m-dos?2tott szekvenci 8t. A

®s | el e nspe®ifikyslhbakt ®s i-aam M2NS | §znak k°snz@nh&tl Ren t:
v@&dvana estri kci -mTlNd@se@milecdd&k §2 vi | §gb8hgb-pl sz 8&gwma:
felt ®wne mh agy amakotb®rli vam t PmizrsdR|I medtr ikleglika ugyane.
szekvencda@kin&stri kcioknagy@ehdseszakhlTe®g gkl ®sl Rgy | eb

Azel sR r est r i k tHamilkon @mithd (2981) ® ami8l Nathans(19281999)i z dalaf |

1960as ®v e Natha®®®@hen el sRk®nt haszn8lta a restrikec
(AzSV40v2rus restrikci-s t ®mkS8@p etz@®sh®tterzveRg e 2 he,epn iz K
melyekt ©° bb k gk 8§ nb° z Raspedfieukevi ehmacsiz t 8s §t.Atlesrzj kShmiehlet Ry

restrikci-s endonukI| e 8 zbarknlegkaptaa Rapd 2t 4t kut at §8s ok @
Martin Gellert (1929) fedezte fel DNS-| | q@x T el96Zb emet amely k®pes a |

v®geit foszfodi ®szter k°t®sekkel kovalensen ©°ss
forr8sokb-1 ek&8kmhgk ©O&flpem?2t ®s®nek, 2gy a rekorm
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1.8. §Warnar:ArberHamilton Smith® Paniel NathangHS ar ck ®pe: Creati ve Commo
Gitschie; DMrar8sk®p ®meak ongl Library of N

1.3. A rekombin8§ns DNS techni ka me

Az el sR, wval . -di rekombi n 89728b éDrN St °nroPa@ Barg (L&Y .| ®t r e
el sRk®nt dol gozott ki egy enzimekre ®p¢l R m-dsz
If 8g) egyes?2t®s®re. A cirkul8ris DNS mol ek-tl 8k a
termin8lis detamsxd §2 boemakmmelt ildezel te, mely enzi
meghosszabb2ztani a €KepubscCesp&t k@t ®hdombobndmeEPLt a
homopol i mer Afagrkatpl kPEARR. addN@®n f Pobki N®rr §sb -
mol ekul 8n 2gy egym8As s@d-T Jkotrmipll reyrieln-t ew® g epkodti t ud

0
WatsonCr i ck f ®l e b8zisp8rosod8ssal felismert®k eg)
pol i mer 8kt g®st DN&s zn 81 ban Nolidn2kj §jsasl§ gj8ut all9mdadz t § k .

Stanley Cohen(1935) 1973-banE.colisej t ek transzform8ci -j8ra dol g

pl azmi dokat (extrakromoszom8lis, cirkul 8ris, kA&
tudott bejuttatni a sejtbtke . A bakt ®r i umok a plazmidon tal 8l ha
ell en8l Il -v8 v8ltak az antibioti kummal szemben;

® v bHerbert Boyer-rel (1936) egy ¢t
plazmid restrikci-s
seg?t s®g®vel i1l eszt
kiindul 8si 8mmhekub®n

t mTk©° dwv e klo@ittsrpled@imozto tkt ® te gny§ s |
endonukl e8z kezel ®sl ihga8tz8§s 8§ r
et t Rkoliejstzeek e tA zt g n spa facrnm &ld
tl (amtibioti kum rezisztenci

rekombi nt8§ ntso DIN&Sk | ®t r e, dae npol nasztnri &dl ot k8 kv eakztto riks®n th
haszn8,] hmagyki s m8s forr8sb-1 sz8rmaz- [aBNS dar ab
f ennt aRH. tolhsaetj-tke k ben, ahol a plazmid jelenl ®t ®r e
seg?ts®g®vel l ehet szel ekt 89376bia.n Hreerghad Gdpeh@coyt & r§ k@
nevl c®ge@ne chelloy -lagidejte®Ritpat ette. A Genentech a r
gyakor |l at.i al kal maz8s8t val - -s2totta mekgcoli A | ege
bakt ®i umban t°rt®bBRnt ceAMemuéi ®den®wokenk@7 gl t f

19. 8br a: Paul Ber g, Her bert Boyer ®s ¢
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A rekombin8ns DNS techni ka megjelen®se azonban
aggodalm k at i s kel tkeitlto.n bFPPezl R semeerbt8&kT °addBeknape& ol §s !
Yaj v2rusok i lvleestzwd pled Ktl ®reinumekst er s®gesen °ssze
®l RI ®nyek igen komoly hum8n eg®szs®g¢gyi kock§gz
el Rre med hmmem jh-at §8suk | ehet m8s ®I Rl ®nyekre i s.
| ®t rehoz - --heak ®ndv d9dl4t a, hogy a vesz®l yekre val

k2s®rl et eket -sreelk,0o mbm2ngg nas nDeNgShbeil zetl dRn ss&apib 8d |yR2zr8&s c

sz¢letnek. A k®5de@bdbrmé&gyiStbansg sn® iyasAsilemarlean fee tad meéir
k2s®rl etek felf¢g¢ggeszt ®se (morat- -rium) v®gy¢l 16
ki dol gontBs8i g tart

1.4. Hi bri di z8ci -n alapul - technik
Julius Marmur (19261 9 9 6Baul Baty (19202 011) a DNS hR hat 8s8ra bek
Vi zsg8beBEk @wvek enedjy® munk8val igen komoly befol

technol - gi HRkfeezjel I RRUs® sh@arte§8. s §r a a DNeSa knRitn tsaz &fl ®n yed |
megnR (-6 0hwnlm 8§mhossz k°rny®k®n a b 8szGhgs @l r &l nyne
effektusn ®ven i smert. A hRmMm®rs®kl et cs°klgym@s®wadl

kompl ementer saekhvencg®khkes@®s®k Y ra kial akul na
DNS denatur 8ci -, r enflat udre§ ckio-mp(l kegreonn be®rz R zeerkevdeentc |
hibridiz8tens®g®t sz8mtalan, a mai napiHlwithaszns§
Southern(1938)  81975beh kidolgozoti ®s r - | a T 8dutheedv ea et ( | e nzgroAnat )

SoutherAdb | ot egy adott szekvenci 8val rendel kezR DNS
(A hasonl - elven mTk°dR ki mut abtl8cstin ak jnServgesztz jRkN.S
Michael Smith (19322000)a helyspecifikusmutagenezism- d s zer ®ne k k978 p | KaRyg 8 s &
Mullis (1944)ap ol i mer 8 z (PGRiPolynerade Chain Reactipn m- dszer ®ne k me
(1983) kapott Nobeld 2 | atbaln9 9 Mi ndk ®t m-dszer kihaszn8lja a
Smithla4 alXakteriof 8g c®né&kl 8Yvid epgagkasgt &i DAS Kk
ol igonukl eoti dokat szintetiz8lt-, mehw@dkeiBkdwugy t
hi bridiz8l t aekgya sfz8agk aDsNzS§ veagly, 8 mi at k? a ®p gpRrha anek &
seg?2ts®g®vel ezut 8n a YI®U rRIil diez IsGzge®nl gagsraakk tISetoit 2
kompl ementer DNSIiIl&g®zonal engqyaes DINStt e az W sz§l
DNSnek teas8twurcsak8la hordozbhakda ®muugnokbta. j AtDMESS
r®sze az eredeti, m2g m8s r®sze a muts8§ns szekve
k®t ismert szekvenci ar ®sAzbl e tmekr°8zz° tl E8snmirtefackicd y h & £
DNS mol ekula (Atempl 8t0) tetszRleges szakasz§r

szakaszk ®t a t e mp leggty DN | e8ghyszintetikus bligonukleotdg le 4 ° | i ki . A
f el fe®@td.pdRkejezetbenr ®s z | et ez z ¢ k.

A DNS hibridiz8ci- jelens®g®t hasznglja ki a na
ADNS-chipo DN\Smicroarray) t echnol - gi a i sR afSteghendFEoddri®lbeny i k
fejlesztette ki ADNSE hi p | ®nyege, hogy eigsituksozvia l8ernds hkolrtd®szs:

oligonukl eotid pr-b8kat szintetiz8lnak fotolito
meghd 8r ozott elrendez®sben. Adott ter¢l eten csak
szekvenci 8ja. T°bb t2zezer ilyen folt is | ehet

felhaszn8l hatjuk p®ledsSuwli -asr rsaz,i nhto g&yt seogky i gd&n Te xep
meghat 8rozzuk.
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15, A szekvens8l 8§st - I®sa tgoewm®Omb kor s

8zissorrendj ®n diedenclke Sphgar{1®18)o z&B®I8g ;az ctl ts RKi®n
h 4975bencAIDNStr 8fstda R ®pd k|l eot i dokat szelekt2v m
el egyekhez, melgyelkbleompl smektvem®Bd athide s DN
enzim v®gezte. A szint®zis l|le8llt ott, ahov§ az
vol t apluszr? .n odls-zd s Aalter)Gilbert (1932)  Adlan Maxam (1942) 1977%ben

ki dolgozott egy alternatzv elj8r8st, amel yben a
ut 8n specifik@miai et hak Aevii®Itgea(nP®Pkek el v8l aszt §:
fragmentumok ki mutat8sa pedig radioaktivitgs al

nebbeBanged s®kham|l gozott egy ¥%j-pel | BeB8t, emel
n8l ta fel a [DNSSzin® ziewwtro zmjik§ha §asa8 rrae.a kA i - e-l egy be
meerngpzl , §dt eD\pg Hbtide®tp | | gonukl eot iOHV RApBsz ks ®pea
i nt ®z i &R (edzN 1) ® deyoxirfukdebtiet JATP, dCTP,dGTP, dTTP). ADNS$ o | i mer § z

®pes dNTP anal - gokat ips®IsdzBudbjddeddxinukleakd® nrti feol sfzof gg8at d
(ddNTP)a n adki g§ bnekrde mivel geknek nincs3 ®H csoportiaat ov 8 bbi szi nt ®z i
m- ds zerl S8nzc®retr mi n 8lc §esl M evzak®sd n & angimatikug, Hidexoki wvagy m® g
Sangerm:- d s z e9).Ba¢er®gy k¢l °neSlldgy atea&lcliz2t ott ©°sssele, |
Mi ndegyi k reakci - el egy-nukleotidotaviszore a didazoxauk e®d y fd®lke k@
csakegyee gyet . Az YW onnan szintetiz8l  -dott sz8I| aka:
| ®t r 8t a oradiogramon tudta | eolvasni. Sanger

ter mRs z e enS enoRfekrudX{8lm-dkDoNa&k t er i ojf Bmgak e( 5 235 glem)
szekvenc
8§
t

a
y
i

—

ut

t b

I 8] 8t. gEpembzekken8RESakghkor ®@ban BGBNSb e r t
| § m- dszer ei nedk? jkdatd ok ggpoxt8ts.8 ®3 & n Kk é&wbeleas e

szekven S
; az el sRt a -ba@eh®rjeszekvens8l §s®rt kapt

d2j vol

1100 8br a: Frederick Sanger

Kezdetben csak kiseltpe n o mo k s zekwve ®8BPFoanegf: g ( 4 8 kOPSbenamaj
Haemophylus influenza€l,9Mbp)b a kt ®r i zenl®s Rame | ae s npergoiksame r-@sa®tg
jelentette. AZE.coligenom szele97eaci §mMEM.6Mbg, medg BOOAg®BuUukar.i
k °r ®bRR |l e s@azch@ronfyces cerevisipe v ol t ed zy neelks Ra, tnel j e sl99ra n o m
k®sz¢lt el (1 2Cadnbripabditibet@bg egn®nmj.8 nfa k 1998 ameh &) € 38 R
(97 Mbp, .ABUmMONng@xIWhpn ~23 ezer gBoOMEsz Skgranng PE ¢
2006ben deétezRe (mMind°Pssze 14 ®& munkS8val-pen b8r
publ i k8l t8k. Sanger m-dszer®nek tov8bbfejleszt@
k°zel myldgbheanne r'‘Bnc.i - s szekwmemgileeinn®uictes ek knt e p§ |
(2004)t ov&bb gyorsult a géddn53rejezef ek Aendbdsoksgsgtzemd
er edyne&m®@ppen t°bb mint 4000 tel jreas, gmaloyre k zkekz et
200 eukari-ta genomot is tal & lunk.
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151. A polimer8z | 8ncreakci - felfedez

AzinvtroDNS sokstehes Re®g®t a poli mer 8§z | §1083bap. &k C i
felfedez®s el m®l eti h8ttere m8r -bePfpledezteasDN®r t v o
bi ol -giai szint®Mua®B¢ K. coibalga ®ir Z mmb8-fl oliizrod r§8 2 IL
enzi mmel dolgozott,Same§lyatsetgdd ct®tg ®y2il ntgt IDNSI n
folyamathoz kell egy templ 8t k®npolsiznod rg&82 -1 DeNnSz il
sz¢ks®g'ivoanno kMga, val amint mind a n®gy f afPkla DNS
M8r ma tudj ukgl ihmegry8§za e@MNSi m °nmag8ban nem tudj a
egy oligonukleotid primerre van sz¢ ¢ks®g (amely
RNSpol i mer 8z 811 2t®peelsR)p o BN&ezBdzai H&nyleantr rkeghoss

Ezen h§tt®r i nf or m8ci KéayMulksndeorl egto&htean ka .P QR 1 e lijs§ re
hogy ci kl iikvireBES tpaltie@®arziengysizetrre k®t ol i gomer
egym8s fel® t°rt®ni k az %% DNS sz8lak szint®zis
fej®ben i s megfordult, azonban azt c¢sak iseilleme®]| et
az Rt alkalmaz- Cetus Corportion biotechnol - -gi a
b8zispsr hosszl/4 szakas ztE.cslibkdr s1zt8 remizmn medtNiSz § IKh ie
fragment umg§va d oa ng onz8ort fernkRRIGTRIbES a b ¥ ® n bpuar iDMeSr § z
(Tagp ol i mer 8z) haszn§|t§k. Ennek k°vetkezm®nyek®r
ci klus uts8n % adag poli mer 8haenmEme? advs%bBNESR
sz8l akat tudtak szintetiz8Ilni

A m-dszes & Ok v®g®re m8r sz®l es k°rben elterje
sikereket (pl.: archlie®lfegzela, i gazs8&§g¢igyi orvost

1.52. G®Rnt echnol - giai el j8r8sok magasa

Azel sR tr ans z ¢RuddlfKaessch@194p] ®Rnsy Beat r i-k eh &1z ti@r4ben® tl 19
Jaenisch kor ai eg®r embri - kba (-b(AaSvVaQGeaycyi snzatj Soknbv:
eg®rben nem k®pes szaporodni .) Az embri - kat n
ut -dokk8 fejl Rdt ek.

Ralph Brinster ® s Ri Pamitar dl982ben %t t °r R munk 8t v®gezt ek a
el R8I 1 2t §sBagtkenm®kdrey®nett eg®r pette,semelekbiede
hordozott egy i azbwk’sg | hreett -g Bpod meodmelynre(h @2k ® j el en |

aktivsgl -dik) szab8lyoz8sa alatt. Az ilyen m-dor
| ®t rehozott egerek sz°veteiben az idegen DNS az
A bevitt DNSt ekgornsslt-rduoktcti -a ignenomba, sRt az idege
t ehs§gt | ehet Rs®get teremtett arr a, hogy b8rmily
mi nden sz°vetben ®s sejtben jelem Ilg®ypyemrns.zahsl
megfelel R megvsgl aszt §s8val fleehhRetjse®tgeets®rti ensduaki&n it ,,
vagy sejtspecifikus m-don.

A transzg®n technol - giB8¥&0 b®WBe lhelkzambs aaealnocleortd g E
azaz g®nki ¢t ®s technol -gia. A m- dsCamechi(kdB3%),ej | es z
Oliver Smithies(1925) ®s HByans(194)2007ben f i zi ol - gi ai ®®k?2 joatvos:
kapottEvans el sRk®nt iejdle&klett &mbraiRsre@l®Pibk afdboci bt E
injekt8lva sikeme@sanrihfabvttyknl &t dat ok, mektyek bi
RssejtekbRI fejl Rdnek, 2 gQapeachi k@s ®mitgtelitid eadn g el
bi zony2tott8k, hogy &adaomemlBsre&emmbhbB&migll dhjagt s ar
g®nekdtdtzot t asanaka: jenotmb azEv K®s RHIbt al kifejlesztet
embr i on8lgenen R4 s esgi &lexcostittan m- dos?2taniuk. Capecch
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alapul - m-dszert, melynek seg?ts®g®vel tesztelh
megc®l zott DN@A mzalbasdz Sessate®@n felt ®t 1 €ny BknBck B e n (
ou) ; | ehet s®ges a megc®l zott hel ykmckia)g.y A etlgcehsno
forradal mas2totta a biol-gia sz8mos terg¢l et ®t,
tel jes ® BI @nlfeeze). viTas gn a | egjobb p®l da err e,
eredetT emberi betegs®g kutat 8s 8 hkKQ(kneckau) g ed®et e

Egy nigwimk dszer, mellyel g®nek mTk°d®s®nek c®l zc
RNS interferenciee AmM8s n®ven g®l csendes®tl ®enek Bo@®ewFae? O O«
(1959) ®s Mé@lo @96@) kapott Nobeld 2 j at . A k®t kut atCaenorloadddis | o r ¢
eleganmmev T fon§l f@&r get ahakzkEmuBlalt dt§ kt, k Dto@ly & dzivin jRAK
adott g®n funkci - -veszt®ses mut8ci -gA8%lozd riastodhk -

volt kimutathat:- hat§s.) A k®tsz§l % RNS teh§t A
Amegc®l ozvao i s megi sm®telte a k2s®rletet, 2gy
megc®l zotitved ®rarze RN i nterferenci8hoz igen Kkis

felt®telezt®k, hogy valamilyen katalitikus komp
mechani zmusban. Ma m8r bizony?2t otrti,- th8dbgayn arel kR NS

mely méeg°tt a sejtekben szintetiz8l -d- mRNS mol
enzimrendszer sz8mos fontos funkci-val rendel ke
transzpozonokkal (mobilgenetik el emek) szemben, de el engedhet €
szab8lyoz8s8hoz is. Napjainkra az RNS interfere
v8lt, sRt v8rhat- -, hogy a | °v Rl &nfejege). hum8n gy - gy
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22A g®ntechnol -gi a al apj a: mo

Arekombing§ns DN gt®e lege®ix-erginedrijgy eszk°®zt §ra | ehet
®l Rl ®nyek egyes tul ajazoonnso8sg?ati & s §rte,g hjad I8Ir do@n ®Rsg@Rtn e
megvs8ltoztat 8§s8t. Megi smer hetj ¢k ak8r egy adott
inform8ci-tartal mDNSI s,z edadvszudri §rsazpg raTi nfkerlaa daat t §
mTked®s®t szab§l|lydzn¥ 2rtRomtit- kauh ® «cCiRd kzwnt Kk aln®t r e, s
el t8vol2thatunk az adott ®II RI ®nhybRI, illetve m:
(reverz,azaZf or d2 t agyénetikd. r §nyen m- don meg®rathwee j gk &lzt @
feh®rj ®k mTkod®s®t. A genetikai k-d univerz§8lis
organi zmusokba, ahol megt°rt®nhet a bevitt szek
organi zmusokatarfreal, h ahsozgny§ lah akh-@duoklyti sf®eth®@rnj S&td 2rit asgyk
(het er ol -egx pfreehs@rzkiz- a | ehet Rs®g az al apkutat 8sok
®s szerkezet®nek vizsg8lata) asbempechin®b-Igiias
Az expressz8lt feh®rj®tzE&mumokr a sizakzratenk \8%s6zrtme d @
adott feh®rj ®RI . AkS8r az eredetitRI elt®r R fun
feh®rfi ®h®rzj € megagyprdtdinsedggneering . Arra i s | ehet Rs®gg¢nk
sejtjeinkbe juttassunk Ibe z¥nygpesndteit ke @isgR@metke)ngSnEic

Ahhoz, hogy a g®ntechnol - gir&tkotmdn ynlg§enge D&EE anlok alk
el R8I I A trasmlunkbi efymer NS DNS mol ®sula8 v Iz SYIGe lnti o
bRIIi nszert) (8kilmmolakua braindked yet a k2s®rl etekhez sz

mol ekul 8ris kl - -noz8ssal §8lI|l2tunk el R.
rekombin8ns DNS = vek

A molekul 8ris kl-noz8s nem m8s, miomtbied@y ss DNSi f

fel szameng?d tpBzeabelbenE.col).Ezeknek a sejteknek a kIl - nj

i zol 8l hatjuk a mol ek ul.8 rLidsvitekd N s zeakpoarb?i tngsnis - NdS

polimer8z | 8ncreakti a mMPGRrerarbnbBangez an v®ve

e | IR. 6.fejezed.

2.1. Invitror e k ombi n 8§ c i

A t°rt®neti ©°sszefoglal - -b-1 m8r kiderg¢lt, hogy
az enzimeket, amel ipdtioRef avbar DMS Omd leehle ,§tm§sr®szt
mol ekul 8kat, amel yeket vektorr8 | ehet alak?2tani
t2pusai kr - T.1fej@abzelne tl eessezn simvitrde | R/8Igl¢2 t amtzt -tregyk o mbi n
gazdasejtbe kell juttatnunid( 4.3 fejeze) ®s v al animidloyne nk i%tkoenl | szel ekt

amel yekbe az 8ltalunk megtervezett rekombin8ns

A DNS Amanipul 8ci - ojnvimosmalkaluzl§®raks | kelgf Rbb§ sz k?©
endonuki@ z ok ®4 i@gg8RN®nzim (a g®ntec-mnodbsyt §bhanz hmsl
r ®s z | Sifegezedaylallazik).

Arestrikci - s (ernPdvoledscknr € 8z 0k § oesrzd iorde KRs z t enzimek® t ® s t
bakt ®r i umok ate kakze |i dsezgeermb elmNSAv ®d e | ek . Rfdjezed,cal e k ul §
restamokicif i k8ci - DNS bont- el emei, amelyek nagy
rendel kAezz @sn®&rienek® t ®pbps®ges a,n Wre.i nArped lrii rkdurso mo s z
fe. Amennyi ben a D&ANS?2tkPda se@yBhakalek8r®mkknt®i t 6
“agy nevt emett (bl@bgeadkkeletkezneKpl. Dral,ld. 2.2. 8)bHa azonbae gy m8 s hoz Kk«
el csWwsztatva, n®h8ny b8zissal t8volagla - astidkg®lgie & m
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end j °nnek | @t2le §NIDASIEcgsmfoszf odi ®szter k®p &s |
k®t DNS mol ekul 8t, vhkgyabkbgpsenl ea kla®th @k sloW®MER z
DNS mol ekul 8t EBed®dRUNnEpnzmmmdl ° Db&leikgadvmr ¢ n k , akko
rekombvalBci ® rehozhat hibrid, azaz 2n.e k8dmbb ®I8tnest
A restrikci-s endoBa.kfeezé&tpgeakdeik. | r®sz|l etesen a

5'..GLAATTC...3' 5'..GIAATTC...3
S LT T A AhG., .5 3., T T &R A1G...5"'
Hasitas EcoRl enzimmel
A ragadods végek
felismerik egymast L
Y A
AATTC...3 AATTC...3"
G...5' G.+.5'
5'...G 5. .-G
3'...CTTAA 3'...CTTAA
A foszfodiészter kotések
helyreallitdsa DNS-ligdzzal
5" .-.GAATTEC...3' S ..GA AT TC...3"
3'...C TTAAG...5' 3'..CTTAAG o

21. 8lhvitwr ekombi nB®i -k¢l °nb°zR eredetT DNS has2t§sa I

DNS fragmentumok egym8st felismerR ragaldi g8z ®gegkt:

tortARmearknyi ben a k®t kv®g nkba®pzcRs oil vitendi ekk T rebshNz8e§.° r t ®n i

MegjegyzendR, hogy egy DNS mol ekula k®t v®dg®&ngS8tzal &l

az esetben nem j°n | ®tre rekombi aRdi v,anmareemr klul al .

“Yun. vektor A°nz8&r . -dg§so Kkivk®gs®roRblecl shoeptoRs, ¢ bhBah ta fhoassz2ft a
el t §v ¢dl 342 fejede) (

22. Rekombi n8§ns DNS | ®t rehoz8sa

A mol ekul Sinvims kbkasz8ban al ak?2t fptuk AKih oar droezk- o nioN ¢
| eggyakrabban egy cirkul 8ris plazmid vektor (a
bakt ®r i umsepheklkeehi X88 | M. 7.21%jpze) ),e prhd k oan oki, z ®gy81 a
eukari -taakrP@odsak®nt egy ol yan kl - noz8si strat
kromosz- m8b - | k®t k¢l °nb° z RavekwitDNE Kk ciigy@a nazoinmmé
restrikci-s endohukbihea8se?ptads ihCasse v en@kPMBIst @8z a
k®mcsRben lezajl - reakci - 60e ®HSt§ ykakkpoersl aetgiylne§gs hc
ez8tekdombi ngAs DMSEr 22 MBihwayga Ex adirekcdon 81 i s vagy ir 8n
kl - noz&@&mit r fifedzebteensdams mert et ¢nk.
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Kromoszoma
EcoRlI Dral

TECii- ... TTTAAA...3'
T A A'G... v oA A AT T T .. 05"

l Hasitas EcoRl és Dral

Ragadds végek restrikciés endonukledzzal Tompa végek
AATTC... S otk Mk
5. .6 G... _..AAA AAA..3
3'...CTTAA T T T...5"
Ecorl ~ Dral
\ ¥

Vektor és inszert
egyesitése DNS-
ligazzal

EcoRl és Dral enzimmel
emésztett és izolalt > Rekombinans DNS
plazmid vektor

22. 8Relombi ngmst rkMSD z8sa ir §nyA? tpd tatz mk Kr v ek § sDBFESI®Is s a
ugyanazzal a k®tf®le restrikci-s enzi mmel has2tjuk.
(Dral ) DNS mol elkiug 8k akowalD&NBaz 8lsslz@kmapjcs ol 4 arb eleon

23. Mol ekul 8ris Kkl  -nok kial ak?2t 8s

A DNS kinvwez8kasza a rekombin8ns DNS gazdasejthb
sejtekbe juttatbh&k8rea it§89 b lse jkerlaénzssSz& go®tan8iceehet ki ha

g®nbeviteli dBiejézetBesm kollweas8asta-sHt8| Eqy Shakt @siakme
rekombi nt8§ nse DNSf el . Mivel a transzform8ci- hat §
szelekelij8§r@8sat aidAt alekmaz egy anti bi otantiiotikumel | eni
reziszt)e,ncamelg®wnmegfel el Ren v8lasztott k°%°r ¢l m®n
rekombi nt8nisomMDdNGz - sejtek z8m8r a. nAntbiotilumat z f or m§
tartalmaz:.-, szelekt8l: - t8ptalajra helyezz¢k, ah
antibiotikumra rezisztenci 8t biztos2t- g®nt) t a
k o | -kelatkazik (amely genetikailagao n 0 s slelj a kebk-bIRI§ I | ) . Sok ezer i
k¢l °nb°zR darabj 8t tartal maz- kol - ni (W 82dejeze).t es e
Egyregy kol - ni 8n bel ¢1| -taztoanrotsa |l rnmeakzo-mbsien 8tnesk D/Nah n a k ,
szapor?2tani, -®si aokBIl nozbeheDNS Amhitaglkpea mat s ®mSY|
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r  Plazmid (kldnozé vektor) Kromoszéma

Vektor és inszert

(ktlonb6z6 méretli fragmentumok)

egyesitése DNS ligdzzal
In vitro

szakasz

Hasitas restrikcios
endonukleazokkal

Rekombinans
v DNS

Transzformacio
E. coli
baktérium
(gazdasejt)

j Sejtosztddas és

plazmid replikacié

O
' 3

In vivo
szakasz

Ol

-

23. 8Mrmol ekul 8ri s KkIlA nroezk8osmbeiitnv8itnrs\a §ENZ4 toa mS8SE. coli v al |

gazdasejtbe, ahol az a bakt®riumsejt kromosz- m§8j §

k- pi 8ban |l esz jelen az ut-dsejtekben, ezzel is hozz

i nszerteket ituamotka |l engayze-d ib akklt-&rok. A kr omo E.eolikma- neogk® s

°sszess®ge a gumBlhiee) i sAKkPaloInBar ngenjst DKNb RI  t i szt a
ki nyeldHa.1 f&ezd).]

A 4

24. Tov 8 b bi ol vasnival - a fejezeth

Watson, JD et al. (2007) Recombinant DNA: Genes and Genomes. A Short Course. W. H. Freeman. ISB!
10: 0716728664

Brown TA (2010): Gene Cloning and DNA Analysis: An Introduction. Wilackwell, 6th Edition
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3DNS m-dos?2t - enzi mek ®s f el

A manaps8g rutinszerTen alkal mazott biotechnol -
DNS m-dos?2tBas@knel®Wl @mzmadszer OkOesk Raekbahak az 8 Rad
kutat -k el kezdt ®k a DNS mani pul 81 8s8ra szol g§l -
K®s Rbb ezekeamalzyekhza mearaldes mieit h®@8ai ®s hepbaj &gti
folyamatai ban sekeneken®baszng8lt8k a DNS mol eku
DNS sz®tv8§g8§s8ra vagy ®ppen ©°sszeragaszt8s8ra.

arekombingns DWpyitechalodnigi aR DNS szakaszok AV
ny2lt | ehetRs®g plazmidok ®s m&s eredetT DNS fr
felhaszn8l 8s8val. Mindez megt er Bt eARfeezeln ENDelX S Kk |
el egendR egy g®nt vagy m¥yaghNegly®@dbgmemtdwmoth ap I( &
megfelel R gazdaszervezetbe juttatni, ®s ott a r
A DNS m-dos?t8s8ra szolg8l:- enzimeknek n®gy nag

9 DNSpoli mer 8zok:
Funkci -juk egsgpelvaggRNSEelpl Bo mMmPINEment er Y polint

i Nukl e8zok:
K®pesek a nukleotidokat °9sszek®°tR foszfotdi ®s:

(le)bontani.
1 Ligg8zok:
Foszfodi ®@sRettreerh okz°8ts@®sval k®pesek k®t DNS mol ek
°sszekapcsol ni
i L8ncv®g m-dos?t - enzi mek:
A DNS | 8nc v®geinek m-dos?2t8s8val egyes Kkl - nc«

3.1. DNSpol i mer 8z ok

Sz8mt al an mol ekul 8r ingedhetetena-Diyp @lii me d$zek halzk &Il ma
ak8r c s-eekPolaner®€ Ghain Reactipld. 6. fejeze) v agy a DNSIldS.Zepdey e n 8|
Cltal §nDONSp®gbhanmrk§ nevezz¢ek azokak®pelsNeSk zsiznirenkt e@tz, i
dezoxiribonukleozidt r i f QdBIEP)®Bpt2 t RkAkekv 8l tf embhasmengkZfZesg8vhel
megke¢l °nboweée mpfhe@dg RpkD NaS meart § z mkme |l yek egy Amint ai
RNS al apj 8n, annak m8s ol dtedtpfl PG e € kpeok | EBe$E (Brermolka n
enzimpl a termin8lis ahszdxirguzlkl.eoti d

ADNSpol i mer 8zok multifunkci-s enzi mek, amelyek &
hidrol 2 zias ®&rzeasnitisRza td¥%gm r 8§ nvbRygnt ,RY ®zp 53r68 ny,8 ba nl elaqg
a nlcg mindk®t v®ge felRI megval -sul hat, az adott

t8rgyal hat-s8g ®rdek®ben ®r demes megi smer kedni

A molekul 8§rdbr ekoinaka Blveaflysyi eg§ygpuak Teeysezgk az
nNnukl einsavak hosszabN$, kRPM$ ai a dfi @ lre@&cj8lny/r).Adsk O a l
DNS sz§gl v®gei nek el nevez®se a nukleoti dld.BlL cuko

§b)aily m-don egy®rtelfmfentwmeygh BRETr Predems zRp 8 ® ¢
Amennyi ben egy hossz¥¥% DNS szakas 2 ers®qipshtreattii y Nk e rAe
(felfel® ir8nyul ) -sw@akas zokme H , dotemieetndy le(kl eafzé 15t
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ir8nyul ) saBghezo ke zle -Hfa:bdddRpAD NiSemepr | 8&to
foszfodi ®s z2tte§gs &roah@csdrkdixadl akdsopor ttal
i r8ny§8t.

. Timin
Adenin

Dezoxiriboz
-foszfat
gerinc

3.1
aminekal apj 8n meghat §r-@g hv&®f-e .

DNS

a BDN®&
fel ®p2t ®s ®ben

k ®t f ®I e
ndel kezi

A | 8nc bont 8§s a n
szint ®n e k .

1 36 56exonukl e8z AXKtiirvrnysmegj el °l ®s
haladva k®pes a m8r szintetiz8Ilt
Aproofreadnghi v iaig ly a jaakvt?2itv-i t 8snak i s nevezz

rosszul, nem a b8zisp8rosodS§8s

56 36exonukl e §:z
zim k®pes a | 8§8ncon el
bont ama s ¢ed &0 zidd uldeStst Rs

n hal adva
[
d. 3)A8termB@bzeat ben a

e Rr e
e
I

A templ 8t-pétggRrBNXS K
DIDNS sz8l szint®zi s®hez
megl evRgBRI indul hat . A
primerrel i ndu |
dezoxiribonukleotid r ° vdligbrukieotidy mo | e bhwals&th 81 nak ,

ter mPszet ben

a k t-k g IveaBgsyt

arr a
nukl eoti dot
mer t

jszwdt8d yai.madkt Imr

az

az

k azon
k ®p e3s6e k ,

ut al

¢ ko,

Yaj

t

u

E§AMrBANS mol ekul,a-86§¢R®G el t AEgA guaniin- zm ugy TeroTt isdz &am
IDNSc mod ekul a
r®sztvevR dezoxiribonu

k ®mi &

ekgeyl ¢ltn

Kekwe syelitBspol i mera&kz irven Beslslkad z i ka1
eset !l e
akti vit 8aeidkt naw sfinbk§ a i
DNSveaepbizk&8sfPgmkecber §n

[=

fe

mMTk° d®s ®ndekov anh o ®z] s ke me
Sz ¢k SBBg €53 ye ayz s ié®j \eigd SHn®@t
sz8§lI
A bi ot echprnetk®gt aB | ¢ g b BSomehkasolgage nr ° vi d
a-mezakapmpbB

bi ztos2tja a s z¢ Wds3Rg e §)ERN®kinagyod fotos gyakarlatpjedBast® g e h o
2gy a DNS polimeriz§gci kezdRpontja be8ll2that -
megfelel R helyre tervezett primer seg?ts®g®vel.
pol i meri z8ci veInat | enszer T hel yr RI i ndu
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A B

3 ODO00000000 5
Oligonukleotid primer
koétédése

3’
DNS-polimeraz 5 ;
Y g 3 5
Y C )C 3
§A*“" ¥.c,A,G,G,TH)
< g A primer szekvenciaja
meghatarozza a DNS szintézis

l DNS szintézis

CT
***# Z\GGT

32 8Ahrm@mrimerek. jA) eAt Reg@Be®NSmer §8zo0k mTk° d@sa@®hez |

sz¢ks®g, ami a templ 8ttal kompl ement er r °Aypiinerao | i gc

b8zi ssorrendj ®nek megfelel R kompl ementer szakaszh
kezdRpontj 8§t .

kezddpontjat.

3.1.1. ADNSpol i mer 8z Ifraggentusn K|l enow

A |l egkor8bbanpbtkl mMed8zet b BBINEbidcolealed®ti Umlg- 1 i 2z
Kormnbergd e mi nden prokari -t8ban megtal 81 hat-. Font
el t8vol2tja az RNS primdnrmtaganen® wenoR < 2dSAzre kl° t ®s
bi ok®mi a ®s mol ek uell SR ijegywh)i cel - gi a al apj ai

N®gyf ®l e enzimati kus aktivit8ssal rendel kezi k:
56030 BN gRpO®NSmer 8z aktivit$sgs

>

>

1

1 3050 exonuk]| pdozeadngatkitvi ivti & s§8 s()

1 5030 exoakkilei8z8s (RNS primer elt8vol 2t8sa ®s
i 5030 RN gRpONSmMmer 8§z aktivitgs (val-sz2nTleg |
A molekul 8ris biol-gilas ad¢ s rdhgaluffsekdranslationat 2 v en
k®pesa®g@®B8IldpEk &br A ter mPszet ben az RNSepri mer
cser ® ®sre szol gsgl a f ol yamant .mess tlea bfo@gadt e erra,|lu@Ebsa
Ani-eké@t, bev§gghagdabepobj menBEEX ,dx EGMUkI @ §Zo IBISM&EHE z
aktivitg§s8t kihaszn8lva, a hasad8st: -1 indulva a
p®l| d8ul radi oakt2?van vagy fluoreszcensen jel©°]t
M2g fenti p®l d8BWarexaodnuknd zi8m Sm&ti vit8&§s8t | ehet k
ahol kiz8r-lag a polimer8z aktivit8sra | enne sz
enzim k®pes az Y onnarbonziamtiet iAz8 letn zD NS tlo&r8ddti
proteolitikus has?t8sa k®t fragmentumot (76 kDa
felfediKendfr@meitumnak nevezett darab r end erodireadingk m
aktivit8ssal , d-e306hie8xnoynzui kkl eb8ezl Rd ketaigvmie t'bh3031.m0A HKiaenra
r ek ombi n 8 eolisejteldben termelik. AKlenoww r agment um f el h-b®k a8l ha
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didezoxis z e k ve nlg.b.3eezean Yal amint restrikci-s endonuk
i 11 et Men@g®Bl - v ®¢ompavagilbd retn8/s88gr ak i al ak2t 8s8r a) .

5 J Hasdés(nick) 3

Dn-az | kezelés

: @ :
2 . . . 2 DNS-polimeraz |
5'-3’ iranyban
3 5 kicseréli a
/ nukleotidokat

DNS-polimeraz |

5 Hasadas (nicQ<7 3’ Elkészil az U
DNS lanc, a
hasadas

3’ 5 eltolodott. A lanc
Osszezarasat
ligaz enzim
végzi.
33. 8Makbranszl|l §c-el MmO hdNSG8B|I | mer 8§z -13 6e nizri8m yaz p500l i me

mell €e3® BBHB8nyY exonukl e8z aktivitgssal is rendel k
el moz AAu ll &bto.r at - r i umi gyakorl atban jel©°lt nukleoti

dezoxiriboBueklleg8znlzi(mbi¢ Inickki sj bev&lk &8s oRNS -faBl mens§z
bev&8g8st - | i ndul va a astorkbiavng gkjCav,e t®se zaR rneuakkl cei o-teil deogky h
A reakci - eredm®nyehickelt mtagolt te DRSesz&l @paddimgr & zr

|l ev8l ik a DNS | 8ncr-1I . A | 8nc folytonosss§

3.1.2. TADNSpol i mer §z

K®t f ® e enzi mati kus aktivit8ssal rendel kezi k:
1 5030 BN gRpO®NISmer 8z aktivit$sgs
T 3656 exonukl prddizeadngatkit Vi ivti & s§ s()

A T4 Ejcaeibdakteriof 8§g genomj8§b-$zezsSemBdeklhoFdahkbes§
akti vi t §8ssal rendgodlkieme k§ z mi -fragamepynD Aosikd @ okwvi al a k 2 t
al kal mas, vfad@agetlterm Kli gezz8shmamgfiest elhdRszaglajds8ls
kialak2t8s8ra (ekkor dTTP hozz8ad8s8val biztos?2
DNS megf el(e URS fgezed.l 8§t )

3.1.3. T7TDNSpol i mer 8§z

AT7/DNSpol | meriwodrz T7 bakt ®miekf g oDNSrepli k8ci - j 8§8®rt
a T7 bak®Perig®ng§gfRh®rj et e E.rndto@dori e h®O | D ®)N e®Rs ( &
komplexe.

K®t f ® e enzi mati kus aktivit8ssal rendel kezi k:

T 5636 BN gRpO®NSmMmer 8z aktivit§gs
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T 30656 exonuk]l pddizeadngatkitviivti & s8 s()

A 36 50exonuk|e§z aktivit §szerege aKlenmit rRasg, mekn®tr ugpiggreal ke, |
jelzi, hogynagyonn a g y gh@d@ y)efzimivagyi s a DNS szint®zis na
Ki emel kedRen agas az enzim processzivit8sa is,
®s 29gy k®pes k8r toiSzekw@mBaukkzeatzi engzrmnt ®8r s

fontos el Rny, eredetl Eae8pfBaBsnemr 8hkeal mas ¢l
aktivit8s, nehogy az enzim. kEx®g{ aenr eefyayc tmditdroés r?
Sequenases ®v en forgal mazottamermBRIEtt dlajses&mh j BkS8nyz
DNSpol i merk8zw¢ lezeelnkal mazz 8k hm!| ¢ysper @dhlh ®jees)i snuf ag

3.14. HRst abiplol DM®&r 8§z ok

B8r m8r viszongs$ a@seksdb 8@GBvOe,k bae n1 9 &G p 8l 1 anle riggR ok ab i |
j el ent Rs®g¢k a poli mer 8z Idl6§ﬂfejezel)anhtatkozottme@mlﬁe)z el te
magas hRm®r s®kl eten is akt2v enzimre van ¢ ks @

3.14.1. Tag-pol i mer §z

Eredetileg a Yell owstone Ne mzEernus BgaatidubeanT ttad r&rhah
bakt ®r i umb-1 i zol §lbtean T(hao nbaask tBRr iBurno cnke vI®®I&EFRS s z §
ugyanazt a | ogi k8t k°vetve, milhB821aKie8trakchasz
PCRhez, mert az e °C-on isfA®peréMivel nemdendelkezikBRdpe 86 nu k| e § z

akti vnemgsogileah a gy
er Rsen f¢gg az a tt kzs®rleti el rendez®stR6. 1
exonukl e8z aktivit8s n®l ¥ ¢lgigdaerdxipukleotdt r e shzd =0 8lz-
a k t issalirandelkezik a mi nek k°vetkezt®ben (prefer@ltan)
ve®g®re. Ezt a tul aj dons 8§ dd8dt2.4Afejazetiz.n SA j Gka ko r laatTAa
| egi nk8bbherzu,t ifnRkPENRh ek olhamsiza §P Cd8 kb, a katn® rkiourm ak ocl® | r
azokat kivsg8lasztani, amelyek egy adot-eglkl mot 8t a
PCR ter mPkben.

|
|
8§
nz
hTs®gdk ploA zhRiebraSgzy dl@’or i s Sgapent o
do

It

3.142. Pfupol i mer 8§z

A hipertermofilPyrococcus furiosuRs b a k't ®r i umb --p o Isiz @eTao.l i AMdS §z n § |
] el e mtaRyerb b h fRlsdndelazikEiztedrs k 2 v ¢ | | egf ont rewakedk t ul
proofreadinga k t i vj t @&z ®m@at milrkdad maozl8ysam haszn8l hat -, ah
(8t agossahO kdbzer3508zi sp8ronk®nt ®p2t be hib8s n
pol i me&r Pz,rcl al att ampl-i7°CkE] NMadkppn m®o let ITa DNSa t
haszn8l j 8k ®lodRdnee ek Dl S, mnhinmMd PC®l d §ul hel yspe

3.1.4.3. Phusionpol i mer 8§z

A Phusionp o | i me pr&ofzeadingayk t i vPyroclcsus z e r T poli mek%tzR ®o ra@r
Af Yazi - s (i nnEgyas h®v ) m®Pe § mpRok éiamdragiz Bend knBg gy b i t

m&§sol §sifidelitfe ®giTm( t°bb, mint 2 milli- b8zisp8ro
kifejezettengyorsi s, ami j el ent Rsen c¢cs®°KkkagkeresP@ReP CR r e ak
gyakorl atilag nem sziks®ges optimali z8ci - sem.
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neh®z templ 8t okkal wval- munk8ra is. Egyetlen h§
| egdr 8g8bb.

N®h 8ny t ovlsbbhas an ICtR p o b.2.2rigezedbeni s meir met ¢ a k .

3.15. Reverz transzkript$§gz

RNSf ¢ gg RpONEmMer Bazanmed yek Bepkit kButrssokkl us8ban |
retrov2rusobRgegBODNSamBSRI at k®sz¢ |l a gazdaszer
| aborat - -ri umi gyakorl atban reverz transzkript§8z
k®sz2t ®s®ntet AzS§FEmgRNSalzt leonmpp IS ¢ at@mevezicDNSHek.AICDNS
templ 8t k®nt szol g8l hAatmRNSbREb ki i RGRI real®esi vidgzl
eredm®nyezRPCReakcirév Tz t-mak sXl&e.4.4fkgeze). Az RTPRR
nem °sesepakBva ratmeRORde]|] T, amihlekoses Bnemsen jel?
amplifik8ci-j8nak k¥va®hi kajJ 2 megybrniz8tobpaBsakrinp
CDNS k°nyvt 8rih 83 fkj@e)z2t ®se i s (

3.2. Nukl e§zok

Sz8mos nukl e§8zt haszn8l nak rut.

nsz
A legt®bb nukle8zt k®t csoportra |

erTen a minde

ehet osztani

1T Exonukted®tghn enzi mek, amelyek a DNS vagy RNS
el t8vol2t8s8ra.

f Endonukl:e8zonkukl|l ei nsavak k°zb¢l sR r®szein tal §l

321. Restri kci -s endonukl e8zok

A restrikci-s endonukl e8zok bakt ®ri umokban,a arc
rest r-m&dai f isrkng8lszar kosiponense(ld. 1.2 fejezel).

A restrikci - s endorneusktlrei8kzcoikspstiflemgmlyekettdwmarngkefel a DNS
mo ekul 8n, majd a DNS mindk®t sz8I 8t 8tv8§gva k®g

hidroliz8l nak) . nElmeenkd za® sWgpkBn.e KA kHjIn°dnl I I enzi m n
Haemophilusnfluenzaeb a k't @sizemot 2 pus 8bi-2olh&Irtm&aildi kiH®nan!| - k@
EcoRI enzim neve is: &scherichiacdiRY 13 t °r zs ®b Rl el sRk®nt i zol 8§81l
Egy random b8zi ssekrimanwdeT aDN$ ati szti kai has2t §si
az enzim felisHar @gzi esm@Pekv®eeoaz8§mafeli smerR hely
minden egyes b§8zisp&r hel y®n n'®gwBE®l & §wdrsipSaio-n k
sz8m2thatunk has?2t-helyre. Ha a feli$n@gR -rhkeh@§9
m-dos’el 4086). A val-s8gban a DNS szekvenci §ja n
sem teljesen k°%vet.i a fentieket. Vannak restrik
has2t: - helyg¢k hegskiZomdrtehzR, nexveketk. Azokat az enzir
felismerR, mi nd &oskzansefelh ek e hy ve 8%f or ma,

A restrikci-s enzimek | eggyakor i bh2f edRdepezeekh 81 8§ s
val amint a DNS l8.0.2.1fgexe) tGBr kn@&p eazh@®oez (kapcsol - d- t

zsgs8k

bTne¢ggyi orvosszAk®esRri Kt adokbukl eg8zokat ha
afelismert szekvencia, a has?2t-hely, az alegys®g k
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3211. l-es t2pus¥% restrikci-s endonukl e8zok

Mul ti funkci - s feh@rrja@lszrfeesrt§rzi kakit -i sv i @B smseatli Ir e nde
al egys ®g bskz e rfked z@pt¥g kR kad®,g edg a mTkod®s ¢khoz, val

®s -adeno8iL-met i onin (AdoMet) i s. Has?2t-hely¢k a fe
helyezkedikelKk or 8 bban Ygy g eensd otl?tp8uks,i¥t Hedhdeyi neezkolmban a t
vizsg8latg8b-1 kider¢lt, hogy val-j8&8ban nagy sz8§

fol yamatai ban fontos szerep¢k varem gyalgorrl¥atni me
a has?2t8s ipaoer® -hjed yeh efzelk ®pest .
3.21.2. ll-est 2 pus¥% restrikci-s endonukl|l e8zok

V8l tozatos szerkezetT einmek, csak restrikci - s
k¢l on g®n k-dol j a¥-ot Ai gndKg sltes g lkehl® vz KMga vagy anhak me r

kezvetl en k©°zelEbbbeen a acls8alhS8dba tartozik a restr
eddig k°r¢glbel ¢l 4000 fidlyiessm8 PR phus®/pleizh cgpeSr /43 8 g &
] el | epalmdRaanrszekvenciaApal i ndrom ki fejez®s azt jelenti,
hg§trafel ® olvasva (a k®t, komplementer | 8ncra v
hel yeGGIACCB® szekvencia. Enne-kb o ikro8mpyl beaamei nG CGA T GG
visszafel ® olvasva ®ppen GGTACC.
A restrikci-s enzimek has?2t: -helye eref@lmPhlyiez®@let
erem®nyek®nt az egyi k sz8lon r°vid t¥ ny¥¥ - v®g
hag GIGTAC/ C), ®s 2gy r agava- -nsy ¥l @dg3® g8gpecld m®®ny ez, 3
A
5’ -CGATCGGTACCATTTGCGG-3’
3’ -GCTAGCCATGGTAAACGCC-5'
f @ Kpnl emésztés
5’ -CGATCGGTAC CATTTGCGG-3'
3’ -GCTAGC CATGGTAAACGCC-5"
. }

5’ -CGATCCCCGGGATTTGCGG-3 "’
3" -GCTAGGGGCCCTAAACGCC-5"

Tﬂ Smal emésztés

5"-CGATCCCC GGGATTTGCGG-3"
3’ -GCTAGGGG CCCTAAACGCC-5"

34 §bmRagatdonp ®sk®gektrikci-s enzimek has?2t8s8nak te
tompa v®gT (blunt end) DNS. A) A Kpnl enzim raga
aszimmetri kusan v8§gja sz®t ®nByV 84, Smal®rénniem &ehad

Ezzel szemben a Smal enzim, amelynek felismerR
has?tva (CCC/ GGG) tompa v®get hoz | ® re. A rest
GAATTC szekven@t 1 smeri fel ®s az el sR nuktl*lontyi ¥ -utvs®
| ®t re (ez a gyakoribb t%%W ny¥w - v®g t2pus).

All-es t2pus¥% enzi mek meghatt §angwy mPshe®gen pasauk
kel etkezetszekerm®k&k a pont osaMa mayhatt Bhlwzezer | ie
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i smerB80DKWO0O( enzim, >250 felisme®RNRhxedHl yed 8§ 7 5Ka hbhaktt
forgalomban.AHes t 2 pus¥% endonukl e8zok 0.8%t °8kdmelg homod
szerkezeti tulajdons8g egyr ®szt °sszecseng a fe
azonosDN&K °t Rhel y dbhRyabnBNA)k°t Rd®st tesz | ehet Rv

35. 8Az aEc oRI restrikci ABesnz? pus®r sest keketes end
k®pvisel Rje az EcoRI enzi m. Homodi mer szerkezet T,
tartal maz egy hur ok r ®gti -(tn a raamecl syse8kr gkhdpy. & RNTlaszgiimmeksoa | D

el hasadg8sa r®v®n ragad-s v®gek j-icomek | ®temrl. OtARDb e

g°mb°k), amelyek a natzv ¢emniokbdr| me®gt dloll aad{

K®s Rbb t°bb al kafedg-enBpegt agl ehzomcS8al §8dnak, ah
amelyek jellegzetes tul aj doxnnst8gmu kM aemn kg kb &
enzimek p® d8ul k®pesek metil 8t DNS freelsitsmerc®s
endonukl e8z, amelyet helyspecifikus mgdyg@e&nezi s
fejezeh). A 1|1 . M theyubkdst @mazomek hedal yean Dipand?2 thjaRkR ta | N
IV-es t2pus¥% restrikci-s endonukl e8zoknak i1 s met.i

nem specifikus helyen has2tanak.

3213. lll-as t2pus¥% restrikci-s endonukl| e8zok
Nagym®r et T, k®t al egys®gbRI fel ®p ¢ R f eh®r} ®k (
f¢ggR enzi mek, koddentziLemeu k omna nABR,g2a82 & meti |l t
felt®tl en sz¢i¢ks®ges afmTkhSd®@y Rish® h.el yaZl®tz-eH e®lbye g
b8zisp8rnyira) tal 8l hate:s, trfem sg/aleinred rmerk., AK8r ds
felismerR hely, ®s az enzim k®pes a DNS sels®beamn
t°ort®ni k

3214. IV-es t2pus¥% restrikci-s endonukl| e8zok
M- dos?2tott, 81| ttali SShreerr nneekt ifle§ | t®sDMAas2tanak, speq
modi fi k8ci -s rendszer r ®szei
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322. Egy®b nukl e8zok

3221 SInukl e§z

Az Aspergillusoryzag o mb 8 b - |  sreBkIima&z ®&llyan endonuk-tvaggyz, a
RNSt k®pes | ebontani. AenmmBRNSen°tK®Pszak¥w2pabbnl
SIhukl e8z szubsztr8tja, ha tarthumak e@ygdm 8V &g ¥ -
Kofaktoraa ZzA, pH opti muma a s-dvasktaftomambaRel hadz
kialak2t§8s8ra, illetve egysz8l % DNS ®s RNS szel

3222 Dezoxiri bomwkKl d8z ( DN

A dezoxirib&@&rullhhe8z2I1Il endM®t breunk |ae éfjpe@st | kbRt stz&rl gy aDl
|l ebona8sef§yar §At 3k ®pBPa m®retT enzim n®gyY izoenzi
kalcium, magnwWadw mmanrg 8jnel en|IS@e®bent 'esh a®s hat §s mec
kofaktort- | f ¢’Gigel eM?lg®tp@EifadnEtual ridMigid om K¢ ley ek é ®t Pd
nagyj 8b-1 egy helyen tok®t®nmikklae dhhtaisd n Bis , t ¥lomy &l
molekul 8ri s bi ol -gi ai gyakor|l at ban-(Sangeff @t e ns ek e
v®l etl enszer T DNS fragmentumok ki al ®k mog shigki &5
translation)t e ¢ h n ildk38v a§b.f aNagyon gyakran al kal mazz8k f e
DNSt RI val - megtiszt2t8s8ra is.

33. DNSI i g8zok

A restrikci-s ©O&NIfragmankum@z Aals zlekZP e lhtetDNES|I kggal ens e
hozz8ad8s8val. A |ig8z t2pus8t- -1 f¢iggRen a reak
vagyNAD'( bakt ®r i umok) .

Az eml Rs© klbiegn§ zao kDN\S®Rgy t 2 pusa fordul zekkR, szere:
fragmentumok ©°ssz-kbkgpPesb) 8sBbhat tBEBNB¢ Il °nb°zR hi
p®l d8ul -RimBgBeenl dj 8§r - -IDINGSE i lblalj)a,v2u 8oy (BBEBNB® tSSS
(DNS1 i g8z 1V).

A | abor at - r inleggyakrgbpan® 4 r b a k tgearl i o f&EGaplrtR z ¢ t tT4-loil 8§ 2

haszns8l | 8k. Hat 8 s me c hka@pedazdind se8qya ks 4 BINg re gteg | Slolgat
foszfodit@®®ztrerhok §8s(8.B86a&l Sphetkd mrsiit bonyolultabb e
has?2t8s eredm®nyek®nt kapott k®t DNS v®get szer
szeretn®nk Yj i res zeenrzti emtn elki k8Itn if.o sEkfkoodri ®s zt er k¢
Aktivit8sBhuouanATP;ks®RpeoliON&I | gz ®abenamel y ®r dek
energiaforot8§stka®nzn NAD. Ezen k2ve¢egl azailsi d&@lk®®Rd e
DNS v®g egym8shoz megf anegltRar k°hzdelm lkerakl ja®° s zi r
nem tartja egym8s k°zel ®ben. Ragad:-s v®gek eset
egym8shoz k°zel ker¢l R vog®hkdy®se®m kareSzitgps$
ha ez a k°lcs°nhat8s elegendR idehgzfe®sa 8l ®tr ah
hi 8nyz- foszfodi ®szter k°t®seket (kondenzS§8cit:-s
8t meneti k°lcs°nhat8s kialakul 8s8ra, ez®rt a |
enzi mkoncentr8ci - n°vel ®s®vel jav?2t-hiag82E eMegaer
DNS|1 i g8z a tompa v®gek®Passzekapcsol §8s8ra nem

A |l aborat-riumban a | ig8l 8si reakci - egyik | egf
optmuma28C, ezen a hRm®r s®kl eten azonban cs°kken a
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Ez®rt a |ig8l st ti petekl6€-an w®geshknydbbahRmBnyg &K

ak8r arra i s s8Cokns &g rliteRhnejte,n hao grye adk c i - . I ' yenko!
-ra sz¢ks®ges a hat ®kony | ig8l 8shoz.
Ligaz R
Lys— NH— AMP
Pi
2 0]
+ATP O
5 OH O—P —O 3

@ :
Ligdz P @
Lys— NH,

-
e
5 OH O— P — 3
3 5
@)
Sl
0
N4
& o— B —0 3
3 5’

36 S8ADNSI i g8z mechadDNBSmusg8§zok 8l tal kataliz8I1) rea
El sRk®nt k AWPlI @ md egrmzeidimer j°n | ®tre pirofoszfgt kel
enzim egy | i ziznt 2aKPi meotskaevz8M |k@&pc@sekp®onrtt a(zA MiPd)e-fnad NS t s

csoportj 8na3alatdi- wd§ lkj &#4t.a)z (. 0o @l csoport nukl eo
akti ff&olstz f588 , cs0pot s$¢aekfPdete AMH ofsezlfs8ztagbead ul § s

34. V®gm- dos?2t- enzi mek

341. Termin8lis transzfer §z

an borj ¥ csecsemRmi

A biotechnol -gi ai gyako atb
&k Hk ppizBhzidtgyglsoBalag egy
t e

rol
homopol i mer ragadra h®g @Kl
e

templ §t¢ g g ®NIpeonl i merAhrogy f en ml 2tett¢k, a tompa
amin seg?2teni | ehet ragad-s v®g mesters®ges ki a
termin8lis transzilfea Sg®lak§ulvipg &lsi§{trG)k isitefaarakefitioz 8 |
hozz8adg8s8val, ami egy hasonl - reakci-ban el Rk@

v®gT DNS dar dd®7z 8brgs8!l hat - (
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5 3

Tompa veégl (blunt-

3 5 ended) DNS molekula
Terminalis
transzferaz +
dGTP
5 3
OTORIEIER « ++ + + + v o v o o+ + + S Poli(G) farok
3 5
37. 8Mrtaermi n8lis trans.zfArt8ezr mneinmz8 Im sa kttriavn stz8fsear 8§z a l
DNS mol ekul § kminv-ed o st2etngpsl 88rta ,n®| k¢l i s k®pes polinuk]
p®l d8n dGTP hozz&8ad§8sgval az en&Jgoe®r gp,oldanmed)y | Konrcroy
kompl ementer sz8lon poli (C) farkat tart

3.4.2. Alkkalkus f oszfat 8§z

A v®gm-dosz2t enzimekhez sorol hat - @l thdld§md SZHK
al kali kus foszstatEekkbDpokit Ppoa&aLZR maknuklemsavakk ul § K
feh®r j ®k, al kaloosizdfoakt)8.z A8zl taallk aklaitkau si zf§ | t (Idf 38l y a m:
8§bj a

A mol ekul 8r i s b ileggyakrgbbatio r g yWwebk®& IrlilRdd lblkeead i kus f oszf
(CIAP: Calf Intestinal AlcalnePhosphatase a DW®&g &6 | eowsRo f morstz fe8ltt §vol 2t
vektorba val- k|l -noz8s sor8n az egyi k | ehets®ge
©sg(zie®P nz 8r -A 8fsaws)zf 8t csoport el h8vel ¥e8§sazekt aaka
tartal maz- konsstsPlukent kesag§méygy deStetaeerdet .A

Bazis

38. 8Awmlkalikusfos# at 8z 8§l tal kaKhineg88§skoeakri¢sres plazm
al kal mazhat - az al kalikus foszfat§zzal fvoaslz-f okre z 8l @
defoszforil 8l 8s8t kataliz8Ilja.
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3.4.3. T4 polinukleotid-k i n 8§ z

A T4 polinukleotidk i n 8z (AHMNgE)o sazzf 8t csoport | hnak oxiDNY @z
gtvitel ®t(APNSraRlli 2h§ I8jnaf @ = kksbpdrteal zZR z8eétfeoss z f or i | Baci - 1
p ® dz&ligbnukéeotid primerekdk ® mi ai szint ®zi ssel 8l12tott8k e
k®pes a foszf §8tld.&9s o g)b.r BA crseear k&ej | Rotigeinudileshidals NS §dgyh a t -
RNS-v3g ®nek péP)RTRRshRarsez n(§! at §v al

A
5' OH 3’ OH
l PNK + ATP*
5 P% 30H + ADP
B 5’ P . ] 3’ OH
l PNK + ADP
5' OH 3¥0OH + ATP
l PNK + ATP*
5 P* 30H —+ ADP

39. 8§AT4adlinukleotid-k i N8z enzi.m A TKkR di®s epol i nukl eotid kin§z
sor8n adepol idm@sgzRErle 56 F bs f SazcADPor #tj &tl .k aRandizo ak ta2
fosgegPIlt (P*) nukleotidot | ehet el R8Il 2tani. B) A
adunk a reakci - -hRBz|lL ®g®RsbenazoenkEmm &8t ave ,5dma j8dt qa zj eA
foszf8tj8t a nukleinsavra.
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4.A1 ap m:- d®geekroenkb iDNSknesn st r ukc
tervez®se

A g®ntechnol gi ai m- dszgyekS8fmi |l Rd®ser ahet Ru®b
b&8rmilyen tetszRleges g®nt, az izol 8lt g®nt kIl
geneti kai i nform8ci-t. Ebben a fejezetben a g®n
tisztl2t®ssta szepamg®Pdiel € kttld &.1.2),inkRGH tsi- i £ 8con(d t ect
413) HINSa konstr uk id.4«2)t ®sveaz ®NS gazdasejtbe jut
(g®nbevitelld43g1 j 8r 8sok

4.1. Al apm-dszer ek

411. A DNS tiszt2t8sa ®s anal 2zi se

A rekombi-el@nes! PNISI 2t §sa a vektor ®s a majdani i
meg kell gyRzRdn¢gnk a DNS pontos m®r et ®r RI shezme n

k®pest egymezdar Tatkb RNS eset ®ben neh®z meg$zabadul
enzimektRI. Ez az alfejezet a DNS el R8I 12t8s8ho
tiszt2t8shoz haszn8lt m-dszerekest |(ephle.t RAsn®Rgneiiptr el

4.1.1.1. Oldatok, reagensek

AvektorDNSt bakt ®ri um teny®szetekben 8l12tjuk el R,
haszn8ljuk a rekombin8ns DNS felszapor2tg8sg8hoz
teny®sz? ®e®bd®s®hez t 8ptal ajra vadbB(Lwia-Bekran®g ¢ n k .
°sszet®tele: triptomnmyYT(&l°bskz t& eksi zvtoRh akti,v oNreaCtl gt v@&
m®dimam dol gozunk. A mikrobiol - gil §®&km nlyaakz i®E| stz
Szil 8rd t8ptalajt Ygy kaphatunk, ha a steril ez®@
t8pleveshez, | MaggasakhRmhdran®lklgeatréean az agar- fel ol
Cs ®s z ®k b ehagyjukmggdeknedni@gar leme). A41. 8hfohyad®k ®s szil §r

t §pt amagiuokkbeNtagy mennyi s®gT bakt ®ryi@kmse| tt §fpd lad °ay
sz¢ks®g, de abb-1 az egyedAz®FItnkhkht aemztbu8jdk
sejtszuszpenzi -t h2gan eloszl|l atva, az egyedi k|

Plazmidot
tartalmazé
kléonok

41. 8Mbolayad®k ®s szil|l 8r d .Maagaraezngel zl eanp oat z%2 et g8ypetdai | abj aokkt ®
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Nagy

mennyi s®gT
kompeten€.coliba k't ®r i umokb a
bakt ®r i ums e |

felvett sej

pl azmid

DNS
Ke4.3d1l t.r akhilstzd or mgo qy

el R8I |1 2t(8.g8fejeze) el Rs
Ki z8r -

n° v ek e dantbiotikum,ot iskelltadhiphiszeh aglabnodot v a |

rendel keznek

| egal &b7hl.2&jgze) an®s bi

tov8bb tudn oszt-dni, m2g sazelAgke®isend mar adt
41.1.2. Pl az mi DNS prepar 8l 8s

A felszapor?2tand:- plazmidot tartalmaz- bakt®riu
§t, -B7AC®vesztj ¢k, majd a sejteket centrifugs8l §
i zol 81 8s kIl as s zakkdtikus Im2 disneé ye-tsar Eih &SIDBaz - NaOH o
t°nkre a sejtmembr8nt ®s. debBiantub &il puknd Dhalky odnm®
1979ban) A sejtek felt8r8s8t el ® hetj ¢k dmziSmeslak el
szoni k81 8s ahangg®lressagy deygyem$®I| gfz et [¥obl.bvsdzs® z
Az ol datba 't DNS mol ekul 8kat el kell v&8Ilas
kromos D&§3 6s Mbp) k°nnyen ki -h),@ahRNEe kcesta p&si al nkegul t
feh®rj ®k et me k k eloroférre-ihz2d a dielga lald@&h mli o s Aexttemak
kl orofor m, szerves ol d- sz erwré¢H0kfpRmulddnsavag | j § k
viszont a vizes f8zisba ker¢lnek. Az i zoami-l al k
t RI etanoll al wvagy i zopropanoll al vonjuk el a v
extrakromosa m§ 1 i s p |-taagymT d n Polepdodfc sR f al §ra. Az al kohol

vagy TrisEDTA (TE) pufferben visszaoldjuk a tiszta DN.S

A nyers |iz8§

amtmanaps8g

sz¢iks®ges
m®r et T
e ARk r8ab.r

ner

novekvo CsCl sirtiseg

4.2.

s8§vok

(>10

::.
sse

s .......
W3S

oe
o
.:-

.

g§hrafr Ts®ggradi ens.
sTrTs®ggr aekiCemstr i K@me&1 §s
alkotnak a gradiensben (pIDNSmo | e k ul 8 k
el helyezked®s ®t UV
nbutanol | abr @ami &t 2dliiaalm z81| 8ssal a

CsCl siiriiség (g/cm’)

i szt2t§&s8&sCGésegVr ME®GHr Adjgy o mMS§
tk8bban haszn8lnak, mivel f ®I
Vigzorthenagel i kz1nyeig¥, DS ®f
DNS mol ekul 8k aspipeet §28smékh
sTr Ts®ggradiens centrifug8l §s
v~
160 — ‘ fehérje
1.65 |
linearis, és
s «—— cirkularis DNS
1.70
— szuperhelikélis DNS
o \./ DNS izolalas
A
1.80 L

’ . RNS
\.\_

CEnRsi tag€t 865ug®Bnpkaer R h a
hat 8§s8ra a CsCl ol datban I
i 724,61 k& i rkgi/smip od ClvankADINE e nt r
f®nyben | ehet detekREI Wi®Qaq
CsCl v§
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Az eddig ismertetett m-dszerek h8tr8nya, hogy n
fenol ,-beomdduym®s a vesz®l yes hull ad®k miatt, dr
®s rendk2v¢l i dRi @®Ph yEeasletke midirépio)s adhkSard(iAksus | 2 z i ¢
kivon8§s8ra manaps8g sz8mos, kereskedelemi forga
tisztas8gban ®s mennyi s ®gth.e nE zl eekh eat kkiitneykerranlia pav ep
i smertetett alkalikus | 2zis m-dszer ®nzialliakp&tl ntak

oszlopon(vagyme mbr §nomt ®n Rt ttiasrztt@ltr8asznak. A -1ndion iCogr eDpNoSe
lehet kinyerni. Vannak olyan kitek is, amelkek | | - v al nagyotbi snehalyets ®gil
Ami di prepo m-5d0s znelr ns@lj tkkbu.l t2¥or 8501 Oign dNiSuUmMa&kt ki k .
t°bb DNB Ameyg@s Agpel@aOmiselposej t kuld wmg, DESD. gl 2t
AMi ni preplbeprdsokatitt abBekak®°a2titnterneten.

4113. A DNS koncentr8ci+- meghat8roz8sa

A plazmid DNS koncertort ®ane-mMy tg ylad g Ay anlurkd eb anrs a v a k
260nmn ®1 van az arom8s gyTrTk miatt. Az elnyel ®s
abszorbanciafy= 1, ez az ®rt®k megfeélel (53D Og/ mheke gyp$ 2
vagy 40 ge/kml. NS eh®rj ®k el-m@le| Wasn, maet §r® iR 12°8n
ez®rt k°nnyed®n meg8l Il ap2that - aghhdh &nyaed®s jlea
meg pontosan. Ha ez az ®rt ®k kv eveselkbnhymizet t1, &
van, akkor RNS is tartalmazhatA m®r ®st el v®gezhetj ¢k hagyom8nyo
anyagra van sz¢¢ks®g¥%m.lanoba om§adkancabdugkildk43b s 8)b,r ame | vy |
egycsepp (<1 ) KNBScentr §ci -j §tsm®kfjraf egym®pecbé&hi s

43. 8bra: DNS k onnacneondtrro8pc it-e cnh@®nri @s8ev a |

41.2. G®l el ektrofor ®zi s

Mi ndenfajta g®l elektrofor®zis azon az elven al a
t ® ben az ellent®tes t°lt®sT elektr-da fel® v§&n
aakja ®s m®rete hat8rozza meg. Ez a h8rom tul aj
p-rusm®retT g®l ekben az elt®rR tulajdons8g¥% bio

412.1. Agar -z g®l el ektrofor®zi s

Az agar -z a Vv°agamg Enaptodle gadgudcrh ar,imédlyPDgazt eatkke v Rj) &
anhidreL-gal akt opiran-z | ine8ris poli mere. Rendk?2vygl
bi ok®mi 8ban az agar -z g®l el ektrofor®zis DNS mol
szol g8r: zM@ME bepatl-Ol bt Kopibg 110e r j e(dhRo sTERADALSS gnie)l e k u | |
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lehets zv®8 | asZADM3 i mol ekul a cukgatf?ow ztf Sk g @eae neawe an &n

hossz%s8g8val. Ez®rt egg®vlheoszfzomneé §ém se)lgl@dé lepyoezk ¢
p-lus fel® v8ndorl - DNS mol ekul 8k mo®»éosoldatB8 sa ar
forral 8ssal k®sz¢l. Der med®skor kv etghaean za t @®®Ilhtg

interkal 8 | fluoreszcensf e seti®ddunk, amelyaDNS UV f ®nyben | 8t matm8v §

kor 8bban i s -beomidat(d.€&.4.t S8gbtt2&dailumazt 8k erre a c®Ilra,

hat 8s%, ez®rt manaps8g m8s, biztons8§gosabb fest
S\

Br N=
R asas

44. 8 Dbr a: -bfomid fuorésztéensDNE ek t ®z er kez et i k®pl et e

A g®l ©°nt®sekor, az °ntR form8ra mer Rl egesen, f
sz¢ks®ges zsebeket fogja kialak2tani. A f®sT me
dermedt g®kbRessvakosah®sTt, ®s a zsebekbe pipe
ell 8tott k&8&dba herezzOk a go®lt.t 8Awe gpylsekgp s df pRAG
egyes mintk&®&hred R"D¥S dat ot i s Ikteale§hak, k@tefl @1 gl fi &
A glicerin arra szolg8l, hogy nagyobb sTr Ts®ge
pufferbe. A fest®kek seg?2ts®g®vel pedig megs8l Il a
| 8atth- v8 teszi felvitelkor a mint§8t, -o8s gkdil w&In- ey
bpos DNS fragmentummal fut egy¢tt)-ciandlbha@yorklaBsan s z 2 1
hal ad a g®I| bexnel( kfbut 4e kyppt tDN.S

Az el ektrofor ®zi shez-bloaERTIAVEdy TAEpTuskzaf ceelE (T RBE i ohreir K
fontos t®nyezR a DNS el ektroforetikus mobilit$8s
k®pes haladni, m2g ha zte"t|Rkn®apgeasss ®gz iiso me’rvRe, k sazki kko
a g®l meg is olvad. Alacsony fesz¢lts®gen a | in
megfuttatott g®lt v®g¢l UV f®nnyel vil §mgRdti R&kn n
vil 8g2tani-ekogBakaa BN§® ben. A | 8that- -v§8§ v§8lt
tiszt2zt8sra, felhaszn8l 8sr a.

Shbgar®lzelgktrof or ®zi s
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4122. Poliakrilamid g®l elektrofor®zis (PAG

A nukl einsavakat nemcsak agar -z, hanem poliakr:i
egym8st - It. aA hPOAGEzont 8l i s agar -z elektoreod®zi®s
k®sz¢l ®k belhder ®G)d.z 24 kpdl i akril ami d g®l egyi k 1| e
hogy sokkal ki $eb b oa20@0snekledichy@arjedt e®s k®pes el v 8§l
nukleotid hosszbm k ¢ ° nbY a@®Ry opolgionukl eoti d szRB®la&kakl ass
DNS szekveng§8lwel sw§l8ans ZPtAIGEK el a k¢l °nb°zR hoss

g
a
E

egysz8ke¥ebNB8gym8st - . Megjegyzen8tRgr dilolggn aka @miult
el ektrof or ®W.i520 fejpzads zatl hak m8s szintetikus pol.
akril amid viezgefse |ke°lzRe gibneinc,i 8 or ok (pl . perta-Ai®hi s
diamin, TEMED) jelenl ®t ®ben gy°k°s polimeriz8ci
poliakrilamid keletkezik. A t-®ehtbkz@krddaearnk ed?et]
alakul ki, aminek seg2ts®g®vel a hossz¥% poliakr
a feh®rj®k el v€8lhagtB88§B8uak smPAGE m®g a nagyobb
kisebbek, mint egy kis@r et T pl azmid (1 kbp ~ 600 kDa) .

46. 8br a: Poliakrilamid g®l elektrofor®zis k®s

Mi vel a k¢gl°onb°zR hosszWs8gY% DNScwmopektlo&§k neglha
miatt), ez®rt a |line8ris molekul 8 mindig m®ret
kever¢nk a g®l hez, p®IDNSulszEl ekt al akkar 1 & leigryd §
m®r et al apj 8n szepar 8l -dnak. Feh®frgR&r je@ke t 8®hema
PAGE sz8mos m8s v8ltozat SRAGE, hiazsazenl8d k turko nfa2sD fP-A

4.1.23. ADNSek m®r et ®nek meghat8r oz8sa

A DNS m®ret®t ismern¢gnk kel , ha azt anali z8I ni
m®r et ®nek | ogaritmusa ®s az el ektroforetikus mo
m®r et Usgak?irmtt | ine8ris az °sszef¢igg®s). Cgy
fut8si t8vols8g ismeret®ben, ha mell ® ol yan DNS
pontosan ismert. EzZANS AlvRtgryaomo |l ekul ak gl Yynmaz Rem®r ami | ir
mol ekul 8k kever ®ke. Az agar-z g®lt alapvetRen n
mi v el p-rusm®rete |- -val nagyobb a poliakrilamid
koncentr8ci-j8tzRI m®sedRemolk nluknke®ti dokat | ehet
nagyobb, min®l t°m®nyebb, ann8l kisebb DNS sz§l



tartozi k egy optim8lis p-rusm®ret, amedendmen a n
akadnak fel, hanem k®pesek hal adni benne.
A hosszabb molekul 8k a g® ben Anehezebbenodo hal a
mol ekul 8khoz k®pest. Anopbalfinmaugkglbeamt ibded ko | gy@&lgod i av
cirkub§ax§lt plazmid form8k sz®ttekeredetts®gg¢k
szuper helek.8|A sl iDONeSar i z8lt plazmidok pedig az e
mo |l ek uls8keralnatki mobi | it 83i8dr @dig®d mielnaial a@vfed RaEtnt
agar -z g®l el ek4n oBautatpt | kus k®p®t a

ng0spg bp  DNS L. ) 3. 4, 5. 6.

ra——— .. minta _minta _minta _minta _minta___ minta

30 8000

70 6000

30 5000

30 4000

30 3500

70 3000

25 2500

25 2000

25 1500

70 1000—

25 750

25 500—

25 250

47. §MAhgar -z g® DNS | ®trgval . ®4 Rih?tBkazRvAENE&mMmMI y
endonukl-eagy2 @l e 1kezelt ¢ k. A 3. minta kiv®tel ®vel
me®r et T s&8§WBa® pluanmkd DNS minta cirkul ris maradt
gyorsabban, m2g a relax8lt, kitekeredett mol ekul §i

m®r et en k2vygl a DNS mennyi s®g®t i s meg

4.1.2.4. DNSeki zol 81 8sa agar -z g®l| bRI

A me g f e l-tépl RktdDWG inszert DNS), melyetple st ri kci - s em®szt ®s v
eredm®nyek®nt kaptunk, az agar -z g® bRI DNSzol 81 n
mel |l ett maradt e®zoknp D R&e(( 8 nli onvaelgkyt.car th-als2t at | a
Az agar -z g®l elektrofor®zist k°vetRen a g®lt eb
mert az UV roncsol nt§8 aA g ®&lohle8zl na d oktbtongiriigetDbNeSs t ® k
SYBR Safe) ugyanis k®k f®&nyben is fluoreszk§glI,

izol 81 8st. A g®l bRI a meqgld.d8 el rasmkpR| telyDNEIi &
i's kinyerhetj¢k.

Az i zol 8le8lsektt°rvoseRl nhiceimi kor a ki v8gott g®l darabot
hel yezz¢k, ami i mperme8bilis egy biaohgbygadRSo0k
pufferbe 8ztatjuk a g®l darabot tartal maz- dial?
k°or ¢l . Ugyan¥gy, ahogy a g®l elektrofor®zi sn®l i
az esetbea g®VBRHOPprde nem juthat 8t a membr 8non
pi pett8zni a m&rr ttail stratza DNS yad®kot .
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48. 8DNSagag®lzbRI i zol 81 8sa steril

ADNSt tov8bb | ehet m®g tiszt2tani fenol os

szi k®

extr al

m- dszer a80)G-®hdnffampm@BRa Ezen a hRmM®r s®kl eten az ¢

roncsol -dik, 2gy egy sziTnryRenr hkeetrRe saz tDygN S .

mini prep m-dszern®l iismertetett szi

cEegnyt rti of vu
alacsony hRm®r s @éwneltngagabkgnskngtata, mivel

ga ol

i ka AbDBIShbr §n

I
(® RNS) g®I bRI t°rt®nR extrakci-j8ra sokf®l e ki

4125 Restrikci-s t®rk®pez®s
A k¢l °nb°zR restrikci-s endonukl e8zok elt®r R fe
mol ekul 8t k¢l °nb°zR enzi mekkel em®sztve k¢l °nb?®
enzi meket ©°nmagukban v a gakapbtoDNS fragndehtvmeakatal k al maz z u
g®l el ektrofor®zissel v8lasztjuk el. A fragmentu
mo | ek urleas t¥ini .k c®tld. (9.t &)bkr ®&p

BamHI Sall

BamHI Xhol XIToI Sall Bar-;';Hl Xhol

10 kb s

Thbm=== === kb 6,5 Kb=====55 kb

3.5 kb—s’SM— 45 kb
— 2.5 kb

3 Kb s—

— | kb

BamH]I

Sall

4.9. 8hbr a: Rekombi n8§ns DNS konstrukci -

t ®r k ®p e
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Ez egy Akirak-s j8t®ko, ami azon al apszd%nt ihogly
hogy melyi k em®szt ®s n ®|I milyen m®retT fragment u
t ®r k ®ld.8.z.Infejezd). Az i1l yen mint 8zat mEztDNRujlengométrak n ® |
nevezi k ®s t°bb c®Ildrdd.32 fejezd).el t udj 8k haszn8l ni (

41.3. Hibri di z8ci -s techni k8k ®s nukl ein

A mol ekul 8ris biol:-gi8ban a hibridiz8ci-s techn
ki mutatni egy adott DNS, RNS vagy feh®rje szaka
mennyi s®p®n R$§ ®g®r RI . A hibridiz8ci-s techni k8kn
szekven8l 8sra, ha a genomban egy mut8chibrvdgys
techni k8k molaek wl §r®nsa MMENjSaekr BB#Eonggeyo mpr sz 8l a r eve
denatur 8bhatrenatur8ci - nem csak a k®t eredet]i
pr-ba jelenl ®t ®ben az is anell 81 (hozz§8tapad) a

Ezekhez az el j8r8sgkboxrxat amBt ymnnDNS vagyRKPE E@lav e n
Pr-b8nak nevezz¢gk a radioakt2van vagy m8s m-don
t°bbs®g®ben ol i go-+vagkpolakliedtidbt, am®o mp T mehi go a Vvi zs
nuklei nsav egyiskek§esml8Engk egysmi@®lgsgEilIba c®l nukl ei

k®pes kapcsol -dni . Asttngenoy)a tdti zI8cfi¢c¢gdszhgey “nilgye
hRm®r s®kl et et al kal mazunhkh®s Malgass amye | ilsgingen) B ArR.n
k°r ¢l mdnyeket jelent, i1lyen esetben csak a pr-b
Azonban magas i oner Rn ®s alacsonyabb hRm®r s®kl e

hozz8tapadhat a pr - ba.

A fejezet el bRkP®zZ®Men®a pel °l ®s | ehet Rs®geit
Southernr®s No rl tetneyrotmat  ( brIRd tin)sitahat 0 s z d ¢  PESBchigek RI | e s 2
sz-. N®hS8ny tovs8bbi h i b vagyplakkiBicb r-isd )ymz 8lss zaez tt 4 IpK a
m-dszert | e2r - flde§ fejezad.t( e mi tb & i g yld Bid.m karr( il m8nt® g-

Hi bri dgi z8ci

4131 Nukl einsav pr-b8k el R8Il 2t8sa ®s | el

Kor 8bban sziindte- kji calgslz®@s8gt ak. A jel°lt molekul a
(I d. algABHay-ATP,e-BEt Az i zothastn§ Bty red ke €4 nap)j d R

Bpt(t=25nap)®St(ti=87nap) A hi bri di z&ld§ 0 ackrn e syeaRtyc@ta dialo g r
tessz¢gk |'8that-v8., K®sRbb megjkelzePnitte ka e gayd® bo ajket li
®r z ®k efnlys®rgéils zceasj pdt ®l8kel | egink8bb. A fluore:
szekvdnXRfejdze) (®s a PCHR.63Rfepzzletbesnz (gadi okartém ®s

fluoreszcens pr - b8idgoxideRinz ®t egmegeREen) g imanog®n (
nagy affinit8ssal hozz8k°tRdR antitestek 8l 1l nak
nukl eoti dokra konjug8l hat -, s be®p2thetR nukl ei
hozz8 konjug8lt enzim 8ltal term®kk®nt el R8I 1 2to

Azol i gonuk | katstziid 8prd-fl88sied a (S ziimtt ®2ii ¢ 8t dNDVRgya n ) ,

RNS pr-b8kat @@8ti maunkusltiRRs g a goNX ncelhegk@u |l a v
veg] ®hetkz®& ®t enzi mre van sz¢ks®g. -Adodordot,magdus f os
polinukleotidk i N8z seg?h RI®gIPx@t - peIgpatlgP O s zF 85 zf &L ° 1 t 1) (

50 ®®r 80 ®y ] bdzabDNGsol i mer 8DpokxB®a@ukl e8z aktivit8s§gt
Avisszarg8§gotto sz8l hoz -ABRpolzmergzvagyi vi-u®gesHRr
k°zel ®be. Ebben az etsehhbesd er&Int®d k &b amf dijseAdr3rit®Itd CGKE
jel°lni!t). K®sz2ndoardopnRBN&Engy mag, phodgymeDNESzZ s eg?
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dCTRb Rl ®p ¢l be a jel az % onna spzoi I nitneetri 8zz8zl at| | O8N
templ 8tRNSpr jkb Bi°sl tel Ritlot ¥ amazkki pci - val

Megj egyzendR, hogy pépedtnekeinsa(PNA)D ir n kiisgamelkekben a¥%n .
cukorfoszf 8t gerinc ®s a -@aninpdtlpgdii ®s mt evr§ zk °t ta® s8d K
ehhez -kmetbb®nl csoporton kereszt ¢l kapcsol -dnak
foszf§tgerincher8kaps8§gkvdl, bgeh8§bka PNA is tud
| 8nccal) E g y.10P N®hutaiRlsez | et ®t a

“NH

H@

HE

HE

410 8br a: -nEHugkyl epienpstaivd r ®s z| et e

4.1.3.2. Southernb| ot (|l enyomat) technika ®s az R

A Southerrblot (magyarul lenyomatechnikas peci 81 i s DNS s zak asszzod ky 8K i neu
komplexDNSmi nt PRdn8ul g®py j@deintd ®t ®t tudj uk vizsgs8l
genomj 8ban. Ezzel a technik8val a g®n m®ret vag
Al enyomatraodo az®rt van sz¢ks®genk, mivel a g®lb
somr,8 m8sr ®szt a g® t°r®keny ®s nehezen kezel he
ASoutherrdb | ot ki vitel ez®sekor el Rsz®r a nagyobb m®r
restrikci-s endonukl e8zokkal kisebb darabokra h
hi bridiagti egysz8l ¥ DNS mol ekul 8kra van sz ks ®g
kett Rs sz8deatt§t tmalj dse&kml eges2tj ¢k. A g®lt el ektr
vagy a blottol - folyad®krkeals i8mjitiijrauloddy ©lz Tz Rpap?2
nyl onmetmbrA nmembr &8&n f°|l ® tov8bbi nedvsz2v:- anya
miatta DNSmo | e kau 1g8&kl b R embr§nba v8§ndorol-ak&t IA° m

a

meg ugyanabbbana aba

nitrocel l ul me mbr 8 eﬂ)@ﬂo‘: b e § ksuagmipa nomRileendb e IS@ S
I s an mhecmzbz@ln‘htolzck EztDM3 vet |
M d a membr 8nr - | | emossuk a
y

obom®®eerel detekt 8l juk a

z
pedigUvk e zel|l ®s s el kova
t°rt®nNR inkub8l §8s.
8f e

m
¢ a azok ereldedli | §Ar a g®I b
e
j

autoradiogr e lBvadg 1

8
n
e
a
f

a radioaktz2v jelet k°9zvetl e
vesz®l yess®ge miatt ma mS8r

igit8lis jell®
®kE b®oh avahmmiloiaB8 t o s .
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Radi oakt?2v pr-ba eset®n el Rh2v8skor a membr 8nr a
hozzg8k°tRd°tt a mint8hoz, | f ek gtydockiels na kf ial m.i bE
azonos?2tani k2vs8&§nt DNS s8vj8val . fsafoimfye screeh ahelr | e
n¢ |l di
kev®Ek



pr-b8n valamilyen fleyste®kzcamy a g It.alad lkhadti -k,usame s z f
ol dhatatl an sz2nes csapad®kk§8 alakul, ®s megfes
nem i zot -pos fdletekeée 8 §s,nsankidkneart ali iScst i n8@st ar - b §
me mbr 8nt fluoreszcens reagenssel jel©°lt avidinn
detekt8ljuk. Manaps8g | - Wenlilumméstcenrcji gt elb Rp@SLEIs® z
EnhancedChemluminescence me gn®° vmilne kzeme th i a) . Enn®l a m-ds
val amilyen enzi-metoxi8d§al Sbhamj tggimaak. Ezut 8&n a
amiatormgper oxi d8z szubsztr8tj8t, | eggyakr abhkperoxidl un
jelenl ®t ®ben, a | uminol gerjesztett 8llapotba Kk
rentgenfil men azonos?2thatunk. Fenol v8zzal +end
szeres®re is zn°AneddnmectvRe | tEX tkRd millessmi neszcenci a a
-4 szlirOpapir
/
/// nitrocelluloz/
1‘ ~ nylonmembran

- agaroz gél

—— tamaszto szivacs

[ Ny
R S e <I puffer

411. 8§ Doutlern-blot (lenyomat)technika. A g ®| b etn Adi®vrRo DNISI ul -z vagy
transzfer8ljuk, 29gy az e g8l aapjaoakt BNSrmnez8eat 8hi
t°rt®ni k, amit egy puffer tart8lyba helyez¢gnk. A g
szTrRpap2rt helyez¢gnk, hogy fel sz?rwjsazta, |l pufEfzeSrltt ad

membr 8nba v8ndorol, ®s erRsen i mmobil

Southerfb | ot t echni ka s e RFliP{ResyrigtionElagmant_angthPoigniorphisin  a z
restrikci-s fragmendum-kdeszer pobkia NS ragmemunsokar § n
is. Az RFLP m-dszer | ®nyege, hogysingleomuctedtideg DNS n
polymorphism ki ejtve Asznipo) vilgg2that r8&8. Az elj§
endonukl e8zokkaPnbeéz®&I gnklo3RARejézd)z oeki t ®r R DNS sz
i smernek fel. Az endonulKlragmeast kend&l M z8Yumtatim Zfk edp
szekvenci 8k sz8&8m8t- -1, m®rete pedig ezek t8vol s§
g®l el ektr of or ®Boutharreblot hsi zber pi adri &kSfca k- REEPFabban az esetben

e

o

jelenik meg, ha a vizsg8lt DNS sz8lon tal§ gl hat -
t°nkretesz vagy egy % at hoz | ®tre. Il yenkor gR®@
kapunk. Azi RFLPI BlMRAALR Ejl jstReaybeht ®r k®pezR, sz®I e
(DNA profiing, DNS t i pi agneyet bevezettek az igazs8g¢gy
Az RFLP technika nagyon font e®pez®k®henmpl k¢gh©ogh
ki mutat 8s8ban. Ezzel a m-dszerrel k¢l °nb°zR bet

A412 sntegyb Tnt ®ny el k° v edtl Rjt®Mme ldsSeutrredr rel R81 1 2t ot
t°rt®nNR azonos?t8&8s8t mutatjuk be. Ezt azasal ®&wdkr
k°zep®n (ian ds?2ztetxaut88 % gyi | kKo DNESg uglj kK engtoRe®t ad alp
®l et fogytiglani ib2rvdhbs;ant bt ®ss8gitt@lyb&orl| atban
bi zony2t®k al apj8n sz¢ (l etett meg az 2t®l et).
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Kromoszomalis DNS
(pl. elsészami gyanusitott)

Restrikcios endonuklazokkal
torténo hasitas

-
—_—

-

U234 DNS fragmentumok

agaroz gélelektroforézissel

A fragmentumok elvalasztasa
(jeldletlen)

&I~ N FE
e $EF
,gfgsf é*ba" ggg V&L otopieldit
TIFTQQ {:\J{-};) DNS proba
T O
_"EE§E_"|— E_" _"EEEE_"|—
==SESE =|Dns = 7 = | Probaval == = | Auto-
===g= ws | denaturdlds = - | egylitti - == = | radiogrifia
==== eés blottolasa = inkubalas, n .
EE=E nylon = majd mosas E=
--EEEE_- membranra _E__ __EE____
412, SRARLRAmMint DNS ujjl enyomat ee| BEBE266888n az egy®nel
endonukl e§zokhelt rem®@s ®ri &s e Foditbeend § b & s h i spagl k d8il el &]t§ s§ k
uj jlenyomatot, amel kYedt Bk®r iegyabdmo®Rhtyani | eh

4.1.3.3. Northern-blot

A Southerrblottal rokon technika a Northetrlot, csak ebben az esetben DNS helgeglt S mo | ek ul 8§

anali z8Emnkz el j8r8s j-val nagyoRMS ed Kkvdigy8zlatio
Ez®rt minden ol-8zatmdnt®ess etserki® zkelRINN Seg?t s®g®ve
pillanatnyi g®nexpresszi-s 8llapota ®s annak vVv§
esetekben. Azti8ztolaglar - mRY®I mnnv 8l asztjuk el , de
tartal maz, amel yetk dneengastzusrn8tliejt8ikk aazz ReNsSet | eges m:
m®r et T RNS molekul 8§k eset®n (pl. PORNSAal maRMayn
t°k®l etesebb el v8l aszt §8s -t®rtdaerkt@blema.z -Azg &gty neyll vos
SoutherAb | ot hoz hasonl - m-don. A blottol8s uts8n az
v®gzi k. A hibritdiag8kimukarahdn®nRNES, a haszn8lt
jel°lt DNS vagy RNS pr-ba) ®s a haszn8lt hibrid
Southern blottn8l | e2rtakhoz harsomad -megfhélvdlaR j
k°z°tt (alacsony s-koncentr8ci -, magas hRm®r s ®k
RNSeket det ekt 8§l Yaj radi oakt2v pr-b8val Y rahit
4134. Insituhi bri di z8ci -, kariotipiz8l 8s

Azinsituhi br i deilz &8crig8ss sor 8§n, sejten, sz%veten bel ¢l

hibridiz8ltatninsifjuBNSI|Ihilpri dbisk&lags &Izt al 8ban a Kk
megfigyel ®s ®r e hasmgittRMS olsi nr idd iz 282,°Sveestajd ea ze xapdro
MRNSeket, illetve miRN&eket tudjuk kimutatni mikroszkopikus metszeteken Az egyik legelterjedtebb

v8l tozat a e nn#Bukresacensresituthn ibk §dak 8ai - ( FI SH)gy amel |
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ki sebb szakasz§8t I|Ae HdtS Hmé gejcehlnd rk28tke nfiej | Rd®s ®v e |
|l ehet citogeneti kai diagn-zisokat fel ll2tani,
DNS szakaszok kimutat8s8hoz t°bbf ®I pel(plbiotin,a §II
di goxigenin, ©°sztradiol) jel®°lik, amelyhez k¢l ©
Teljes hossz¥%s8g¥% kr omeaningprs§-kb &k malt kaa ISm&8shaok. aka
sz2nT fluorokr - mmahbfeR°ki &mBsk lsmlknamBg f ognak
mulitplex-FISH (M-F1 SH) techni k8val egyi dej T(detd3 | §b? @b et
ez8ltal sokf ®l e DNS 8trendezRd®s k°zvetl engl K i

413  §Muttiglex-FISH. A hkunoSmoSkk gl ° nb° z R ffd utoj@édicRdtic emrs 8 s :
JackeyCheng.com

Akromosz- m8k tel omer ®s centromer r®gi -iban eqgy
tal 8l hat -k, 2gy ezekre a szekvenci 88kra tal g lt§gk
sz8mbeli elt®r ®sei nek skpemuitfaitk8uss§ p&sc atfkra@sspacpratk b §
r°videbb szakaszok jelenl|l ®t ®t, hi 8&sglBtelvBglyl 3t o
mi kroszk-pban is megfigyel hetR. Azonban a detek
tet ®ni k. RO A kalmeam fluoreszcens jeleket is ®r
k®pes A FI SH fel btonlt 82 gMlk@pgegesed@®Pga DO Sk k pArFibld n z 8
m- dszerldRI2. m®Bmgi.)m§ c i

4.1.3.5. DNS-chip (microarray) technika

A hibridiz8ci-s t ecDbNSichip§dgyniceoarjEgypkibm®5é t22bnfat a a
szil 8rd(plordezil ifledrg| et We g s zta’hlBH ypGOd ®1 Resnzd e k ®s
DNS [ﬁrr°l:g22tenek koval enswagy Eamiti?a t®mihle§nmdl., ed
fotol ig og r1§§°rir§s®m§,{zint®zis (oligonukleotid pr-bsg
mennyis@g'ﬁ aDNSal mas600A pukbglkt hossz%k®g¥ak,
specifikus oligonukleotidok vagn vitros z i nt et-f z 8 § me DNSmok Amgy el | 8r §
mi kroszk-p seg?ts®g®vel detekt8ljuk azokat a
van jelen a mint8ban. A klasszikus, az el RzR
chip technol - gi 8n §mintaweszpiya itad upl

mi nit ®@mo b j B(kzI8dt t ol §ssal ).

pr
al

upl rt,- ba82tgr azae®Rz& m- d

A chipekhez haszn8l atos cDNSami ns &l 81 th1 §8anh ¥
sejtkult¥%r 8t felt 8tr,] 8&kmi DRI rkai mvsoenk)r8tkp sagzz nnaReN ST P B 6
mennyi s®gT c¢DNS azonban nagyon kev®s | enne a to
m-don jel©°lt prpleywwrveékCy8e g2StéskiBgz®wrenls2t j 8k a tar g:¢
eztacDNSt t artal maz- ol datot inkub8lj8k a chipen.

8l tal 8ban egy speci 81 i s chipleade)r esizzeqn&! je§ Rh2A - c Ki®
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ki bocs 8§
el emezi
express
r szl et

tott f®ny sz2 ARka@Pestink®perit §z8§m2deyg®hts§
k; ©sks¢glehmals® R 2mijr8tk8 ki, h? pyi dgy S8adobt Rk ¢ ®
zi - soyar&lztSsomm&s alemaz1| het Rek, mel yAo kk i@ t@® -
eire ebben a jegyzetben nem t®r ¢nk ki
ADNSmicroarraym- dsge®t esk°r Ten al kal mazzg8kg@néxpkessn
v8l toz8sokat -ktvRall akreizndv eaza StNePl j es genomot 8tfog
m- dszenmaleilz8l ni. Tov8bbi ®r dekidoshadgmk @DNSa m- ds z
microarrayr R1 1dnk®8 ani.m§c i

Egy -opifetRs egy expresszi-s °©°ss4déeh Sdatapdbé. t - vi zsg§l

rakos sejt normal sejt

v v

mRNA mRNA

AFFYMETRIX,
e .

e
(]

o
(FET ]

D

reverz transzkriptaz és
jelolés
v v

cDNS cDNS
voros fluor. préba zold fluor. proba

két minta egytt

hibridizalas a
microarray-hez

414 8§G®whip( az

A yX biotechnol - gieani exqy®g dteg rTm@&kge
40. 000 hums8n (

S

h

r
s eg®r (] ob beketachippminsituk ot pt utmogr |
kus komplfeonterngse:r GEUNEeeppeadimeagakon r e |
t g®nexpresszi-s vizsgs8lat (r¢

szintetiz§8I1t
Licens. ¥ssze

42. Rekombingmskkong tervez®se

ArekombingoseRNSEa egy olyan mesters®ges konstru
mol ekul 8b - | 8l 1l 2that- ©°ssze. Az egyi k maga a vi
amely | ehet Rv® t es zeit ek breenp lai kg8Rcnie-xtp r(e®ss zei g yte si se)s.
darabotipszerty egy repl i k8l -dni véktrpe &k aPpNSosnekveéssiz@v.
bejuttatjuk egy, a vektornak megfelel R gazdase]
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rekombi n8knsnd@mMScsak a vektor replikonj8nak megf
organi zmusokba is bejuttathat-k. Az ut - -bbi eset
(Id. 15. fejeze).

Ebben az al
a konstrukec

fejezetben a molekul 8ris Kkl -noz8shoz
[
fragmentumot, amszere t
0
I

k tervez®s®r RI | esz asizzsgPMSaman sz
®s a hto,r dao zv- e kDtINcSratz. i R@xzzlrdt eé®sz @ak v e
kkal az°rn®eBr h&@®3t 8 & v mhk tto & nabrit Gall Brgasz
shelt Rlst@Fle ek o @b isve@gkgvlelNES §ji8nmkdet é e

endonukl e 8z
gazdasejtek

421. Az inszert el R8I12t 8sa

A rekombin8ns DNS tervez®s®nek el sR | ®p®se, hog
a vizsg8land:- DNS szekvenci 8] a nem i s yyspecifikus mer t
funkci-j8®rt felelRs g®nj®t keress¢k, val (dz2nT
8.fejeze). B8r manaps8g technikailag jelentRsen Kkise
ezel Rtt, komoly idR ®s p®nz r8ford2ts8kaadl kan | ®
DNS®r RI van sz-, amely Id@feezedj 8tt enBFt saz kasknt§tl t BN
szekvenci 8ja ismert.aEkkhDbor m8&i indDNSsadldizle§xies
10.1.2fejeze) . HS8r om | ehet Rs®g 8l 1 el Rtt¢nk. endyibenel s R,
rendel kez®s¢nkre 811l genomi 8l i s DNS vagy RNS mi

| e het Rss®egi,n theotgiazanSzertetat g mik m8r a, b8r m®g mindi g el
miatt (minim8lis8munkgym®s AUiReghadidebéset a | eg
egy kIl -n adatb8zisb:-1 szerezz¢k be a benntflyek et
AKl -nmegoszt -0 s AdidencS | d me¢ ISysb @ ®b 88kl et eheti az
azt b8rki megkaphatja, csak a sz8lI12t8si kPRIt s
restrikci-s enzimekkel k©°zvet llde6¥dlejedel v8&ghatj uk,
Aszubkl -nozhatjuko az inszertet.

Az inszert el R8I I 2g@&g®&nat tr algtveggcDNSINg @ .k almwgpk &dy r
cDNS (complementaryazazkomplementer DN§ az mRNSr R | reverz transzkript
m8sol at. Ez wut-bbira akkor van szg¢ks@dg@dhfejeze)ha v
vagy expresszi-s konstrukci-t akarunk el R&12l 2t a
®43. fejeze) . Font os eml ®keztetn¢gnk r8, hogy az eukar
tartal maznak, azaz a g®n 8l t adgagk®nd oONS nsRzNeK vseznecki
t®nyt figyel embe kel venn¢gnk a DNS konstrukci

421.1. Genomi 8l i s DNS inszert

Ha a g®nnel akarunk dol gozni, akkor vagy az ado
genomi 8ti keDNSigeh@8mnfhks R°nyvt8rb-1 Kkikereshe
val ami |l yen hi br i di-zagyplakksi ted ij ®ir828eprmet ; (el mai m8§r
egyszer Tbb k®t s pe cdspecifikus®NSgrek fha y v svBaggbyt ba®g GBvlietla | |
genomi ShH sz PINBa z - PCRmeIll 8d mp (Idi6ffagjekeB |l M Aii PCR pr i mer e
be®p2thet¢nk restrikci-s endonukl e8z felismerRh
megval - s?ld&dat §8a6idd sepzetien)

Ahogy kor 8bban m8rv ebzeemtuR baht tkulk-, rddaz & deig ic s®th rg daki 2829 ikd -
fejezet) APCRt k°vet Ren agar -z g® ben futtatjuk a min
| ®t r 8hoz viszony2tva a megfelel R m®rle¢eFzolkal zh
az inszertet, amel yek felismerR hebg®t Aa pnsmer
has2t &8st k°vetRen ragad-s v®gT |l esz, azaz egy Kk
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°ssze tud tapadnv@iéehet s®ym@sy eépmprestri kvcBigTs e

DNSek | i g8l 8sa, mint az kor 8bban%jnfelgeim$ 2t 2dgy 4 k ,
szilika oszlopon, hogy elvs8l assz®s @zzehziem&l®s R
l i g8l 8sra k®sz inszertet.

421.2. mMRNS i1 z0ol 81 8s ®s c¢cDNS inszert

Amennyi ben a g®n 8l tal k-dolt feh®rje aDNS zsg§l
szint®gy sesetleg szintetikus DNS j°het sz-ba. K
cDNS k°nyvt8rat, ami bRl vagy expresszi-s szkr?2n
(Id. 8.3 fejeze) vagy PCRr e | 8l 1 2tjuk el R az inszertet.

HacDNSt akarunk el R8I 1 2tani, tudnunk kell, hogy
mennyi s®gben az adat meqR8Sel Ri g8Paesetzéef ukiagty8ilsej
RNSt i zol 8AzunkNS i zol 81 8sra sz8mtalan m-dszer ®s
kl asszikus m-dszert eml 2t ¢nk. Enn®l a® nm-kd saz esrer @
®s a wreerese$8zis al ap¥% extfanadkicor ofgaurami @l diant ti &lo.t
tartal maz ztamid DN8oztz8ll RNeS | kezel ni a kromoszom§l| |
®r dek ®b en. Ha CcBN&8 k®hywnkbgRENSE p k@® | RN ol 81 ni , &

t Tni k, mivel az mRNS a sejt teljes RNS k®szl et @
eukari -e&nmRN®an e g)yolitAdalok,j daonmes| 8ygeat, kai hgplz@Bg®Hhad
affinit8s &rbomatbgt Sligodegoxilimjiditr(Bigoth ) . k Ot ¢ nk koval e
sz®nhidr 8t oilg@d T i xelolzud(pd .t el j es RNS-ek®Kk2?It RtdmRIk
oszlophoz. AcDNSr ever z t r enaimmnekid. 8.Jp5tfdgeze) 81 | 2t j-dilflprimert R, ol
alkalmazva.

Amennyi ben egy expresszi-s konstRNGKkRI i & k®satu
tamelyet PCR el s o k s z RT-BCGR2ld thdadtfejeretk A RCR-hez ebben az esetben is olyan
primereket c®lszerT tervezni, amelsyak kait-aspad-dc
felismearzRh5edl yte¥sl ny %l - v ®g¢kon.

42.2. Avektorel Rk®s z2t ®s e

Nagyon sokf®l e kl-noz- ®s expresszihogyv dlktsark 08§ Ik

akarunke.colisej t ekben vagy m8s gazdasejttel i s dol go:
specifikusak a gazdasejtekleme nnyi ben a rekombi n8ns DNS konstr
juttatni, (sfwtkek oA bwepkstradrst kel |l haszn8l nunk, ami |

Figyelembe kell venni a rendel kek®selet8)| | es &tl | &
szab8lyoz- elemek jelenl ®t ®t vAgy ®hij @nn&na&z | &Ig
vektort Kd. Yfejeza)sanvekjorDNS f el szapor2tjuk ®s el Rk®s z

Az ¢res, vagyis inszertet m®g nem tartal m&zoli ve
bakt ®ri umokba transzf or nt8rajdmkprepd y kkRisldz £H1ile2mAKy i(s ®g
vektorDNSt ezut 8n az inszert k®sz?t®sekor haszn8lt
®s XhoPgy az is ragad-s vegT-®sPH®kempl| Ement et

k®szen 8l |l darmBci emB#t Hacsalelg-.ymfmaz §sar a estrz &lcitkas &t
fenn8ll a vesz®l ye a vakbtoerk® kR®pr Ra &sPn2atka tvta gwpe
alkalikusf oszf at 8zzal ,(@mMAPel k&rv®ll 24k a va®d ®@rnRelara zf8d 4
csoportot (ezzehegakad 8l yozh-8@8nhig §kt) d 8ekdlotrort ezt K°vetl
4.1.2.4 fejeze).
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423.Li g8l §s

A 1ig8l 8s az a folyamat, melynek sor8n k®t komp
°sszekapcsdl®pmks.seHz 2®Bpl2tg ¢k be a vizsg8lni k?2v§i
l i g8l 8s k°r ¢l m®nyeit gondosan kell megv§8lasztan
arr-|l, milyen koncentr8ci - -j% az inszert ®s vekt
Elvi | eg megbecs¢l hetR, hogy milyen val - -sz2nTs®gg:¢
enzi mmel nyitottuk fel a cirkul8ris vektort ®s
Az Yun. effekt2v v®gkoncentr8ci - kisz8mol hat - :

j = 51,1 x[Ms]'

(Ms: mol ekul at®°meg; teh§®r p®kgtmd 8§ 9 Htai rae avreikz ®Irt kp
j -val kisebb, mintcg)z, eakikeokrt 2av ckiornkcuelnatrri8zc8c-i -( k
keletkeznek), ellenben ha gesabb¢>)) , akkor el sRsorban konkatemer
| egt°bb rekombi n § nisszeikNoSh ckebn.t r18: €2 ,- 5& evBeekytkoerz:i k, t e
kb.23-szoros inszert felesleg jel&gmnl @8A®H edi2® ®d ¢ P& S
fejezetben I smertetett m- dsrzera&zsei resneemtetfiglkes!| eget

A reakci - el-egykévgig@t PERES met ®s puffert kel
T4 bakteriof 8glbi-¢48stz88manazn8IDIN6k, amely a foszfo
ener gi-lBRI AmyPe rti §(latza IASTbPan az enzi mmel EQbRpYyE eBs
azenzimnek ag.colis aj 8tl i 8val szemben;ekheagy st dmsfEaB8v @ qu
fejeze) . Az enzi mr eakkeolisejltekbdjel ¥€dluf8ntatnunk a c
DNSt,t r ans zfscarim8IES& st k°vet Ren agam@stz®Pkérzl sizk®l & ar t
bakt®rium kultwr 8t (kb. 200 OI). Mmtibicdikum a v ekt or
rezisztenciag ®nt , ez®rt az agarba antibiotikumot kever
felvett®k a pdragsmemotssMewx&®rl - daxtt, inszertet ne
rezisztencia g®nt hor do ztelepgkis amegjalentainek atleenezénad ma z -
rekombi n8k skiDIN&SIl aszt 8s8hoz egy m8sodl|l agams as kKedlsd:
i smert etkeke R ®%rre .| ddk7c2i3.1fejézed.

A rekombin8ns kIl - -nokb- | n®h8nyat egy -bantes itl ®rpfi @
t 8pl evesbe oltunk. EzekbdbRt2mont prebembk®6nd oRPNE
el l enRrikogwnkval -Jfamegidd rRt alnmazzda et. Ez®rt azzal
amel yekkel a k|l -noz8s elej®n a vektor felnyitot
mi nt 8t , akkor sikeres konstrukci - e s eitr®ns kv@etk tDoN
m8si k pedig az inszert DNS a megfelel R m®retn®l
vektor k®t adott (itt BamHI ®s Xhol) restrikeci
izol 81t inszertbRI is.

A415 8hp@l dak®nt egy expresszi-s vektor konstru

1 a fentieknek megfsedrta (ebbenraz esdtbB&cDNS? kt ® suzk? tagzn ki nr e v
transzkripci -, maj d PCR 64.4 g @3sl @pewkieeh); t ov8bbi

i el Rkj&skzeédt ort (ebben az esetben egy expresszi
T invitrol i g8l juk a vektort ®s inszertet

1 arekonbi n8n4 @QOME dasejtbe jutld 43.]fejekedt ranszf or m§l
i a rekombitn&nesl viENS sejteket felszapomuk(djlak ®s

fejezed).
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e S klonozo baktérium
uman Embryonic o torzs
: . : - megfelel6
Kldncyisej ek primer par expresszios vektor . .
total RNS tervezése kivalasztasa kompetens baktérium
AL ] készités
PCR reverz transzkriptazzal specifikus multiklonozé hellyel
v . . primer par rendelkez6 vektor vektorral transzformalt
¢DNS "pool PCR-hez —=—1 o baktérium

e il l

inszert felszaporitasa vektor izolalasa /

PCR-rel \ /Q b‘?( "miniprep’ készitése

l l

inszert emésztése
restrikcios
endonukleazokkal

vektor emésztése
restrikcios
endonukleazokkal

az emésztett inszert és vektor
ligalasa
v
rekombinans DNS

'

kompetens
baktérium sejt ‘ Q U
transzformalasa O

fehérje expresszio

415 8bhgw:expresszi-s konstr.uk/A ip@®YyedakK®@s ze2sts®&sS ® rse kv esk®@
inszert el R8I 2t8s8nak | ®p®seit mutatj a: inszert el
feh®rje expresszi

4.2.4. TAITopo-k | - noz §s

ATA-vagy m8s H«®veegBEsepbyarn elkclh-nmd z 3 ia ,semmddNSEI yi nge8kz rsao
sem restrikci-s endonATAlké S nokiBas milaps as z Hhloeg®g a z
pol i mer8zzal amplifi k®I6j hkbagmvAek miu&heB8izk akz i
f ¢ggeotllieme rp§ z a kt itvriatn8sszaf e(rt8zr naiknt8ilviist §8sa) ®s meg

nNukl eoti ddal -v®gDBNS ¢ §lpmkdedneirza HBangely preferei
nukl eotidot ad hozz8 a | 8ncv ®gekiomas.ATAISIZ ike®g ¢ n kK
vektor ok Hivmlenayr¥lz-8ltti,mi3n6 ragad:-s v®geket tartal
| ®vR B &y %l - adeni nnaidv®gM®hleizn @a via x&d?pnoiiazedvrfenriugsz3 @ |
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koval ens ecns ohlotz8k8 k agpme | v el Rseg?2ld. 416 8b k&t kDMS tg
a transzfor m8Il 8§ sfte hk®rv estzRedl me Kkiectti t - s (HE7 12&8Rklej@k).n i

Topoizomeraz [
(Tyr274)
o

/O
(p
/ o
OH \
L
\P)

éf Topoizomeraz I)\

416, 8MAz a¥nk | TrAo z 8 sA svRank&j2ani 4 opdi z® MENSz enzi me egyar

enzi mk®nt ®s | ig8zk®nt. Egy s pecdrgiCCBHE-3.Azckamean c i §t
repli k8ci- sor8&8n enn®l a szekveareciegrny§lk masidtojna eag yl
hagyva, majd a szuperheli k8lis DNS fesz¢glts®ge | e
csoportj8ns8l . vRg®mlekE§dotszfgz§la B a topoi zoknédladBz t
vektort ®s az inszertet Oo%ws&giek&@blpearjtijka ta%rmaodj a & Cfl
el Rseg2tve a |lig8z reakci-t ®s a topoizomer 8z | ev§
megvsg8§s8roleri§z zalpok®towme. ¢€gy a vektort 5 perc al att

425. Li gs&fl¢sgsget |l en Kkl - noz8s

Enn®l a m-dszer n®li gg8izmas ®s z ¢ AI® gl is kg8 DN celnizmanr &z

(pl. T4, Pfu)3 06506 exoakiki e8z8s8ra ®p¢l, amelynek k°sz°n
kel etkeznek az inszerten ®s a |lineari z8Ilt vekto
pri mereket Ygy kel megtervezni, hogyendellezzenek§ b b
mel yek majd kompatibilisek | esznek a vektor t %l
is transzform8l hat - kompetldanmngs§ zs ehjotzezkab d ,®@taheo la & z
A primer tRInhwWWWEnye®gevlal amel yi k nukl eo-thidéd, pl .
exonukl e8z aktivits8s¥%h po®gtmRir Ske ddcVd ¢ letl B\nd I®2 W®jb
tal 8l kozi k az el sR citozinnal @otfdedipl| Stbam, ahov
A vektort is hasonl - m-don kell el Rk®sz2teni, d
tompa v®getnki ammaekdt amelynek k°rnyezet ®ben ugy
gunanin nukleotid, mint az inszert e-s®ed@ ®bxan wk Ic
aktivitsg8§s¥% polimer8zzal dCTP @Peé¢ent ®g®blenkapgi.
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2
GZJTGGAT
C~
St

>
inszert
- 5
ey
4ap,
PCR Gaa,,,
GGGA
-
5'-AGGAATTGATGGATC TRE GCATTACCTTACCCT-5"
3'-TCCTTAACTACCTAG CETAATGGAATGGCA-3"
Pfu
polimeraz
+
dGTP
5'-AGGAATTGATGGATC - G -5
31— G‘ Inszert CGTAATGGAATGGGA-3'

417. 8AIlr g 8fl 8pget | emozk e InPokz®&ssz 2 t ettt inszert

426. Restri kci+-s has2?2t8s n®l k¢gli 11 g8
Ez a m-dszer a hel ys paelcapfsizkiuks, raehkoolmba nCBNS -s zeal kva®
be®p¢l ®s®t r°vid, specifikus b8zissbBgeattiBs®ak
attP @ttachmentsie r ®gi -i . Az i nszertbe a primerret @i ss
|l nvitroBPEheeg8®gme kataliz 8| Gaewdyme K|l nevezt-ldle nals)y
rendszerrel k°nnyed®n ki | ehetamsakék &ai - tded ®jct
f¢éggRen, hogy a Lox hel yek hogyraenk ohnebliyne8zk eednnzei km:
DNSt, ha LoxP (34 nt) felismer®si szekvenci 8t t e

transzgenakKuls®t®rl eRH ®n§/sI@ MdB2 fejpza)s.z n/ | Gatoswgdy Kkl - no:
r ®s z | d4.322Kegezeben olvashatnak.

43. G®nbeividalej]l8§r §s ok

A plazmid DNS bakt ®ri um,®l®@lsezstzRt, R)nwsvefyn vie g ys®al | aet u I
sz8mos IB¢ehetrRNE®@EKrae®sg nfkejeezet ben a g®nbevitel
transzf8tr,m&lz8§seuknanst beakmfifladamS| ekt r d p @®Enei u-s k a
haszn8l at8t mutatjuk be.

431. Transzfor m8I| 8s

A bakt ®rk@meas &k hgkzet bRI DNS mol ekul 8k (pl . pl a
transzform8ci-nak nevezz¢igk, s eld 1.42fgexe)iAzont 81 i s
g®ntechnol - gi 8ban a transzform8ci- a rekombin8n
|l eg8l tal 8nosabban haszn8lt m-kdmpetens shjeketkek er es g ®n
| ®t rehoznunk (az a sektr kyenpeif@meml). MBekeaH. cplisétekk ®p e
viszonylag k°nnyen kompetenss® tehetRk, ez a t@e
gazdasejt ez a bakt®rium f aj l et t .
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Kompetens sejteket | egegy sdteketTdGmean tWagy ad anawn k oll
inkub8ljuk (t8&8ptalaj °sszetevRk n®l k¢l ). Ez el R
Iipopol|szacharid'2§d1lozvorAzzp§QkZ|at2megaPHRkTRICta®B§
sejt memab®dHn | felswi,d ®s a DNS be tud jutni a citopl
Il yenkor ar -slejt@e/eetl eRsBepPhpRsPB Kk A sejteket ezut §|
k°czegben hagyjuk regener 8l - dnket Akompptehssjr el ekt 2 v
transzform8ci+-s hat ®konys8§g8t sz8madattal Ygy f

transzform8lunk a gazdasejtbe, megsz8moljuk- a Kk
re vonatkoztatjukl0-10°t e | ep/ ¢ g pd saeana@ask oDP S treenic ib§ s z ®1 het ¢n
alapon kidolgoztak olyan protokol | B.kdidejtekey, ( k¢l ©
amel yekkel m®g enn®l i s er RselemcbpldnidDpl®).tAd.18c i 88h ®a h
bakt ®rium telepek | 8tszanak agar | emezen.

418  §baolaelepek agar lmezen

432. Transzf ekt 8l §8s

A transzfekci al apja ugyanaz,emlidgRd] tae ktbrRad n sszf8a ri
el sRk®nt al kal mazott k @®sm ihddogne | tt Yeier 1] GerdRasadbalargilgdns z e r
kationos kWt kloa - hegat 2 vezta Krple@sjultatio N& , s ®jst be. A k
m-dszerek §tr§nya hogy sok faktort- - f¢ggg a
°sszet ®t el-jea @z o wafgkipHmhbi s § banayamkdtianos lipidetg gy a k
haszn glllipofelkamin) , amely | i posz:- mg§kat -kKk®pARzl i pmpags’sbm

a sejt med’msb re§uttafdbléeaddNStasejic i t opl azm8j §ba.

®s egyszer Takmmikbjkacium-f b ®@anf 84l k alama z 6 @ k
artal maz- pukilfcerrihde zo I(dpd t. o tH EaPdEUSN) k-sklagER tcri au
precipit8tum k®pzRdi k a pozit?2gikotoil tar
BztDN& szuszpenzi -t adjuk v®g¢,l a -selejt
gy m8si k m-dszer -dae xktart§ m,n opso Ipiod tiimMe® reikrk
t 81 8§8s. A niegmhéz k®t R®isK, DNSj & pos e ktat

konyabb, ®s % abban haszn8l atos fiz
8s ®s az elektropor 8§8csi®g®vAeRz &p tsim®a ie
ez¢nk a sejtek plazmamembr 8nj &8n. A
be8§ramlik a sejtbe.
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433. El ekt ropor 8ci

Az el ektropor8ci - az egyi k I eghat ®oanyabb m-dsz
Ez a technika a sefifeasd plkt8d ®e®tt Rla nfs zgeg.mlixAt 8 oepl oer kst t
nevT berendez®ssel v®gezz¢k, amely egy elektrom
A sejtszuszpenzi - -tsela gy udltywamik K eat8tng b O NBI pet
alum2nium el ektr-d8k tal 8l hat - alk0 0,850 On aW/yc re sre®Hh
mseei g, a sejt t2pus8t- - ®s m®ret ®t RI f ¢gomdgasn) . |
akkor el ektromos kis¢gl ®s j°het | ®tre, ami nagya
|l yukakat k®pez a foszfolipid kettRs r®tegen ®s
hirtelen megindud BNSEyhbhakam E§eaeazsegjt bel sej ®
megszTnik, a foszfolipid kettRs r®teg °ssze8§l |
®l et ben maradt sejtek nagy ar 8nyban t athdlyazhimaz z §
hogy regener 8l -dhassanak. Az elektropor8ci- nag
nagy hat ®konysg8ggal -t ehesejvebe. bdut myaivias DNG
pul zusok hossza gwgyakkdrenrzadyslayukadk nlael et kezn

419. S8routaat be egy el ektropor8tort ®s a sejteket

4.109. §bEd ekt ropor 81 - k®sz¢l ®k ®s k¢ve
434. | nf ek c
Az infekci- rekombin8ns f8g illetve rekombin8ns
vagy eukari-ta (el stReskobreb.a nE gryo vdaorn o®&s beankl tR&r)i usne jp
f8gokat ®s a recipiens bakt®riumokat fertRzz¢k
csak a v2rus specifikus ghzhajjseft §®bie. lydhogytad s 2 &
transzform8ci - -val ellent®tben, amz imgktakd&is dtyna
100% hat ®konhy®B8gis gazdasejtek kiv®tel ®vel).
435 G®Anpuska
Ez a m-dszer egy k°zvetlen g®ntranszfer, mel yet
Egy f®mbRI k®szg¢glt (pl. arany) el<seaeldi. hohrg®repus kb
seg?ts®g®vel szi netheetakl 8Rnmi |ay egn® nseekj ettb.e A epuska h.
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g8ztarts8ly, ezzel gyors2tjuk fel a |°ved®ket. A
mi krol °ved®kek meghat 8rozott sebess®ggel res®t®yX
a DNSs e | bejuttatott mar ker ek megj el54.nRieezebgneal z i
153.  88h mutatjuk be.

44. Tov8bbi olvasnival - - a fejezet

Brown TA (2010): Gene Cloning and DNA Anals: An Introduction. WileyBlackwell, 6th Edition. ISBN
10: 1405181737.

SambrookJand RusselDW (2001)Molecular CloningA Laboratory ManualCSHL Pressyolume 13,
Third edition.ISBN: 0879695773
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5DNS szekvensg§l §s

A DNS mol ekula felfedez®s®t k°vetRen intenz2ven
fajon bel ¢l-e miglyyadre kKm®MNtS®k ben mut at egyez®st va
k¢l onb°zR tul ajdons8§gbkembgE®h®Posvbhgyebhs ®gegBt ki
fontosabb8 v8lt olyan m-dszerek kifejleszt®se,
szekvebDei8n&d8¢ti - szerint a DNS szekven8l 8s az a
DNS molekulanikleotids or r eNdp®&ai nkban a DNS szekven8l 8s a
| egmeghat 8roz:-bb eszk?°z®v® v§glt. M Mdddnaryn tedqgkwv
kozt ¢k az ember ®t i kl.9dejlekeer esen meghat 8rozt 8k (

Az 1970es®v e k t RI kezdve k®t m- ds z abangeff ®jl lee § Bthet tee kni

(enzimati kess)nmedegegedufrlad kroels avi§gwSma gl eéA\k £ 8 ®s ®v
aut omat ikZ2&IngsedhvaRl ®s gyor sabbs8V®&gslt aaz DeNzSr esdzfeokrvd
teljesen m8s mechani zmuson al apul“%jgem®g8obagyodbb
m- d s z @extgdnerationsequencing) amel yek az i nform8ci: -szerz®s
forradal mi v8ltoz8st ind2tottak el a mol ekul 8ri
| 8ncterming8ci-s szekven8l 8§st p8rhurz amoslet hasmn
tekintj ¢k 8t.

51. K®mi ai szekvens§gl §s: radi oakt ?
Az el j 8r 8st kiGiweitfg®lze i 3zd k Max&Im§ stnRlk es wnelvtezazz
k°rben elterjedt szekvenS8l|ligaekzg8r 8aszNM&8hag&sgg ma
f®l e m-dszer kidolgoz8s8t k°vet Ren.

A m-dszer a DNS k®mi ai m- dos?2t8§s8n ®s a alaptzA k?©°
DNS sz5Rgket5dPdiadalted W | t Gki n(Spnomedilon 14Qlfegezey, | dnaj d a
kompl ementer sz8lat g®l elektrofor®ziss®fgyfi ®@oeé gk
kezddla®Es8ra, meghat 8rozott nukleotidok vagy nulk

keletkeztekaDNden. A n®gyf ®l e reakci -: a purinok (A+G
dimetiks zul f 8t t al metil 81 -dinkhalameitiil @l didmak ; ( @+H) c
g8tolja a timin metil 8l  -d8s8t, 2gy csak a citoz
forr- piperidint adnadkszaBtngkranbaeBbhg8sady Auk
8l 1 2tott8k be, hogy 8tlagosan egy DNS mol ekul a
g®l el ektrofor®zis seg?2ts®g®vel elvs8§lasztott 8k a
fragmentumokat, melyek az®mbs?2A8gRl hen or @dRoOg®§
nukl eotid sorrendj ®re a s8vok helyzet ®b Rl | ehet
52. Enzi mati kus szekvenS8l §s: | §nc

T°rt®netileg az el sR DNS s zlehkkdelgogdedvwlia zmAgldiszz e r t
m2 noam-zds,zearmel yet i tt demaks imgatkled g hk] bSl®@isktSelatani h ¢
(m8&s didReaoa)n szekjivehghtBestt e. Egyszer Ts®g®nek ®s m
elterjedt, ®s n aaggyyo ne |nRBnpysez evrollvt® av 8kl @&mi aN m- dsze
kevesebb m®rgezR vegyszert ®s radioakt?2v vegyg¢l

ADNSt enn®l a m-dszer n®l kl -nozni kel |, az erede
vektor ba. HMIi3ta¢é agp % ®lakkd eaz of § gld. v.XKfdjeaed) 0 k mfae lag lotnh d k
haszn8l hatunk b&8r mi |l yetisaBaRdefsl@e8 | s¥z e kevkeomBbli 81s§ ncs® 1 D N
t er m®kke°kzete sitsekhyéeéns8l hatunk. A tBN&pb Bt ks@nggztssz®gl Rgv
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szintetikus primert R | kezdRdRen jel?®ltn®gyfsel8® ad hosth@rintt ert @
didezoxinukleoi d anat - ga&zn8l unk, amelyeket ugyan az e
| 8ncv®gzRd®st (I§nctermin§ci-t) o-kiodnaki | Acdope
nem k®pesek foszfodi ®szter k°t ®sztR |akkttrievh8lztnin uak
DNSpol i mer 8z mTk°od®se egy ilyen nukleotid anal - ¢
Anor m8l-wezd NKiT®pest olyan ar8§nyban kell hozz8adni

adott ddNER jaeltemp®t8®mn t al 8l hat - kompl ement er
l eg8l I jon. 11y m-don annyi f ®l e hoss z %slBogqplementer | §n
b8zis a templ 8t sz8Il on etlrRffoorsdzuld @ z @St1.®i$i gdaeraradom i r i b
| 8nctermi n8§ci 52 s @mbtggee. pedi g az
| normal nukleotid
O—f" =0 - foszfodiészter kotés
|
?
HC™ 5 BAZIS
H{ H\\H ’ normal nukleotid
3 2'
0 H
Of}ln =0 foszfodiészter kotés
I
9
C° BAZIS
didezoxi nukleotid |
f nem tud kialakulni a foszfodiészter kotés
\ az O hianya miatt
BAZIS
OH H
51. 88bdiadeZoxi nukl eoti d hapaglsiSmer $Hz kl° SAddNKrzTRi , DFacSil3- 6
csoport hi8nya miatt, nem k®pes tov8bbi aktiv8lt n
megsakad.
521. Manu8lis | 8nctermin8ci-s szekven

A manu8lis szekven8l §8s aait od m®@x pOT B i t8®nhhat AvEgad
lehetett a primeren, a dNT#&n (leggyakrabban a dCHiP j el ° | t ®kk ema gy yar gcNTP
hRskfdban ki z&r-lag a viszonyl sa grfPwii dootft elipes ®r5 § | i

H8tr8nya volt, hogy a jel®°lt nukleotid minta ha
betartva |l ehetett a gtekhvengBbfEspovy®geenig)tEPRERD
vesz ®biyzeost a pfospp88rt egyi k oxig®n atomj §t | ehet
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hosszabb felez®si idejT (87,5 nap) is. gFengbbz
S ug 8r z 8zaautorddiagramk e | Rdsszabh iRt | g ®n yfe®@lte |A8 nScatnegremi n
szekven8l 82 s®M8§t8hta tajzu k

1 szali ismeretlen DNS szekvencia

3 ACGGGTTAGCTCTAGG

' - 5'jeldlt primer

DNS-polimeraz

N\

dATP dGTP dTTP dCTP

CA CAATCG = CAAT (o

CAA - CAATCGAG - CAATCGAGAT - CAATC
* CAATCGA * CAATCGAGATC
- CAATCGAGA = CAATCGAGATCC

poliakrilamid gelelektroforézis

N S R I S - NN
ArFer-ENQFPAQFP=00

52 8Mrla8nctermin8ci-s enzi.maAZd k&bsr s zaelkjv®Em 8d 8ssz esk®eSn
Yaj onnan szintetiz8lt aDNS ilngenrct Ral mkkl eddedtivied & & d r rfeen o |

Azel | 8r 8s azzal kezdRdi k, hogy a DNS mint8t (ter
dNTPt ®s sorr a -tazadckjg§k .k RE&INI&u | az el sR csRbe a 1
2 gy az Y sz8l szintRRzesei dokempfB8toandemRI & 8§ imi
abban k¢l °nbozik, moagyebili dobh° zRrdiademaaxi de el v
hossz%s8qg¥%, Y onnan szintetiz8l  -dott sz81l S A re
fragmentumok v®g¢l egopaggm®r &k T, -préaeip kit i@ lo#rir o
g®lve8n aszthat- -k el egymS8dksendt.urdddi®rstz kretgy a gl hi
kialakul - Db8zisp8rlosvRl -te®gl 8k vaglyl al j kil @hakul
ne befoly8solja a DNS sz8lak mobilit8s8t az el e
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A reakci-elegyeket k¢l on futtatj 8k a n®gy ddNTP
egyf ®| ettaththZ P p®| ddult aataad BR - el egy ri ndirg ad nx
pedig a guaninok el helyezked®s®t mutatja meg, ?
(]l ®nyeg®ben mindegy, hogy az % onnadnsgekumeati 8B
Aol vassuk | eod) Az el ektrofor®zist k°vetRen a s
sorrendj ®nek | eolvas8sa az egyes mint8knak megf
szekvenmak)-Hableagvisdebb (a g®l en a | egnadagfgimedb mobi
reakci -elegyn®l tal 8l hate:l, foold kydrata dD NS as zpeak wvreerrc
primer uts8ni el sR n®h8ny nukl eot i &ad@idetodguahihoan n e
el egyn®l | 8t hat -, akkor a szekvencia guaninnal
megb?2zhat-an elb008D6068kneaegymbig)t dl hopsszWs§8g

522. Aut omata fluoreszcens szekvens8l §

Az automata fluoreszcessz e k ven 81 §8s kidolgoz§sva ®s az aut oma
ki dolgoz8sa Leroy Hood nev®hez fTzRdi k) tette |
nagym®rt ®kben fefl@lyorszelotvemSla-ldSHBamg®brak futtat

53. 8bra: Egy aut omat a falBiomi Kfensezkc ekn®ss zDPNn§ ¢skz eak vfea

Tov8bbi % 2t8s volt hogy a reakci- Afokoz§&sao
ez8Iltal kevesebb templ 8§ttal l ehet ind2tani a re
detekt 8l 8s is k°nnihebb®szgxg&bnk. sAekaaehdmBsasbdr §n
ki z8r-lag fluoreszcéehsotvagya ®KTé&tr ea | \kaad ynaa nsaze k VAe
|l ehet bevinni. Ma | eggyakrabban a Bi gDy®l emev T,

hull 8mhosszon megjelenR emitts8lt f ®nydb54 eflena)

A m-dszer egyszerTis@aRtciazl|l adgjyahehygeytn®dgyegendHF
nN®gyf ®l e el t ®r R f | uor ensuzkcd eenost i fdeosktn®kkk. e |A jjeell°°lltt
kapill 8ris oc®llelveKtarsaftgrs&z isz ®t . Az el t @széencm®r et
spektroszk-pi8val®2ért®ni kil 8§82 g8k m&g (bele v
8t halad egy jel©°lt oligonukleotid, akkor az emi
®r z®kel i . Az atd-agt®pkpaetl vi®eghéelt saznS8ami2i z 81 ni , amel vy

sor r ekothagtaam\vagy szekvenogram). N®gyY Ssz2n reprez
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T, z°ld = A, s8rga = G, k®k = C. Egy @®5utémana s
mutatja be.

/_0 ddG-EO-dR110 ddT-EO-dROX

ddA-dR6G ddC-EO-dTAMRA

54. § A Bigbye fluoreszcens ddNTP angbk szerkezes

anﬂmAlnnhnuummdnmmmmﬂumlmhhmm

110 120 120 180
”””” cc ACCGG AG CA CCGGAGGACGCGCGCCG CCCGAGGC

mmlumnmuhhmmmnmmul.mmmAhmnxumnmmmm

55. 8bra: Automata fluoreszcens | 8nctermin8ci-s sz
Szekven8tort- - f¢gggRen egyszerre ak8§r 96 mint 8§t
k°r ¢ 1900400QHukleotid g | ehet | eol vasni a szekvenci 8§t . |
|l 8nctermins§gl - nukleotldok be®p¢l ®se a DNS fragn
magass8g¥% cs¥%csokat | ehe kapogr amoel| eEzelbai ka s
pr-b8lj 8k meg kik¢sz°;b(9||mmer§11)geynzmmiorsérlnabﬁzterDtNS
amely minimaliz8lja az egyenl Rtlen be®p¢l ®s oko
projekt egdte®@lydn,a fm;mgpigedekr@ttRIDN Sh asgzy8 |,a tmisvzeel k vZegnys,
féggetl en inform8ci - a komplementarit8snak megf
szekvenci 8j 8t olvastuk |l e, vagyis fejtett¢sk meg
Manaps8gethbbl bgobai c¢c®gtRI is v8s8rol hatunk | 8n
a szekven8l 8shoz sz¢ks®ges reagenseket, 2gy a r
vesz¢gnk i g®nybe szol g8l tat &setk.v eAls8tl earnrda t 2t ve nmpd g8t | ¢
ol igonukl eotid primert) ke¢ldjek el a szol g§Atat
| 8nctermi n8ci - sld.48e karein®@§ &is+ -1 m®g
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53. Pjgener 8ci -s szekvensg8l §8s

Az Yj gener8ci-s szekven8l 8sok k°z® tartoznak a
k®pesek szekvenS8l ni, azahghthreughpuj Stmerdeszztr Rk®Ré s v @
m§ s nd@epsequencingn e k, A m®@k y & ® $nhsSively paralel sequencimge ki s h2 v j
m- ds zer ekgeetn)e.r 8z -] m-dszerek mind a | 8ncszint®:
a hagy®Sasgafly®l e szekven8l 8st-|1. Haszn8latukhoz f
kapacit8§s sz i¢ks®ges. HS8tr8nyuk, hogy valamivel
(n®h8&8ny 104@ ab &@bios) sREEvensg§tamksamgaks§r h-bgmeelpBict
m-dszerek bevezet ®s®vel robdblanm@% swziezsie§l aneqgk °hvae
cs°kkent a fajl-agmesr il ts ®@gze k \Egry§tgrral p8r h®
| ehetazalk®beri genomot is. EIlIsRsorban a funkci or
valamint a transzkriptomok vizsg8lata terg¢l et ®n
m- ds znemceakD NS s z e kra,dan@imRBRNS §RNAseq) kis RNS-ek (small RNASeg),®s a z
“%nCHi pseq smékuwup®Bl 8sm-dszern®l az %n. Kkromatin
g®nexpresszi-+- szab8lyoz8sban -g®sernt ¥yeiv-Rs DN-Sd s BRgrn
al kal masak, mel ybzRtletkiPeztvien d eenggy! skefjvte,t kwvagy a Vi
81l apo®8§r BNS szab8lyoz:- r®gi - -ira.

53.1. Piroszekvens8l 8s

Apirosz@e#®émasdn dol gozt 8k ki, ®s n®h8ny ®ve m8r
al apelve teljes rh®lteRlskzek velnt8®r8sd -$ance piroszelk
el ven al apul, vagyis egy egysz8Il %% DNS tempalBts -

i dRben-paolDNE&r 8z aktivitg8§s8t detekt 834 ®E®RMW&dgegy k e
nNukl eoti d be®pigt ob0O®PRBE sk&ll dtakmemninky,i s@®yy ®d n NMeBk | &, K
reakcamvaV®gsR ron a lucifer8z enzim felvilla
a rendszephbhezh cbaktegy nukleotid fog be®pg¢l
akkor arra a f i ntenzit8s n°veked®s®bRI | ehet
kompl ementer n oti d eset ®ben hka°tv eftekl e zai kp i breo,f ¢
kompl ementer, aszns8latlan nukl eoti d m®g a
i ,-t hiofgys Rppteat madtyzh -esmai ke ez 2

- <&, o

y
i
e
h
azt kell detek n
egysz84d BnabySem.

Az el j
arr a,

®s a f
a m8so

e8nsu lezgysE R CR ®g ®v e | p8rhuzamos?2that .-, a
gy a szekven8land- DNS darabokat ki no
yad®k RS8Sesstben | @r8esmplAgt ekat szil §rd
k esetben enzimati kusan, apirg8z ®s ex
eset ®b a Vvizsg8l an’tilPCRDENE t$erpBkkabpbehtpBlmel K
Maj d a z8l akat sztreptavidint tartalmaz- mTg
mindigcsak11 DNS dar abot kapcsol nak. Ezt k©°vet Ren
v2zcs-enepek aPCRezz ¢ ks®ges anyag-akRate ttea rptoanlt maszazn§ ka
mi ndegyi kbe 1 db gy°ngy f®r el. A gy°ngy°ket
cPm®r etde kb. Yham®memiyleldi®st tart allfpkol i Egy
®s csak egy gy°ngy f®r bele. -Ezekbhedceotzrezighd,i
t°bbi sz¢ks®ge °sszetevRt. A ¥k%ZcC¢nepmeg K merak
Mi nden yQ5nOgOy§bn§1sz9921/4s§gl/4 DNS szakasz szapor
egyszerre zajlanak |l e a reakci -k, ®s ez 8lta

8r
h o
ol
di
en
S

— Moo

Az egysz8l ¥ DNS templ 8tot el RONMSpo!| e q@ATPEseziunefrurreil

| uci . ,fapn aderozin5d os z f o(sARIS,f 8mi nt Iwilennl{ szti M§t®N ®xzZ ubs

j el enl ®t ®ben i nkub8Il j 8k. A r etadnakarendszérlreRHda®p ®s e,

kompl ementer a templ 88ttal, akkor be®p¢l a sz8I1Db
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az APSb RI -tAT&®I M2ATP-eRIR. I uci ferin jelenl|l ®t ®ben, a |u
f ®nyvil |l an§8s kemilumingszcencid Fomtos megedyezrii, hogyazAhPe k egy m- d
v8l tozatgt, (ATPUS) -molkiamenagz §iRge mlefl yeit h iz ODNSm
hasznog®4 alheéel. etEkezR ATP biztosan a pirofoszf8thbh

ATPt haszng8lja fel a szulfuril 8§8z. Mi nden egyes f
®s r°gztz.t il ssm&t@pRdR b8zi sok eset®ben (pl.: TTTT
| uci ferint fog felhaszn8lni a lucifer8z. A kame

f ®nymennyi s®g ar 8nyos eh $te ®pted R rb §ezri Bnekb s zI§ars82v.a

A be nem ®ptl ®sdNEPes? ggesteentplii BONSEset ®ben | emos.
eset ®ben pedig apir8z enzi mmel |l ebontj 8k, m®g a
ci klus. EQmp ralaktcti -megy v®gdbe, mePlglyi egyuklapotcisd @
A m-dszerhez megf el elkBletifefleszen, maatmi k aio nst zoosfatnv e®rr (t ek
j el eket, melyeket nukl eot iedn csio8rkr e8ntdfreed ®soerid 28tl,t an
DNS mol ekula pontos szekvenéb §j8dbzamA®pitedoszekve

Amellett, hogyapioszekven8l 8s egy rendk2vg¢gl kol ts®ges m
t ®r fogatban zajlanak a reakeigyk  r etaklcioe nidentidessflyye d
hosszabb ttempelngtl ecnNeS al kal m&angeif ®1 @mil §ncyt &Ir mi h\8
m- dszern®l szinteti-Z&80Q i) .szAR4 dolza rk ®gh 8lsd g aj8adDBH

alatt meghat8rozhat- akg§r 400 Mbp hossz¥%s8g¥ sz
7 ezera dkoelrl¢8lr)b. Bakt5®r-iruano ke veksaerti®bteghk 4es et ®ben p
szekven8l ni egy teljes genomot.

DNS polimera

CGGA
GCC

g

templat DNS 3

templat DNS 3
primer s'

primer s'

DNS polimera
CGGA
G

dGTP 2PP1i
— | <ATP-szulfuriliz
T Sl p—
’ ' < luciferaz
o e e
+ oxiluciferin
DNSy + dNTP + ATPqS —2> 2%y YNSy., + PPi
. szulfurilaz
reakeié [ ATP + O, + D-luciferin —***— AMP + PPi + CO, + oxiluciferin + fény

deeradicis | ATP+dNTP —*=—s ADP + dNDP + Pi
cgradacio -
¢ ATP+ dNTP —** - AMP + dNMP + Pi
A
] /\ GCCT CGGA
5 ﬁ E— E—
bl _ a szintetizalt DNS szekvenciaja a templat DNS szekvenciaja
G T A C

dNTP

56 8bra: A DNS piroszekven8l 8s s®m§
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532. 1 Il l umi na/ Sol exa szekvens8l 8s

Ezt a m-dszert a Solexa c®g fejlesztette ki, me
ez volt az elsR r°vid | eol vas8setk a(ta kv8&g ztRe |tjeecsh n
100 bposdarabok a fr agmept 81 g8 ADHNG k®t vo®IO®t ki jav?
egy adeninnel toldj8k meg az 36 v®geket.-tEhhez
l i g8l nak. -dAarlaibgp&latt @BNS k°vet Ren szdalMagt 81 mBhkh{ §¢
szekvens8l:- | emezre viszik fel, ahova az adapter
horgonyoznak ki . Ezekhez hibridi z§8I[{aaagtlji8fk(bkagediN-S
amplification m- d srel@dr57. §brka asztereket k®peznek az eqgye
meghat 8r oz nszak&sztv 8nt DNS

O

Aot i

57. 8MBridgeampl i fi k8c.i -A fneldsszziemren t°rt ®&nR ampl i fik8ci

megfelel R puffer ®s denatur 8l  -szer jelenl|l ®t ®ben. Mi
reakci - vdRwgpBina ksazp®olth DNS templ 8t sz8Il 8§t (amit ered
|l ev8l asztj 8k ®s |l emoss8k. Az egysz8l ¥ DNS el hajl ik,
Ezzel is v®gbemegy a . . PER,t &L vaetWReOs R Rzda&rnatrur Sxzi§:| al

hi bridiz8l hatnak ®s dupli k8l -dnak, majd tov8bbi
Maga a szekven8l 8s itt is szint®zisselithoz®ni k
egyszerre adj 8k rhewer8z iab i4l indd.l&Berogh rmddoted rgelkk et k¢ |
fluoreszcens jel°l ®ssel | 8tnak el

DyeT, DyeA, DyeC, DyeG

hasitandé;) linker

2 9.9 -
'0P01|30Poc5Hz o TACG
O O O ‘
SANG! H/H
3 2'
0 H
N
58. 8br a: Egy Yn. reverzibilis nukl eot i
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t nukleotid fluoreszcens jel ®t CCD kame
r-la a fl uolreoniosrst§ kbsa ab e3 'n ebnh o®&pkeoll t- tn u ki
I

e |
8 k
rr a -hOomB8apgahambt| @het szekven8lni, r§

P
J
e

3~ >
- o
o< T
» w o
NQ @

e

5.3.3. SOLID (Sequencing byligonucleotid Ligation and Detectiohn

A szekvens8l 8¢i gBi §es akl(ExiD:ibdqueadnt Blig8nsicieatit Ligation
and Detectiohtechnika200bb an sz ¢l et ett meg. El Rnye, hogy nac
dol gozi k, mint a kor8bbi m-dszerk&keneci 8kanhteh8d
(ez®rt p®l d8ul genom projektekhez nem igaz8n al
hogy feldarab3bp8k8ai gehomeztr @] fr &g me gky°uninoaatgdme n t
hoznak | ®tre. EIKR&tz °vr® ga® rf er akggmelnntbu°nzoFk adapt er eke
| ®p ®s k®nt a sz8l akat m8gneses ®9°wWygYhigy®kKkhRap&s
P2 primerek hibridiz8l nak a kompl ement eegAfl®I®s
DNS darab kapcsodmulizki.rsEzRCRPsraRenNn?2tj 8k a sz§l
denatur 8l j 8k a templ 8t ot ®s a gy° szgky¢hdiaet koval e
meghat &l o8t 8§8s$s®Ni k olydokosegdHbnas®yge@wel , mel yel
nukl eoti db- | 8l Il nak, ®sIldb®gy§erle fl uorof . -rral |
2. bazis
A S ° 2 X X NNN ®
7Z Z Z
Q0 @ ———
EC .. XXNNNz z

NNNz z z
@ O T

AXNNNzzz

59. 8Mrao0OLi D szekven§gl
specifikusakX; k o mp | ement er e S z e k v emuki@dtidokd e -g etnegMBI®Pp tatk e Ik ) |,
b&rmilyen nukl eotidda p 8§ r auskleatidok(z) uan it veentpd &ltiosna k .® sA
rendelkeznek egy -Biidroxil csoporttalaz5-v ® ge f leugpyr eszcens | el duldebtidk % Aaq tatmii
has2t: -hellfykluor abpmaempa -al ble®P,;,| PARPrkbobEg&EnRBREN kek

8sAoprhadgin 8l th ukd iAmid@ Sbkledtid ® p ¢
k a
dal

specifikusn u k|l eot i dot tfed D§t®l l=tnlf &t xU®v &kombi n8ci -ja |
Egy templ 8t sz8l 1|1ig8l 8s8s\h®gt I cd %8 @3St szt kKls.Q@®
hasomt oaBbbi pozz?2ci k p8rosodnak. Ahhoz, hogy a
ismerni, ©°tsz°r kel megi sm®t el ni a h®tci klusos
amia3v ®g f edy®8eigysal -len2esth)asanveal ()1 a templ 8t hoz,
k®t szer olvas | e a rendszer.

5.3.4. TSMS (True Single Molecule Sequencing Val - di egy mol
szekvens8§l §s)

200Fben fejlesztett®k ki ezt aanpdchfniikk88esi -k ®hpREl sks¢cl (
szekvens8l ni aks8r -egyetl dasool eanl az D&l&di g bemut
k2vgnt BNRs20CPbpo sl Oddar aboMapdh@mAdLe Bkt ur §1 j §k a ko
egysz8l % fragment-mmombbéhkwizSkhklaptelru®N&saz&akaenkyP e
az®rt van szgskasr®gh o kmeetr te qay DiNeSmr a f el ¢l et ®hez k°©°
milli- / ®digoT-k et kapcsoltak, ®s ehhez hibridiz§ltatyv

69



szekven8l 8shoz el Rk®sz2tett kamr 8t egy k®szg¢l ®kK
pontok fognak vil 8gritdiinZ § |-deadrka\wf kBN $Eerzeed enn uHiaj dc
felt ® r k®pezi, hogy hol vannak a szekven8l|l 8sra v
|l ehas2tj 8k, ®s | emoss8k a fluoreszcens m®ONEkul §
poli mer 8z ®s f | uokr esszzickesn®&geens ¢ ke, | -Tpl rsiznddNgk®@dn t Aahzo goy
piroszekven8l 8sn8l, enn®l a techni k8n8l is egys
dGTP),amiapolA f arok ut8niosbdRi cibobgzi Genjeps8trt ®s hat
vil 8g2tani, ahova az adott n l eoti d be®p¢l t. N

k
n®gyf ®l e nukl eoti dot mindi gym8st k° watewme ,| ®péd
g

u
e
§
t

0

g
v®g®n csak azok a sz8lak vil 2tanak, ahovs§ bege
| ®p®st k°vet Ren egy f®nyk®pe k®sz2t a | emezr RI
szekven8lni. H8s6r 8lidgiggaikahogy , 5%

5.3.5. SMRT (Single MoleculeReattime; Egymol ekul 8s val
szekven8l §s

201*ben fejl esztette ki egy ameri kai c¢c®g a SMRT |
perc alatt meg | ehet szekveRIg§Ijnel &«mbl.ed 0lOb .do10 §da
152, 9 kbp hossz¥Ws8g% szakaszokkal dolgoznak, am

reakci -k apr-, '"egymolekul 8s' kamr8kban zajl ana
nukleotidokkalt © r t ®ni k. Ez a j el °l ®s abban k¢l °nbozi k e
hanem a foszf8tcsoportra rakj 8k, amely a nukl eo
fluoreszcens pirofoszf8tomtaedgt eleg@9framnBéwae 20

20" mint§t |l ehet ®rz®kel ni :poMiimkerszk amma r&lgjz&rt e

v®gzi . A m-dszer igazi erej ® az adja, hogysegy
DNSsz 8l akkal, nagyon nagysz8m¥%“ minta szekvens§8l he
al apul ekven8l - techni k8nsg8l, itt is a homopo

S z
ugyani s ebben az esetbenicgh abfsliPeygen eezdemeit ar

54. Tovs8bbi ol vasnival - a fejezet

SchustelSC (2008)Nexf e ner ati on seqguencing transf oflas t od:

Harbers M, & Kahl G (2012) Tabhased Next Generation SequencMfiley Online Library
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http://mammoth.psu.edu/pubs/nextgen.pdf
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9783527644582.fmatter/pdf

6.Pol i mer 8z | 8ncreakci - (PCR)
6.1. A PCR | ®p®sei

A pol i mer 8z la&s&sn cfred a ketdi2:Z @83 mBr & a modern bi ol
sz8mos al kal mazott tudom8nyter¢l et n®l k¢glhgg het e
DNSpol i mer 8z enzi met hasmwigod vanol ekot 8t i si Umbao z
vagyunk specifikus DNS mol ekul 8kat sokszoros2ta
k¢l °nbeztld6l nkbmeg (

1.Denatur &l k®*ttRs sz8|l Y% DNS sz®tvs8laszt8&s8t bi zt
2.Anell 81 8§8szintetikus, r°vid DNS oligonukl eotidok
amelyekaDN$ ol i mer 8z sz8m8ra primerk®nt szol g8l nnak
3.Pol i mefexg8enai c®I DNS szintetiz&kB8she@kati ®REPV ¢

5 g ——
]
3 5

@ denaturacio 5 3 5 3>

5 3 5 3 5 3

———— T —
¥ 5 ¥ = 5

@ anellacio n S 3 5 s 3
5, 3 \ anellacié 3 - 3 ol
3 - 5 /primerek 5:"_—3. S — ¥ & anellacio @
N\
e S 5
5 3 5 e 3
DNS polimeriz és ANTP-k 5 =5 ¥ =%
Bz e polimerizacio
3 — <b O @ @
5;—3' 5 3 5 y , Lasd olimerizacio
s 5 : = = > kivetkez P
G b o 5 ¥ 5 3, Kiinduldsi
polimerizacio 5 — 3 — ‘f\>szekvencia
o —y 5! 3, Kiindulssi 5 3 5 3 cél
3 5 3 5'C> szekvencia 3 5 3 g C>szekvencia
Elso ciklus Masodik ciklus Harmadik ciklus

61. 8MrRCR el sR h8rom ci klusg&8mak nkemat phkuos§hbhragzé
c®l szekvenci a; k ®k , a teljes DNS szekvenci a; feket e
3 f8zist megi sm®tel ve %Y v®gter m®dk kel et k®gi®k el a me/l
| 8t hatjuk, hogy a 3. ci kl usb amampliRanime g e Reh ®s ®h enat

6.1.1. Denatur 81 8s

A DNS replik8ci- elsR f8zis8ban a kettRsh®lixne
tudj anak po2do0lme8§lirzisca - sor8n. Ez a folyamat a sSe
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k e thtGRssizX®t t eker ®s ®ben-hmbt egEzek®vp®knebPNE®szt. A
a k®mi ai energi 8t mechani kai mugk8Vadasbhahk?2 bggk
k°t ®seket sz®t bontj8k. A PCR sor8n a DNS k®t s
termodi nami kamagd D nh Rm®tt P@®BEIkata b8zi sokat ©°9ssz
felszakadnak. Asm®tedPa@bezk®r@®kse®ges hRmMm®r s ®k
min® t°bb b8zisp8rt tartalmaz a polimer, anns§s
el sR fazidedhbanmsy POB8ACs &P gAt et hiRan®z ESRIK lamttk Rm® r
tartom8ny el egendR ahhoz, hogy a DNS templ 8t ho
sz®t v8§lasszuk a k®t sz8&lat. A PCR AhRskor&banbo
mi nden egyes ci k-poulsitmekr®8vze teRnezni nigjt CkNeS | et t a r eal
aTagpol i mer 8z has z n 8§Thamu§ agaaticusnaekgt o® rdi aunmo.t A2 Yel | ows
egyi k hRforr §ban fef8@AC®k°fZRett AnpRHoap Bism&l ia
hRm®r s ®k | e-bn dhny, 72AG8ek k°sz°nhetRen a benne t
k°or ¢l m®nyekh adaptodnl -scetma kv,e s2zgyt i kk® zed | nlak RAC s z ¢
hRm®r s®kl et e | a sisvaint 8ns8urk ,c sa°nkikte na aPzCRa kcti k|l us ok

e

k

N

S
z
e
I
I

8s
p e
ez
n
kompenz8Il ni I A manaps§g haszn8l atos PCR

ehet) .
(extremofil) bakt®riumb-1 sz8rmaz- ter m@®szeStgegsa |
Af el j av ?ptodtitne r BNIG 21alI® $.R. 2 fajezetek).

6.1.2. Anel | 8| §s

AzPCRm8sodi k f 8zi s 8 DprimePektt e®mp k8§ tah o2 vtiadpad &8s a, an
denatur 8ci -hoz haszn8lt magas heFKkm®mresg® kell eetl Rmehged k
tapad8s8t, ebben a f8zisban a hRm®rs®kl etet | e
hRm®r s®kl et f¢gg az adott primerek hossz8t: -| ®s
81 | 2t janke | b B neRzr se®tk.l eHHa nem megf el el Ren 8l 1 2tjuk
alacsonyabb vagy magasabb hRm®r s®kl et et haszns§l
opti m8lisng8l alacsonyabb hRmMm®r s®kl eitkeus s88 |\ &lumak
a megfelel R szekvenci 8] 4 r®szhez vagy t°bb hely
megfelel R, vagy t °bbis@imiegnta&kr meketzekdpyrk ehs®gqg .
hRm®r s®k | et et 81 |,2 tauknkko rb ea alxN S nperlil ngecri ¢-nhko znem | e
sz8l hoz. A gyakdeBhtbahRm@pa®ktatttartom8hsyA& D
k°z°ottawmaanel | 81 8si hRm®r s®kl et et megbecs LRnheekt |
Ki sz8m2d68®103.4 fejeze).

6.1.3. Pd i mer/ilz8cachosszabb?2t8s (extenzi

A DNS | 8nc szint®zise, a pol i mer ipzo8ciime rv8azg ye || s8R
feladata. Az ®| Rvil 8gban s zpSntiarea ns zk ¢elliPBiln? zt Ra | t8u
fejezel A k°z°s jellemzRj ¢k, hogy a templ 8t sz8Ir
csoportj8ra k®pe-tadgdap la8 tkifarke t keegfRe |IdeNITRFPen be ®p 2t en
rendel ke-z-hé6t ®8&580onukl e8z aktivit8ssal, amelye
hibajav2t8§s®rt, m2g a m8sodi k el &FB3sldeferelaA az RNS
k¢l °nb°zR polimer8zok templ 8tr-I t°rt®nR m8sol §
hogy a PCR sor 8n ol yareke meigmmdle| dRo lag dizaz W®rkko,n yasrgif
A PCR harmadi k f&8zis8ban hRtTrR bakt®riumokb- |

el Rg§l Il 2tott polimer8zok v®gZ|k a DNS szint®zi s
opti m&lis hRU®Rrss ®NME *Pzz%tst van. A m-dszer min
megfelel R idRintervallum be8ll|l2t8&8sa (el ®g i dR Kk
pri merek megfelel R helyre val | e tkal poafdyelsihmvel ) , d
mi n®I hosszabb DNS szakaszt akarunk felerRs2ten
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Cltal 8noss8gban s i@maldttkaBNSpok i Yagy §zheger ,dankal eo't
m8r Kkaphat: -ak enn®l gyorsabb enzimek 1is

A DNS ter m®k mennyi s®ge nagyban fg¢ggg a ci klusok
exponenci 8lis, amit a k°vetkezR egyenlettel | eh

N; = Ny(1+H)™

Nkki i ndul 8si ¢ ®I snza kvarsdi XK vez Rpfalike-sly i o®eszeBVed
tot 8l i s v GgplikeonnmmeRkk i(sa mHehvad BKkmkN)y,s 8g mel |l ett. 1 des§

DNSpol i mer 8z t°bb ciklust k°vetRen vesz?2t a hat¢«
kovetkeztm@ber 8 ipolhiat ®konys8ga az idRvel <c¢cs®°kke
PCR mol ekul 8ris saj8ts8ga miatt a reakci - el sR
(d.6.1. 8br a

L8t hat-, hogy a PCR folyam8n egy <ci klus al att a

az aut dPreaRt kRSEgpigt ®gr amoz hat(d.6RerQprdaz p 8k i mer 8z | &
m®g. 11.1.2,11.2.3, 16.2.1 fejezetek® s 184 ani.m8 c i

62 8br a: PCR k®sz¢l ®k

6.2. A PCR reakci - komponensei

AzinvtroDNS sokszardentt§dhkdztak szerint sz8&mos kom
r®szl etezz¢k ebben a fejezetben, el sRsorban pr a
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6.2.1. PCR t empl 8§t

A k?2vs8g§nt c®l szekvencia felerRs?2t®s®hez sz ks®ge
bi ol -giai alapkutat8s sor8n sz8&8mtalan c®l b-1 V@
k-dol - g®n felerRs?2t@®e®®ret Pe®phperyszvagykbasbonuhk
Ak°rnyezeti o0 PCR). Az el sR esetben templ §t k®nt
k®sz¢lt kdODNSEnZI6AKNtHankem 811 rendel kez®s ¢¢nkre me
cDNS k°nyvt8r, ak8r saj 8t magunk 8l tal tot&l RN
konstrukci -khoz haszn8lt templ 8tot meg i sprofitende
rekombingns DNS Akl - nAldggretsRIt - 0 szervezettRIlI, az

A faj alap% azonos2t8sokhoz ma m8r el engedhetet
m-dszernek a seg?ts®g®v&ErI ma&kz®p emi rktg8 KmabrP zeRl Rfoarrd
pont ossg8ggal azonos?2tani. Az orvosi diagnosztik
PCR term®k seg?ts®g®vel |l ehet megmondani, hogy
egysejt T eukari-ta, ak8r bakt®rium, -takn§ mtwa2z rad a)p.j
apass8gi perben a biol - -giai apg§t, egty tbamteaglymaen:
mint 8 hagy h8tra ai. tett sz2nhely®n) azonos?2tan

A PCR, mint DNS amplifik8aitemmlr8eskzBriNeSm rkie8lsli teil:
prepar 8t umaazkejiM eqynisz®vet mi attaal BANS- b8&r mil yen,
templ 8t k®nt szol g8l hat.i hg§kebagnkpkel V®azonbdlaa,]
jelenl ® ®re. Ezeknek a negat2v hat 88§s8t sz8mos n
val vagy Chelex gyant8val).

6.2.2. PCR enzimek

A forgalomba ker ¢l t, magastabiDBNE@Ppo bk ®knkeget eakVvimek
ut - bbi k®t ®vtizedben megt°®bbsz°r°ozRd°tt Ezeke
m®| ytengeri, vagy ce8naljzaton ®I R hipertermof

A hRt TrR bakt®riumekttsteiizol §kit- eomzz@kekeanmak ®
feh®rjek®nt nagyobb mennyi s®gben ®s nagyobb tis
p ® d&ES&aldban. llyenenzimaTagol i mer 8z t ul aj dAamplga§l,ai aradilnyte®md:
Cetus szabadal maztatott, ®s m®g ma is ide8lis r
hogy az elt®r R gy8rt- -kt-| kaphat- wugyanolyan f a
ssz8ban, mennyi st®g®&bsegrBah@so | m AT i8EZS Ny poaz al acs
nt olshibd1§'bf) , ami nek az az oka, hogy az enzim ne
tivitg8§ssal. Sz®l®ss ahoHfbumer 8zt engedekaelfmet yek
t i vi tp8osl% neN %t DNGp o A i maThdmotoccus litoralis mPfg DN&

| i rm&Pyr8cbccus furiosus i pert er mof i | m®| yt endmrhea hi dr ot
bakt ®ri umokb-1 k|l - -nozt&8&8k. Az swtl 8sbi hd sj@glgen | end k
enzim(~10° hiba/bp). El Rny¢k m®g, hogy magas hRm®r s®kl et e
enzi mhez k®pest. A 30Y50 exonukle8z aktivitgsy
j - val hosBNS bsbz dk8wecr’/c i 8k t°bbsz°r°z®s®re i s alk
8l tal 8ban | assabb a | 8nchosszabb?2t:- sebess®gg¢k.

i fi kus mut 8ci - val a polimer8z enzimek p
zt %g yh ong-yd oas 2ptooltitngekr § 5 z @ ¢ MRIINEBheéa m@mty Kk
tattak, ezzel megn©vel v ePhusian DEN8&pzoi | m npeornstzo
bi I mPN $.2.4fkjdzetis foghalkozott.)
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BizonyosDNSp ol i mer 8zok, megfelel R k°r ¢l m®nyek mel | et
enzim aThermus thermophilul - | iTth DNISSplotl i mEnnekaz nzi mnek a haszng§
sz¢i¢ks®ges kel °n reverz transzkr RpISE§mi enhgbmeétiad
RT-PCR (d. 6.4.4fejeze) vagy kvantita@e32fejez) -s@jgdenpk. PERvV
tiszhalk §igB8RvredletksReben-pogyenerBd® kat gy m-dos?2tott
hRm®r s®kl eten aktiv§lAdHaopPtath . PERK. aThr t®nbet hzvj
inaktiv§gl 8§ el |l engroydgneal8 ziho,z dkmaplcgseor a- AN IKS, ¢ i mas]

el v8lik tRle, ®s visszHStartdCRr bt amfk A d Rl edenme kr
sz®l es a vE8lpoti @&k r §zAmpl®ag GBNBE®vaezn f or gal mazott

pol i mer §z.

S
I
§

6.2.3. PCR primerek

A PCR sor8n t°rt ®n gint&ikuS (dezaxikokganakieotid primeedeht o zh a s.An 8§ | |
reakci - hdorward'g W) S5¥@ms.revergdy '3 @r i mer sz¢i;ks®ges. Az e
DNS szak@&s®&n 58 komp!| egmeamtee rl 8slznSI,h one2 gf caz ut-- bbi
ve®g®vel kompl ementer. A mindennapil8&2§mukléaottdc hnol - g

hoss g drmereket®r demes tervezni, enn®l hosszabb prin
fajlagss s 8 g8t . A pr i mea ed®gstzRd k Vi eengcail §88jb&n alkd k ®LU kLt e 8 £ h
kompl ementernek kell | enn®gem uwiesmpd rgtt meaemB | flallt, ®

(ezt a | ehet Rs®get | ehetelktidiraba nt89 mti ®P.BADHES®P 2 ta®

A primerek tervez®se sor8§n t°bb szempontot figy
(forward,revers§ ne | egyen egym8s kompl ement er @rimerm®qg r @R
dimerekj °nnek | ®t re, mivel a k®t -paliimeer &z pazs od g \Wi§|
haszn8lva r°vid szakaszokkiaatl askzuiInSseat inzaS8gy. b aAn pcrsi°n
termPk kel etkez®s®t . l'gyel ni kell arra is, hogy
szerkezet, p®I d§gul hajtTkanyae, vamkbrtkazRd®R®E N

akal mazott primer koncentr8ci- is d°ntR fontossS§
|l etapad8s es®l ye az anell 81 8s sor8n, m2g t Yl ma

ter mPkeket is kaphatunk.meghatn®rd d 88 $5h R MPIr es @
szekvemctie8mpml.8t hoz k°t Rd®&g mE s | ho@ aveaRd 8tsuil ahFRlao®rssSRyk
param®ter jelzi azt a hRp®&r sf@&KIlee tsezt®t vagh alk .a Eknents
figyel embe kel l venni a primerek hddsn@yk|l @dtnukhe
kovetkezR egyszer T-sizamhldadBgvepde) ( %ng§ mVah dmjcek ki
hRm®r s®kl et et :

To( AEJHG+C)+2(A+T)

A k®pl et s ziwzin(@C) ab Yaiaxkp Hir 0 kM gtidm tA-Ta) d ebn8izn skal§ r o k
j 8rulnak hozz§8 az olvad8§si hRm®rs®kl ethez. A pr
t al 81 OBdfejggeban A PCR reakci - alatt az anedl §titaheal
TN ®1 kA C al acsonyabban hat8rozzuk meg. prilert er vez
anell 8ci-s hRm®r s®kl ete ne t®rjen el nagyon egy
k°zel azonos | esz.

6.24. Egy®b PCR komponensek

A megf etlhelzR aPGRnt | e2rtakon k2v¢gl sz§mpod i mEes 8rz
helyes mTk°d®s®hept am§hitlskpuleheasnheg&l ni, amit §
enzimhez adnak. ADNB ol i mer 8zokhoz kaphat - k¢l ©nHClz RRsp u f f
valamilyen s-, p®l d8§ul N-m€l t aK&EbanhaB88bhhkhtr¢l A a
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sor8n (a magasabWp ehRme®KKk®l. etAerk)eresd k2del mi f or ¢
8l tal 8ban t2zszer to°m®nyebbek a v®gsR koncentr §
°sszem®r @ddlearo.l dmtpk ezen k?2vgl tartal mazhatnal
anyagokat P®l d8ul reduk8l -szer ekéetdO()plv.a:gydint8iso
erRs2t R szereket, p®I d§&-ttEzekagdnyagke rfi Ritepgo2as edeNS8iz 1t
stabiliz8lj8k, n°velik a hat8&8sfok8t, de magas Kk
A reakci -hoz sz¢ks ®dezairiborRideotiohdNAR) , a erg® @y | fRajatr & ny &
el tolt dNTP baef8onlyy 8iseoglaht &2tvjaan a z a mp | & gkyofne IkRell ea kDeN
szint®zi s®hez sz¢iks®ges aktivg8§lt monopelieker 88 s
funkci-j8hoz (a polimer8z v®gighal ad kait enmamlk&8tto
vR®gez). Kereskedel mi forgal omban ki v§gtlOmMni nRs ®g
koncentr8ci - -j% t°rzsol d200nMakonAeRECR8soOr §8hkogPt &l
ADNSpol i mer8zok helyes mTk®d®a®heal ami ¢ryz2inmk ®k ®:s
| egi de § 1%, s alleb aa fMdf@rejld ek @®peés Mifk°dni, igaz nem
ezek az ionok a dNTFR e | kompl exet k®pezve szol g8Mengajke gsyzzuebns
hogysokser a k®t ®rt ®k T kation koncentr8ci-ja befol)
ez®rt nem minden p

uf f eranidadtsb ehro zwza&m dtheart rj au ke laR 1 &
optimali z8l nunk kel .

63. A PCR ter m®k ( anspal i®so nk)v adnetti etk:
6.3.1. Agar -z ®s poliakrilamid g®l el ekt

A PCR helyes v®gbemenetel ®nek el l enRrz®s®re t°h
|l eg8l tal 8nosabbaagdarasznBddy mpdalsizaekr,etelekd alg 2gt®d @(d ¢
m®r et al apj8n tudualkv PINSsMitrmdgkn®etn t nu-ndoskzaetr es et ®n
f8zis t°m®AnNyYys®g®vel |l ehet Io.el8.2fiejézéda,ni?2 gayz ae | wS8rlta s
hossz8nak megfelel Ren tudunk detekt8&lni. A DNS

(pl » -beto2nd idumSYBR Green) v®gezzik -E®ny 8mat §8 k ¢
megjelen2tik a term®ket. A PCR reakci -k d°ntR t
el ektrofor®zissel detekts8ljuk (enn®l ki sebb PCR

6.3.2. Val - s readimg Tvagy Kkv-pRCRi t at 2v ( q

A v al -, sngdludealitiiePCRm- dszer | ®nyege, hd&kgy naandudigk?2svo k
nyomon .k°Evzeztenli a techni k8val nagy pontoss8ggal
mennyi s®g®t , ami sok szempontbhokzigé&ma haszhes ®n
v2rusfert Rz®s m®r t ®kré@ktimePCRtg ytu°ntkb fk@Ilve§ nne-sd cark )i.s Am

Aval - sPGRlesolr §n a DNS mennyi s®g®nek meghat §roz§
c®l szekvengrniSrmerzt pf syadn d § tharmakliRkdigoAukledtid e &mely nem a

forwardvagyreversepr i mer | et apad8si hel y®r e k°tRdi k, han
Kezdetben olyan szintetikus -vo®g &no nruakd ieocoa ki td2ovt iaz
tartal ma®get, vasont wwgy m- doas ?ptodtitngekr,8 zh osgzy8 | ahror

ind2tani. A polimeriz8ci- sor 8n,30miekkmrmn ukd eeSrez ian
el bontotta azt ®s k®sRbb az ol datban megjel enR
alkalmaznak,amgle k az i zot - -p haszn8l at §v aTagnsazre®bem ijs me
m- dszern®l a szonda oligonukleotid v®gein k¢l on

®s k guericher f(l uorof - rt, amel yehkgidrantzfeQ BRES Y cjeabkbeneg
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ki haszn8lva biztos?2t jgghkcheanod eetkaikd ta8la8 g i IpoohdteRs @®F &

annak emisszi - j §to,l ihvee ra8zzo neblabno nat jaN S s z caanaldgthan a
t 8volegkyemgslt -1, ®s 2gy m8r k®pesek vagyunk a ri
n°veked®st (a fluoreszcencia | el n°veked®se ®s
ar8nyos). A gyakorl atban a Tazqomadn8 tm-idss,z earmesloyre§kn
egym8shoz k°zel kel hogy |l egyen. Ebben az eset
pedig a riporter fluor ocf3:06rtextoamnutkdlertfaz akt®xvid §pa
nN°veked®s ®t

A Tagman m- ds z er Mokeguhr Badcame rdrsazte?rv,8jashod a szonda ¢
m8sodl agos szerkezetet tartal maz, ®s ennek k©°ve
fluoreszcens csoport. A D&ASKkPpés mkeTi R&eoi - &4z k%ye
sz8lra, 2gy ez a m8sofll agw8vVaslzekkregletedkymyst ilk,
k°vetni tudjuk.

A val-s idejT PCR megval - -s863 §$huapbe h§rom | ehet s

A B
Taq polimeraz
/_> szonda
T (& (3
=\ —
3' S 5' .
- . 3 Cél szekvencia 5
" N
¢ 710

N

) 6
[ ] [ ]
,5 5 3 S

Cél szekvencia

]
3 Cél szekvencia -

—

C

Beacon szonda

ORERC

|
3 Cél szekvencia 5'

.
3 S'

Cél szekvencia

63. 8bwal -s idej T PACRK¢i-°dnsbz’ezrRekpanel ek (A: TabM®&nR
m- dszereket 8br 8zorlgl8kj esle?matt inkoulseaknu.l aAza Rl uor eszcen
mol ekul a, R1 ®s R2 elt®r R fluoreszcen
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64 A  PCR az al apkutat sban
641. A PCR ter m®k (ampli kon) -rédl - noz§8s

Amindennapi g®ntechnPCR gti @fjan@hplikditconlkatzman Addagy om
kl -noz8ssal o0 s®kamhkhrAE§ns kDNMegj egyzendR, hogy
mol ekul 8ris kIl  -n, mivel nem f elkte&tzl¢ennke,| heogoyyf Gl
aktivitg8ssa nem rendel kezR PCR enirvitroma-kd ¢ 2dérm, h
k b

g

a

e

I [

hi 8nyozna a sejtek nagy replik8ci-s hTs®g®t i

Az amplikont t &lo§ubilne8qts® HlehzRrrj egyr8et §8shoz sz¢Kks:e
haszn8l j uRCResedaza®g @d @4 B)bAhhemn kogyrvddamgl pr okar i -t
eukari -ta expresszi-s rendszerben feh®rj®t tud)]
expresszi-s vektorban kel bejuttatnunk a gazda
| ®p®ssel ediR & umdg gutke I8d IR tkaonstrukci -t. EIRBsz®O°r
primerekbem8r a t errveeszt®@si kscoir-8n e nd o n u k,lameyek megieleinek &ze t

r kIl -noz- helyeinek. Erzkbf8b, hasm8juk

adott vekt
el

o] I
a megf el R m-don el Rklhg.2fjezedt t expresszi-s vekt

(

P

3!

PCR J
amplikon

=

A |
3 5'

restrikcios
emésztés

5 3

LI ————
.

3
){é las

o —

5l

64 8br a: PCR S8tnearkm@®kl skRp-tnRopr@ssse k be be®p2tett restrikec

6.42. Szekvens8l 8s PCR k®sz¢l ®kben

A Sanger -b&®Int &«li db9 b zott | 8nctld b.niejez8)c ij--svaldN Sh astz®
®s gyorsabb8 v8lt a PCR -m®tdesezerekbvVek8&8MBsnS§bv&n
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azalapPCRegakci -val szemben itt csak egy pri merr RI |
templ 8t mennyi s®ge minden ci klusban szaporodni
pri meres PCR reakci - -n8§8l)

6.4.3. Mutagenezis

A PCR seg?2tpe@m®vaealka®fjeb®rk®®zt 8r a invitrosnzirQlazmt t e v R
vivovi zsg8l atokhoz k®pesek vagyunk ol yan feh®rje

amel yek seg2ts®g®vel jobban megi kmaromestlji sk taid ag
Ebben a fejezetben csak r°viden eml?tj ¢k azokat
|l ehet el n@mpemnhiageArzi s m- ds z er ldR.BBezethemwlvaS8hathak. r ® s

6.4.3.1. Random Errorprone  hi b8t ejtR) PCR mutagenez

A random mutagenezis sor8&8n v®letlenszerTen okoz
el ®r het ) akVvf &®nd Wd&8lulvihl 8g2tjuk meg, vagy mut ag®n
random mut8ci -k ¥gy is bek°vetkeznek a DNS soks
opti m8Ilis kor ¢l m®npyoel kiente rb8i exrasprsSeREGR)nakidde®e Tha q
egyenl Rtl en dNTP ar EhelyattMitta s 2 reSlzyemkk, avagwkMdg - puf
r ®s z | et Eld4.2fejézebenmatatjuk be.

6.4.3.2. Helyspecifikus mutagenezis PCRel

A helyspecifikus vagy m8s n®ven ir8§ny2tott mut a
tudunk t er v ez nmegapnmér PCR® s tovertap@EngPCRmM:- dszer ek 1¥28Bs z | e
fejezetbeni s mer t et j ¢ k.

6.4.4. Reverzt r anszkr H)pPCR - s (RT

Areverzt r anszkr-) pRCRsm(dRgzer al apj a, hoagy pa 8rze aeknczii
az RNS templ §zirnt eDN38I|zrelam: H rdd ®RdunkaRNSmwie aek @ 8k a't
sokszorozni. Az orv-BER @5 dglregal tPsCKRE ke mpb@ IndER B®Bls a
RNS al ap¥% vvagywsgkest Re@Ps enar kAzRERCR zaInlo & 14 nedhze® sResvea
vanarrais,hogg vanti tat?2v m-don hat8rozzunk meg transz
seg?t s®g®vel k-@magsyels zPaey smplke cd djitk us ¢ Dridyiberkegyn y v t
adott g®n expresszi-s szimtej Gtp exc®d ri gkwihenteg ksazt Elir
speci foilkiugsonsuék | eot i dot kel l tervezng¢gnk. Ha c¢cDNS
intronokat nesaktr@is®Bal rhkaed |l BNZtos2t anidlpribéthez a
adunk, ami az ®rett -AMRN&rBSvaub®g®ompheEfkehaer @®sl
DNSs® val - 8t2r8s8t.

AzRT-PCR s ogI891R bhaniakd wesr z t r ammcdKKazRN8E 81 ra speci fi
tudja meghosszabb?ztani, de a m8sodi k ci klus sor
mi ndk®t pri merrel (ld. 6.5 d WB)Ar agi r cab IA@ 8an ca z,a kltda gy en
k°nnyen hdaan8®®RIh@n RHhRI sz8rmaz- v8hRozENGal, ez ®
n
§
[

pol i meriSgrsz¢ ¢ks®gumdkodiak, keikdetliytmadg a mHERR d®s ®§
figyel embe kell venni azt a mol ekul 8ris saj 8ts
gyeng®bpod i b8 8z0kn8l, 2gy magasabb koncentr §c
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e AAA eukaridta mRNS

reverz mm 1. primer
transzkripcié

|

= ? primer

1. PCR ciklus
e ]
e ———
/\ PCR ciklusok
e ——— R = ———
—_ ) r—

65 8bra: A reveyz PCRas®mBrjiapci -s (RT

6.45. Tov8bbi PCR(maddoerek¥%zi -s, mul't

inverz)
A PCR aldak ma@@Essz8mos vs8§ltozata i smert, amel ye
Az tamdom PCR(m&8 s nRARDe random amplification of polymorphic DNA)or 8 n ol yan
fragmentumok amplifi k8l 8sa is megoldhat -, amel

y
esetben ki2°mbRIz&®ot i8d ho sadhirays Sgziekpebhme Rpkgeshdé
(egyPCRhez egyf ®l e primert), ®s ezzel v®gzi k az 8§8I
el l en®re, hogy a primerek | etapad8si hel y®t nen
vagyunk a pontos szekvencias me r e t eolim@®fDKSelk i°ssszehasonl 2t 8s8t ¢
Af Yuz i - gangBl@jlRmping az az A ungkris§iéveziks PICRn | e h e tkR&t®b ¢ n B |

DNS fragmentumb az ampl kfs&B8ekapeagi@Emni ®s z b eNnS dt eegnrpal d8&t I r
specifikus, hosszabbA DNSdsgszRgri -&lakhaalanepzkgest a ksgd rAgng
fragmentum tartal maz 8t f edR -esgzye kw®gn®ri €8 foryard®ksekzoert
egy reverz primereéekeeR®EDNSt szB] Mgy mankl&l®t da
foglalja. Ha a fuzion8ltatni k2v8nt fragment umo
a sz8l akra egyenk®nt olyan primereket tkrseg8fnk
forwardpr i mere tartal mazza ugyanazt a s zek,amelyeki 8§t .

8§

m8&8r rendel keznek azonos, 8tfedR r®gi - -kkal ®s ez
a k®t DNS darabot. gEhe®g®aem-dgz&smakadv8§ayokb:-
genomi 8t i E®pbdSek vagyunk (Iegal§bb|s egy bizony
valamint a fY¥zi-s PCR alkal maz8s8va k¢l °nb°zR
feh®rj®klet Ko n{Etle.2aXajeze)&klaR § I(Id. 8.6 a B)b r a
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66. 8MdrfaXuzi - s PCR semathAzkes sRbeszob&8sna(A) a k®t fuz
§tfedR r ®gi -tth.e nA (nBSs cadzi keddssRt RPPrdemo PLRk 8t fedR sza
egye gy primer biztos2t (narancs), maj d ezt k°vet R

A multiplex PCRm- dszer | ®nyege, hogy pamemp8akcadhbak,t 2l
amplikontkapunle gy amp |l i f i I 8prirBespb8arb k 8 h mitrag egyeamplikonok

mennyi s®ge ar8nyosan kevesebb | esz, mint htao «w8lab
techni kai web®zkE®bek, kbogl ni a k¢l °onb°zR pri mere
azok g8tolj 8k a reakcHontnoesg fae | deel tRe kvt gl bg§esm esnzeet nepl ok
ampli konokat k¢l ©°nbA znR ds®&reettT rte® btbeerkv @ka®Zzz:,%tst8 rma t
profil KdR&z22fdje®yb@®s en gy teljes2tm®nyT genotipiz§

kese)g?RPCRg®vel a nenmprikidgv 8mad jos| & re® sn®tk e Kk

Anested f ®s z

ki, amely atp-dzeegydhltal hkal mazott primer aspec

m-dszer sor 8n Kk®tt, algkyar8nsa z nakuneStsiedRy&RsmriSmer p 8§

anel | 81 az el sR term®khez, ezzelSWhnGrgy®hbnan°velyv
Nem kivant termék Cél szekvencia
*

6.7 8Mranested" PCR s eAurzateilksuks PSR 8szoorl8ns .a nem k2 v §|
c®l szekvenci 8t tartalmaz- szakaszt erRs?2tjg¢k fel.
term®ket haszn8ljuk a tov8bbiakban te
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Az inverz PCRolyan esetekben alkabmz hat -, ami kor egy i smert DNS r
szekvenci 8t szegldé8n®@kKrfael t ®r k ®pezni

®
A A
|

restrikcios
emésztés

=

ligalas

restrikcios
l emésztés

~=
ismeretlen szekvencia
amplifikalasa

68 8bra: Az inverz PCR s®m§j a

A m-dszer | ®nyegi | ®p®s e, hogy az ismert szekve
endonukl e8zzal has?2tjuk a DNS isgzs8&lzatl, amaNdS & rmi
cirkul 8riz8ljuk. Ezt &2viesRent aszekkeh&irasr ®HIS-
endonukl e8zzal, 29gy olyan |ine8ris ter mPket kap
m8r Kk®pesek-takamanarimdt®gi - nak megfel el R primer ek
gyakorl ati szempontb:-1 fRk®pp mobilis DNS el eme
be®kel RdI®s®nek pontos hel y®nek meghat 8roz8s8r a

6.5. PCR az al kal mazott kut at §8sban

NapjainkraaPCRel sz 8mos al kal mazott tudom8ny8gban ®rt
di agnoszti k8ban, az igazs8§g¢gyi orvostanban ma
az Rsl ®nytan is alkalmazza {ameggpyhbghb8bb@sd®s$
|l ehet detekt8l ni). Ezen k2v¢gl haszn8lj 8k a mezR
reviden 8ttekintj¢k a PCR szerep®t az al kal mazo

6.5.1. Orvosi diagnosztika

Az orvosi diagnosztiimuiBthatng seg yee sd ibaed re@gsszBtgiekk s ko z
®r z®kenys®g®t RI f¢ggg. Min®l ®rz®kenyebb az el j 8§
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beavatkoz8st, valamint jobban el kerg¢l het Rek a h
sz8makredhet ). V2rusfertRz®sekn®l, mint p®l d8ul
rel t°o°rt®nR ®rz®keny diagnoszt iikliejhlaskwvm&ltdtta.t 2T
transzkripci-s PCR a megfelPebRfestRZ®seR tEB8hasz
ki mutathat - - ak.

Az onkol -giai diagnosztik8ban a g®n8trendezRd®s
ki mutat 8s8ra its M&kuzndnirdloi BCR e u ki@&miO8 rf dazut-asl po¢
transzkriptumtme gj el en®se. A gy-gyult betegekn®l k¢l °neo
betegs®get (MRD), a kis mennyi s®gT Vi s-elaafdel®s he
ETO f%zi-s transzkriptum mennyi s®Pglel ppht ®sa& na Ima
kl on8lis tumor markereken, kromoszom8lis transz
transzkri pt uindoekjoin .PCAR vtaelc-hsni k§8k haszn§l at§val a
el Rrej el zt®selk. sk ¢tl elt hraer §8 z -baaknt ikviintuStsa tah attu-mo rno?kg

sz°vetekben 8l tal8ban | -val alacsonyabb m®rt ®khb
megbeteged®sn®l is 2g®reteelditdgn®@skRt ikkaasin tyregdl r8nid e
Vi zsg8l at8n8l a hasnyS8I|I mirigy nerdevibean tmerovnee ri8sz

al egys®@nenRNSzi ntj ®t m®rni . A kutat8sban a ki mu
hasny8I mirigyr8k med3t!licen ®s®lv el eh&Stolke mBd®g p®Rdr ol
al kal maz8s8r - |

652. 1l gazs8ge¢gyi orvostan (DNS Aujjl e

Az i gazs 8gy¢ gforensicscienags tkeomodry (fej | RAI®st eredm®ny e:
A hum8n genomb&n itd°arbd e zieszi@® TaRlenRepéad Jzékvencia
tal 8l hat -, amel yek s ze mGINg gjleiy@natk ®slz? ® ®R ®k e N Rk |G
szekvenci 8kat vizsg8lj8k PCR seg2ts®g®ved. Az e
specifi kus primer p8rt haszn8lva amplifi k8l ) 8k
el ektrofor®zi ssel ki mutathat . -, elt®r R hossbaiis §g
®s Eur -p8ban bizonysgs8ktt®TRskekkvanokhkhaszns8l at
ujjl enyomat ok el ke ressl ®svRnkebke n® rhdaeskz&b8elnt aS ToRO 0l - k u
j -val t°bbet, ak8r 16 STR | -kuszt is amplifikH 8I
tesztei s v®gezhet¢ink, amennyiben a gyerek apj 8nak
| ehet s®ges PCR anal 2 ziogy( NS kp reagfyi:ipfRH S8y 2 @and & [®
ezzel a m-dszerrel azol®WiBbeénhotéeB®Wsag8dektat Remanbu
maradvs8nyait.

6.5.3. Af sPCR

Az Rsi dRk kutat-inak is nagy seg?ts®get ny¥ t a
Rsmaradvsg8§nyokb- | ki nyert DNS f eall skoakl snzaczr8oss82vta8 s §w
inform8ci -kat nyerhet¢nk az adott ®I Rl ®ny taxon
ti szt 8bb k®pet kaphatunk az adotntyi Rwt8nrvta®n eatni nk
Rsmaradvs8nybpll. rae mMf@&hzmii-,s dRCR s e geket®gi®sv ell e hkd ts edr
benn¢gk t8rolt inform8ci-t szekven8l 8ssal Ki nyer
|l egnagyobb h2rver®st kapott Rsl| ®nyt§amiazal D&NISmanz
(borosty8nkRbe z8rt rovarb-1) PCR sokszoros?2t 8s
k ®s Rbbi ouredk vDNS$ szennyezve. Viszont wval-s er e
eddi gi | e g®r dalkeegsaelb®b be r 520d me®zeaa n dRevrev °kli gyaksriatitasyd mb e r
teliesgenonj rakf e I8 8r ld. 8.4 fejez€) , annak el |eeett BNSelehetditosgkya t ° r ¢
csont maradvs8§nyokb-I kivonni
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Az archeol - giai Kuttatbdhs skz eemgpeotn®@rb-d RGR haszng8l hze
popul 8ci -k, n®pcsoportok csont mar adv 8§8ny ahelygkeh s z
tal 81t tov8bbi biol-giai eredetT mint&8k (hgzi §lI
t 8rgyak) PCR sokszoros2t8sa, szekven8l 8§sa ®s az
ki, hogy a megtar m®@keRJYJRt ®mbut 8 mindig az anyai
mitokondriumban tal 8l hat- DNS al apj 8n pedig k®p
el helyezked®s®t ®s ennek v8ltoz8sait nyomon k°v
kapcsolatokat is felder2thePdR; kv iezzszge8l| aat sno-rdoszzaetr
geneti kusok ®s archeol  -gusok egy¢ttmTkod®s®ben
A honfogl al 8s i dRs z ak 8obk-bl- |s zv8ornmaazl® s kciesbobnit 8m aar za devs8
°r okl Rd®sT Y kromosz-m8ra jellemzR marker r ®gi
el RsandbmPCRhek vetik al-) multiplex PCR

66. Tov8bbi olvasnival - a fejezet
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7. Vektor-gazda rendszerek

Kor 8bban bemutattuk, hogy rekombing8ns DNS el R8I
vektorra, amibéenvitroa mol ekul 8ri s k|l - nox28de®PRENERS) &z (i
fejezeteW . A Kkihvivoro&s8zs®h ez a r ¢ k onmlyif ed&smi/Raby Eelt jdttatnunk
( g ®n b M3 fepie) . Ebben a fejezetben aekiord ketgdrRadbko t 2 p
tul ajdogpl®pens8§ lHog szaporod8sra val ameplkpgreA gazdas
repli k8ci -hoz sz¢g¢ks®g van egy replik8ci-s orig-

mi |l yens®ge d°nti el, hogy az apdoortadnie.k t\be k tno rl oyke
szerintplazmido k bb da k't e o k bV Brgk  trahszpozoro k b - K r oBnso skzb--m8& ( bakt €
®l eszt R, sRt hum8n kromosz-m8k) | ehet el R8Il 2t a

tul ajdonsZ@a®mbRIk $2ylPet t &dzmich®ég8 qamekidrok.er t t 2 pus ¥

A gazdasejteket tekintve a miGrana®myadpcdlilegeianedebh n o
gazdaszervezet. Kl kndepni eglhahkos zt aki U aly.plcfEeghk®rs) &
t al t ermeltet ®s®r e) kutat 8s ha®g nBiptpleaGracg®Rd 7 iat 28 s
Bacillus subtilis de ebben a jegyzetben cdakcoliga z dat °r zsek kel f i3gehdazerk oz u
el Rnye, hogy sokf®l e vektor t2pushoz haszn8l hat
gyorsan szaporodi k (optim8lis k°r¢l m®nyek k°°z©ot
biofl -r8j 8nak rtq®rn.al ®@ewa®m ¢ K. oglitalt @z @edeO104sH4) a

g®nt echnol - gie&is RghpaadordwiP-tast bt&sr zts° bb sz8z geneti ka
bi ztons8gosnak tekinthetRk, az emberi |b®li d&batnor
haszn8l at o£.cbliKgRRomat e Sakklseket, genot2pusukat ®s
genetikai markereketdl. t §bah®%2at t 8ba8zhbgl al juk °ssze (nem
foglal kozunk a jegyzetben, ezekr Rieblapok mad IBil dhnlat gi
tov8bbi i nflo2r m&criz-§ .mEARABtNty avari 8ns8t i s haszns§
a feh®rjeeBPt-ad®s z9 z hrozxarad® k ari &s. z 1R2t2ekiejezbtblvashatreak.

Az eukari-ta gazdasejtek k°z¢gl a | aborazE.caii umi
sejtekhez. K¢l °onb°zR g®ntechnol - gi ai c®l okra ha
amel yekkel a jegyzet k®sRbbi fejezeteiben fogl a
eset ®ben gyakcertlbetni IYaeng nisrhdidrnt e (ing8z-) vekt
gazd8ban is szaporodni tudnak (bin8ris = kettRs
m8r eml2tett¢k, a molekul 8ri s kIl - nezB®lig aaz dr8ebkamn
t°rt®ni k, s a m8r felszaporz2tott konstrukci -t |
71. t8bl §z-aR: aEt °caeabikK
K-12 altorzs fenotipus

1776 (diaminopimelinsav igény; UV, 37°C, detergens szenzitivitas)

HB101" leuB6 proA2 recA13 thi-1 lacY1 supE44 hsdS20 A(merC-mrr)

IM105 [F? lacI'ZAMI15 traD36 proAB] A(lac-proAB) thi-1 endA hsdR4

DH50F’ [F’lacZAM15] recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl

XL1-Blue [E>lacl'ZAM15 proAB Tnl0(Tet')] recAl endA1 gyrA96(Nal’)

thi-1 hsdR17 supE44 relA1l lac

XL1-B. MRA A(merA) A(merBC-hsdRMS-mrr) (+XL1-Blue)

SURE recB recJ sbcC umuC::Tn5(Kan") uvrC (+XL1-Blue MRA)

TOP10 F mcrA A(merBC-hsdRMS-mrr) lacZAM15 recAl endA1l
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72. t &b IN&hm&ny fontos E. coli geneti kai

gén fenotipus (kédolt fehérje) jelentéség
endA DNS-endonukleaz | mutacié plazmid izolalas
lacl® lac-represszor tultermelés lac szuperrepresszié
lacZAM15 [B-galaktoziddz N-term. delécio (11.- | kék-fehér szelekcio
41. as)
recA homolég rekombinacié és repair plazmid stabilitas

defekt (ss DNS-kot6 ATPaz,
“rekombinaz”)

recBCD homolég rekombinacié defekt plazmid stabilitas
(exoV)
supF amber szupresszié (UAG>Tyr szelekcid
tRNS)
thil B1 vitamin igény (tiamin enzim) szelekcié
umuC SOS valasz mutacié plazmid stabilitas
uvrC UV excision repair (UvrABC plazmid stabilitas

endonukleaz)

n5 kanamicin reziszt. transzpozon szelekcié
Tnl0 tetraciklin reziszt. transzpozon szelekcid
hsd MRS EcoK restr. modif. komplex transzformalas
(metildz, endonukleaz, specifitas
alegység)
mcrABC C metilacié specifikus restrikcid transzformalas
mrr A metildcio specifikus restrikcié transzformalas
F F-faktor+kromoszéma darab filamentozus fagok
71. A vektorok 8l talg8nos jellemzR
A vektorok az egyes gazda szervezetek DNS infor
g®ntechnol @ikl -esz&Ad® kKkDNS (az. inszert) hordoz
Milyen tulajoo ns 8 go k k a | kel l rendel kezni egy DNS mol ek
¥ns8l |l - rreap lkiek 8 tenki®@piesnielkm®k ekel | | enni e, mveleal a
| abor at - r i umb a nr5kbpd1z43,5 MDa)EHyedsresm ®@ ri ektc i Relkell reredelkeznile, s
vegyl kel l tartsalethaXrcii -Iste gmalr &kKkebr ad@®yn
711. KI - noz- ®s expresszi-s vektorok
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A vektorokat felhaszn8l 8suk al apj8nkk®nozagyedks
tartoznak, melykets peci f i kus DNS inform8ci - t 8rolfddE®&kaa, s
vektor ok a gazdaeplkennalkeezlelt,r en ojgeyl lreemmzdRe | kezzenek .
al apk®°vetel mdnye, hogy az organi z muls kD&8NoSe s8lkl o m§
sokszoroz-dni t°ébbRLipsk sebleRffyorldauwl hat nak. Minden
mesters®gen k2v8nunk idegen DNS inform8ci- -t ®p?2
ezekmuint.i k( p oloiz k helyak MCS:Multiple Cloning Ste), amelyek a vektorban csak

egyszer el Rfordul -, egym8s mell ett el helyezkedR
Szel ekci g®nki®nken | egntlibbi ovteikk wom braaemza sszznt &elnnca ka. ¢

A m8sodi porteaam x pceaesszi tarveknakok Ezek a DNS kons
el emeket tartal maznak, amelyek | ehetRv® teszik,
| egyen flkihf®gjj,eedeRRdpiries sz 81 - dni . nalktartalmazmpuk leebkslz:in gz v €
hely el Rttt egy mmam:ltechretrROARI®s eami hegrak§hkr mec
expressz8land:- feh®rje mennyis®g®t. A prom-ter

gyakorlatban e n n e ks ®&ge®v2et | el ker¢l hetj ¢k az Ai dR el Rt it
k2vs8nal mainknak megfel el Ren ilnedg?itnhkaShjbuska leekl &I yhazz
mechanizmus azZ. colilac operone | emei re ®p¢l, amel yneé&xpRayegi -
all ol akt-z jelenl|l ®t ®ben indul be. A gyakorl atba
mo |l e k ul 8 v aiDstiogalaktozpldalaIpTi&l elb) hel yettes2tj¢k.

712. Anti biotikum rezisztencia g®nek

A plazmidok fel hgdde®gékonrhamahotg® ezek az ext
tartalmaznak antibiotikum e zi szt enci a g®neket, amelyek horizo
de k¢l °nb°zR fajok k°z©9tt i s v 8 matiezteocli haa tgnRanke.k eA
szelekci-s marker g®nekk®nt haszn§8l j-reasztendba a Vv e
g®nnel, az adott antibiotikumot tartal maz- t8pt
beker¢glt a vektobi OINSk(mzanbameaz®®anaz inszerte
szelekt§8l, afeh®p®l sgal ld@edk 4l kal mas (

Az egyik legelterjedtebb antibiotikum aampicilin, ami az el sRk®nt felfedez
v8l t ddz7dt a8lf.r aAz ampi ci | | i n, -lealkRd§n®haenzt ihbai sootnilk-uam,,
Yan. °ngyil kos szubsztr8tk®nt g8tolja a sejtfal
enznet, ®s ez8ltal g8tolja a bakt®rium n°veked®s
kapcsol -dik a penicillin alapstruwnlkg@t8jvEhakt @®am
feh®r jeburokkal v®dett membb8bmhakBnh®iisu®@tl Ruspéalat
Egy m8si k p e nkarbanitillini(rk aw ®lotxd petniei | | i n) , ami a f e
Gramnegat?v bakt®riumok fel® sz®l esebb hat8§sspek
a tal®akt am8z enzi mekkel szemben kev®shb® el l en§l |
stabil abbak. Mindk®srggnhmng gz dd ealkd eam?8the teth o 5 It | «
amely k®pes -bhhkha§ Mt dalz § haa h§&sttaal an2tja a mol ekul

4
= S
G
/—OH
O
71. 8bra: Az ampicillin szerkezete
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A kloramfenikol antibiotikumot 194 en 81 | 2t ot t 8k el R el Rsz°r . Al ke
ol cs:- ®s nagyonnhaeR®Red®yt bgBt ®ri smer, hat8sspek
k®pess®g®nek mol ekul 8risorm®n tarrel,bdogyma Kommlsa
g8tolja a feh®rjeszint ®zi s tkloranfenikcalb orreaz i- s agyuem c igay
kloramfenikol-ac et i | t reanred zanfeedr &z dol , amely Ygy k®peas in
k ®t darcasho paocrettoitl k°t, 2gy a szer m8r nem k®pes |

Egy m8si k f eh®r j es z itetrdciklia iamelygt Strdptomyeeb & k b® 0 t U ok &
®s egy sz®l es spektrum¥% pol Akiozsamierkollta|lp ueslt etnetr@r@bs
aminoacCHRNS mMRNSr i bosz - ma kompl exhez val: - k°tRd®s®t ¢
tetraci kIl itregydEkDaosmetmdbr 8ing e h ®r anelyabki tz2tvo lsid-pdicap 81 | a
antibiotkumota s ej t bRI .

Akanamicinnev T ant i Btreptdmyceskamamycetdusa kKt ®r i um ter mel i , ®
hasonl -an a prokari-ta ribosz-ma 30S alegys®g®h
feh®rj ®k 8t2r.-d8§8s8t. A k aneomitin c iMi meallk ®t° zaenltii bri ook a
ami noglpuwkso¥ isdz eégr2, tov8bb8 mindketinRghhae®kokyareb
Grampozi t2v bakt ®rli malo&ks ni® haretiteg s V2 f. e v ® gamelynengyi m
vektorban k-dolva biztos2tja a rezisztenci 8t.

A sztreptomicinnewaft i bakteri 8§l i s szer tSireptanyceggrisemse u & v ®b R
bakt®rium bioszint®zis®nek t ebram®s z&yt- -egsy &sezrant®k efk
tuberkul -zis kezel ®s®ben v &8Il t ihgezn haRsposrzlie-ralnv ®e z

antibiotikum is az aminoglikozidok k°z® tartozi
al egys®g-®he3 kRNSe fejti ki. Ennek k°vetkezt ®be
bakt ®r i um h A leSskténbiay Rewsetrepomitin-6f oszf ot raneztf &r 81Dl en
antibiotikumot foszforil8lva g8tolja annak mTk?®

Az utol s-k®nt bemut at pebcin aame Ibya ke geyr i gl ii kso preod teikdu
k®pess®ge ablpan ke} kEbRek siznBtlevh kDaN Stl © rd®@sat, &kd 2 RsBze
tul ajdons8g8nak k°sz°nhet Ren sz®l| es sopnallkadamplexet’s a
k®pezve inakt?z2v form8ban van, m2gonal sgeBt ek hebl
®s 2 gy ak tzéosirmegiszteriing @&n. Seaptpalloteichus hindustannse v T or gani zm
sz8rmaz- 14 kDa molekumagfRmegTarteh®®sBiZagki hammte
DNSt has?2tani

7.2. Plazmid vektorok

721. A pl azmi dok 8l tal 8nos jell emzRi

Az el sR pl aemi @oekael &P ®Bhigelamwankots@raiplbbm Bk Agpl azn
n®h8&8ny kbp ®s 20&tklakrloMmoSuzioim§m®rset kete Rs ,sz 8§13
amelyekamr gani zmus kromosz- m8j 8t -1 f¢gggetl engl k ®p
Repl i k8 ibgkutk@rti um kr omoSkzoms§$ Z2yladl @pkp leighy 8 ¢-i®sjz e
pol i mer zolli,meDN&E |11, stb.ifisarddl i &glci k §c iozoirlgegz ¢ |
k°rny®k®n tal 8l hat - szekvé&ntiegk°odbbahpElagyomz d&ka &r
8l tal 8nos bedlikBci oa8tnels halnt @mRedci m8801 sdi k (
orig-t-|I csak egy Aempd ik&8xan&l astidd apliamzamild eMk t

sejtosztredlBaxs8Il tal allyanEB®Il H8ul a p MBall Il hmaztnbztdrbeapn!

plazmidote | Rsgzy rk lei ni k ai mi eS8 b - Az ieoné@e¢ttiSksAdOkKvienci

tartal maz- vekt or ok-20kAzp.colislza8zmi el tlkenAK®ntt t1°b b

szekvenci 8t is talgltak (Col E1, kplL3SAb°pBCLO®DUSY
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tartal maz- plazmid egym8s mel l ett agtoammisl are pfl & rkrf
orig-t hordaz-onplaamz rmiganpakbitiseka | ezek bRl csak egyf ®|
sejtben( ki v®ve, nhazR® ankigbPoti kummal kettRs szel ekc
rendel kezR plazmid eset ®n)

Minthogy a plazmidok replik8ci-ja nem f¢ggg fehe
®l etidej Tek a sejtbenkkloremfegkalt daasejptl -f gB®t §es§xiah
hogy a sejt kareormd seBDis®@kIRpsepla k81 ni, de a pl azmic
az el j 8r @ampdli ,h arkeBlhygeswtez o nk, tov8&8bb n°vel hetR egqg)
Aplazmi dokat funkcion8lis szempontb-I t°bb csopo
tartoznak, mint pl. ai. coliF-faktora( f e r #f ialkit o§f9i, amel yek a bakt ®r it
szaporod8sthi at aemi sgs8mgkt(kromosz- m8n k2v¢eli g
a k®t bakfadk®ski-Wdmldadza Pilin oligomer feh®rj ®bRI 8§
pl azmidok nagy m8si k csoperisBbanwaadtog®n ek eax nn§
amel yek szint®n k®pesek horizontg8lis g®ntranszf
antibiotikummal szemben el | en 8H dolibsa&g a®tr.i uAnr haa rj ned
81t

al uk t E.rcolehatake® &8 sm8s bakt ®r i umokra) hat - - t

Ebben a fejezetben n®h&pmy Wkktasstzi Rausve lptl @azaens all
plazmid vektorokr:-1 a k®sRbbi fejezetekben | esz

7.2.2. ApBR322 vektor

Az el sR sz®l es Ekikbmpat stmett s®kb&®&inbB1 | ¢vebt o8k E
Egyetemen, amel yet pBR322 n®vre kereszteltek e
vektor 4361 b8zispmd- -édgygldmpimeigltlail 8]l @®ategypet et
egy t erbBn®bpzleatzensi db -HDRI as zp8™MBmMaz - repli k8ci -s orig
restrikci-s has?2t-hely tal 8l hat -, ateiadkfnek be i ns
rezisztenci 8t, m2g 6 darab az ampicillin rezisz
adott rezisztencia g®n funkci - -veszt®se mell ettt
mul ti kI - mdo72.. §led y) (

(127 EcoRV MNhel (=

BamHI (=75
SgrAl caio

SphI (==5)
EcoNI (=)

Sall =51
BoxI (716)

nany Scal
(2725 Pwul

prom dter
ot

/=
(antly Pstl @Q ,:\:P
(353e) Asel - Vspl — f /T

(24:7) Eco31I EagI 53
(3366 Eaml105I Nrul (o74;
Bvel (1051

72 8AMr@mBR322 vektArreéeprk®pei - s orig-n krPezils{toenqi
(AmpR ®s TcR), valamint a benn¢k tal 8l hat- - 6, i
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723. A pUC vektorcsal §8d

A pUC kIl -noz- wvektorcsal8d is a Kalif dnivensizof Egy
Californan ®v b REd) . Si ker ®t egy igen °tletes tul ajdol
m8sodl agos szel ekci
s DNgykenmelst veakgadazdaag
a 1 s).

kl - noz8s siker®t bizony?2t
viszont annak el d°nt ®s ®r e
egy m8sodlagos szelekci - -r

73. 8ArmUC18 vekt oA rte®riki®p8eci - s or
f eh®r shziezlteogsezita-k tho z i df§rza d mearctZuWm§ tU
helyet (MCS) tartalmaz.

ig:- (ori) mel-l ett
k-dol - g®nt ®s az

Hindlll Pstl Xbal Smal Sacl
AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTC
Sphl Sall BamHI Kpnl EcoRlI

Sacl Smal Xbal Pstl Hindlll
CTTAAGCTCGAGCCATGGGCCCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAA

EcoRlI Kpnl BamHI Sall Sphl

74, 8bra: A pUC vektor csal 8d k®t tagyé€kakgym8@sE€hazd
reverz ir8nyban helyezkednek el

(VRS

A pUC vektor egy 2686 bp m®retT plazmid, ami a

ampicillin reziszgahazktogngi®hg§z WVIadam) neén=ai met k-
Enrek a g®nnek k°sz°nh-teR®a ®mgsbdklaagwsShHdithne Il ke,
pMB1l replikon szekvenci 8 §#W@&bkamntlosakedkegontsal B
a puUCl8 ®s a pUC19 abban zk ¢ Ih%en by°;zkn ¢ kMC Sh) o geyg yan8msu
m- don hel yiie zZ3k8hd®ak4. e B)b ¢ a
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7231. A AK®@K®ro szel ekci

A kf®kh®r szelekci- seg?2ts®get ny¥W that annak el
plazmid tartalamazza az 1 nszertet. Azok asibkaekrteRsrd nu nk It-en oezp
tartal maz- plazmid van,t ofreth ®&raerkt allensazzn-e kit Ae laezp eckr e
| 8tv8nyos tesztbgmdlakk wlz§nTiEL d@e®bhjmaz a4ej. | | kK ®s

komp | e nrealfaps8kdAib-g al a k tn®mgiyd iz onos -aeb@y@@®gbRNRak §é¢bbe
form8ban akt2zv. Az edbyas bazli@GEgys @Fwle dadth SgiNe st iLd T
fragmentumra ®s efgagmemanygy m@menéklLaedet kezt ®ben f
homotetramer szerkezet K®®s paptenmdzitm¥%j makt 58 zlek £
fragmentumot akraeg®eniumpkl az ami d-k gramled m&krmati 8§ Kii f re
h2vunkpont 8n ki al akul az akt2v enzimszerkezet.

A szelekci- sor8n az enzi mneks ®gz®Rit ah asspzonntl § nu k® sksi
aza-f ragment umot a plwvafzrmaigdmekn tduonhota,a nmpPagz daazs ej t ge
be®p¢l ®s®nek a vineslgi8ilkat-an o0 za adfeeklad yp mebvb@ns )aod z k - d o
szakaszba vagybe®pikee es Va&flr-angprme8nst verscett ®n- daal - s
®s adz agmentum nem Bhubde rkiafze jeeszeRtdbneh wehsS8St iadukPBT
eredm®nyek®nt az inszert §8ltal k- dol t .Azezhr®@rsj e f
vektort t artal maz- bakt®riumok | PTG indukci- hat§s

ami azt er edgyl®nyraaed ®n hazBhyb gtk t -8-i8dolil-GD-galaktozid K-gal)
j el enk®k®beaAanT b a kkelekeznel(ln 7.6.e | Sebpreak
Delécié
(11-42 as.)
P Lacl P O ‘ LacZ
[E (] .
— >
' Inaktiv
Lac represszor B-galaktozidaz
gatlasa IPTG (gazdasejt kromoszéman)
jelenlétében
| alfa-komplementacio
P
LacZ Aktiv
alfa-fragmentum B-galaktozidaz
\j
X-Gal ——» Kék termék
H20H
O O
H
OH
75. S§ArAK®kh®r o szel ekci - molcslgualk®@rkito bh 8lt§tzereemzi m (s §
a gazdasejthben termel Rdi k, de iadalkatgzme nmhairmad ,pi m2oc )a
Ezaza-k omp |l ement 8ci - j el engalges z Alzs Atk g v p @ 8 IRE& s jekpekKk @k
keletkeznek Ha az i nszerdfiragmeretriem,n eark ktoer mel Rdi k, a
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7.24. F§ g ok d

Af 8gmkd mi nt fdoakap (bakterid) S&e | az mi d koranbiat n SEbbRE ad- d
j el liemzzR el Rbbi kettR tul ajdons8gainak kever ®k e .
haszn8l hat - k. Egyrp®@sazzrniid traerptl a |kn®z r ®ls Dar dqR\jg - me gt &
f1 f8gb- -t 1saisr.gnaEzz- ut - bbi f&@ gfokmal g = (I feimzrR- 2BEs )b i
f 8gmiegiyRIZ8I B BNSr - -djon, majd az virionba pakol
|l egyen. A f8g r ®szecsk®bxe gtp&hpaymidogsid) arelyek az¢ k s ®g
egyszNed i elpl i k8ci -j 8t biztos2tj8&8k ®s a virionba
f8gmidok, a fibr-zus f8gokhoz hasonl - -an nem | 2t
hanem a sejtet folyamatosa®stevirudr®onatak®k S
f8gmidok fertRzR k®pess®g®hez az is sz¢igks®ges,
ki z8r-1lag olyan gazdasejttel a | -fakdol, vagyzartmaktvalamityen a n
vBt ozata. A f8&8gmidokat kor8bban szekven8l 8sr a,
konstrukci -khoz haszns8lt8k, mivel egysz8I| ¥ temp
f8§gmid a f8g r®szecsk®ben egysz§8I %).

Az egyik legismee b b k| - n o pBlueScrptgpBS)dektar, amel y a pUC vekt ol
hasoldl78.t 8br aEgyr ®s z tplazma ® ¢ aft gz | ielg§c.i -BEsz eonr ikg?-vt¢ |

rezisztencia g®nt k-dol, val ami nt anZlyapUEsekiori k c i
csal 8dragpéebkemziRpdBdety k- dol - r®gi - -j8n bel ¢l toe
i nszeertl see® nyomkmkle h®e t BseeegRRetdscRig ®v e | . Megeml 2t e

poli kl - -noz- hegyTyildveT 3 vi@ge®ani iglhutsalpglomat er amel vy
prom-terre gmddimer@azra®mNSz krti pvcRig-etznliehaez i nszert

Sacl (657)
| Btgl (s61)
|| Alel (663)

Cfr421 (654)
BstXI (£65)
NotI (670)
Xbal (677)

Bcul (683)
BamHI (&89)
i Cfrol (s95)
= Smal (697)
—_Pstl (705)
— —— EcoRI (707)
—— EcoRY (715)
HIindIII (719)
Clal (726)
Sall (734)
Accl - Xmil (735)
HincII (736)
Xhol (740)
Bsp120I (749)
Apal (753)
Acc65I (755)
KpnI (759)

pBluescript KS(+)
[ | 2958 bp

76. 8Mr@mBl ueScript f8gmAdvelkkdtonrt a ®r XlI®pa&z z a, mi nd a
jellemzR f1 repl i k8cibesnnoer iegg yt .a nipziecni Ikl2zivng | ( Anapl B)l hrae
feh®r " szel egkaclia-ktt obziizdt8ozs 2(tL-achzU) fragmentum k-dol -

kl -nozott g®n kifejezRd®s®t T7, illetve T3
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7.3. Bakteriof§ g vektor ok

A bakt-arap¥%8gektorok el Rnye a plazmidokkal szem
hat ®konyabban k®peselgaadaise¢ggdr DMPHuttatnni (a ¢
4.3 fejezetbent §r gyal juk). A tipikus bakteriof8g egy k¢
°ro°k2t Ranyaghb- | 811 . A genomjaglkat @Sk & Wékimts oa RN

kz
el R89rea s ® s or ban ea&fz9pg k®xz a® did 18 schikBags z Z 31lsj 8§ k

731. of 8g vektorok

A g®ntechnol -gia al kal maz8sbairk.caizpegyif Blgudg gndlist e
enter obak$zen lod Bgt ®ben tipi kus f8g struktr 8t m

r®gi -val, amwelkyRenskzi8he&ss DS §8° rheak?-t, Ravrayl aagni nt  f a
kereszt¢l a DNS bejuthat a gha-zldRasslelkjtzbeel. 6A0 vg?®&nuts
biztos2tj8k a f8g szaporod8s8hoz ®s becsomagol §
val amint burokfeh®rj®ket. A v2rus |ine8ris geno
sz 8|l ak vaRtg-®nb @ambrSRIghii-zt os 2ft§jga .k ®AZ ® e Ml le2ttcii kd sust
®l et sioklI8ms a v2rus °r°k2tRanyaga miuts8n bejutott
farok strukt¥%r 8t k®pzR f ehr®@®g ®kc ekx®Pk eks®mz Rd e k ,k
el pusztul 8sa ut8n tovs8bbi Isiejde®Riesbh@If atk&kiBe nkE®p &
az °r°k2tRamkyadigaome®ps;mMm8pa8ba, azzal egy¢é¢tt repl
°r°kl RAR, ptr 8 &lgsn ¢ ©egn.2 ;Fb r(a

a fag DNS sokszorozodik

a A-fag megfertoz

litikus eletut
8 <
A A f’_,,

aktivacio

a fag DNS bejut a sejtbe

a fagrészecskeék a sejt
lizisével kijutnak a
\ (_) kilvilagba
lizogen eletut \\

a fag DNS integralodik
az E coli genomjaba

77. 8 Dblrfa8g A 2t i k®lse t®si klliuzsoag ®n

Aof 8l ap¥% vektorokon bieds2 eRrszig-bss |zt n b Yz tivekiowhiath e | 'y
El Rbbi eset ®nema {tah&lBhats:- D&Y restrikciv-EBEbpnoh®n
DNSinszeret ®p2t het ¢nk bceDNSEzkt® nay vt82rpaukb tesl FRREE.B.F & k8 s(8 h
fejeze). Ah el y e vekteraketsRt ®n a -enhnb€&lrikgDABSEIMNEaL t R" sze
r ®gi - eredetileg a v2rus | 2tikus ®l etciklus8hoz
v8gni a vektorb-| ®s annak hely®re tudjuk be®p?
alkal maz&s®@agi m8i nszbe®pmMPh@t RERO wipPHI i s &P INFva B:
el R b&l8RIfepze). gy hellyfe§gtemsekkRonst r u7iBci 8thr 8br 8z ol
Az-f&g al ap¥% vektorok al kal maz8sakor ¢ gylealani k el
inszert t% kicsi, akkor nem alakul ki a f&g fe
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akkor nem f ®r el a DNS a virion feji r ®sz®ben.
hogy a vektor jAhalkel®s akj d s ekart el |1i-fg8&d nvi g k taa
haszn8l at §nak vi szcerkto mba gryinvisd ARMGRes o rhaogo/l terat - 0
VZ2rusr ®szecsk®kbe (edhetz MdyamSlAcslomagmid - a Xy k ©®8®
°sszes komponenst tartalmazza), s ez§8Iltal i nf ek
\-fag DNS
a A-fag DNS kozépsé restrikcios endonukledzok,
szakaszanak cseréje DNS-ligaz

in vitro pakolas

fert6zoképes A-fag,
mely idegen DNS-t
hordoz

78. 8Melkombi n8ns DNS 8hge lviekitltdeSHfatfRe nomj §nakz &° ¢@pe S |
mTk°d®s®hez nem esszenci 8l i s, ez®rt az inszerttel f
egy szTk tartom8nyba kel esnie, 2gy az idegen DNS
feh®ggl®&k ®p2ts®. Az in vitro pakol  -rendszer a f 8¢

7.32. M13-al ap¥% vektorok
AzM13f onal as bakt e-bi b fe§gpgyl sezg8yl Y ,DIN Sgkpr ° ké 1 RefhiyeagR ,

hasorElcolan f er t.RzR wi2rriucsnt kb. 2700 k-piasz8§m¥%% ka
egyi k v®g®t a P9 (5 k-pi8ban) ®s P7, ldn?R9g 8Bsa k

Wil
P3

virus genom

P8

!
I -

79. 8MAz7z aM13 f 8g semat iAkusegyrz8ddd ESa kuiveEvI R BPABszid
alkotja. A viriontazegyilo | dal r - | a P6 (piros) ®s P3 (z°l d), a m§
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P3 feh®rje szerepe Il gen fontos a
zdasejtre n®zve. e k®G v w&f 154 kol NiEpkug amely a
anszfe sor
2

A graegm als@t it kps
ga

piluson 8t t°rt®nR t f 8n Y ra egysz§8l
k r

t

“‘60

r
r
®tsrze§p||1/akatzhaﬁbhmﬁpékk@%)vnetktoArv us restrlyeketi - s
artalmaz (pl.: amM13mpl8f 8we kt or a pUC18 plazmid vektor tul e

ehet Q®p2tdénivZaausir®szerctsd&te, mPiredle aeP8 | fi eni ®8jl ®Db
k®pes kapszi abbekRkpetlk®@pexAivineéz ®BNIS m®r et e i g

I
[
f
S
a

s

el haszn§8l| 8aslaa pa¥z vM1lk3t ofr8gk nak, hogy egfy®RDNSI Y4 t em,
zekven8l 8shoz ®s az ir8ny2tott mutagenezis egy
kalmazhat- ir8ny2tott evol-bie musld b6SBL ejezedr e Kk he z
7.4. Kozmidok

A kozmid vektorok 9fg9zvekaopbazmi Roke®s.aA pl a
gazdasejtekben val:- fenntart8s8lboi gni @acreziaaenciab § @

g®nre ®s egy polikl - -nozlf &g lnyagey eM8RN yeeml 2htoegyt ¢rk

k®pes a f8g r®szecsk®be pakolt DNS sejtekbe jut
tartal maek ks biztons8gosan fenntarthat-ak anna
rekombin8ci-s folyamatok k°vetkezt®ben el veszik
sejtekben plazmidk®nt fenntart hnata avke klteogryoekn efke r
f8g r®szecsk®kbe t°rt®nR becsomagol §s8ra, ®s ez
t°rt®nNR kivg8lt8&8s8ra. EzekbpRNSaAa®fF unhkbbr &hoEnnehkc

kozmid vektorokba &k 5 kbp-osinszerti s be®p?2t hetR %%gy, hogy a kel
pakol hat - m®&vykezmidlvektarokbid | apddHKE@prers szekvenci §t
plazmidok. Font os ki emelni, hogy a koz nartamaznaklaf gmgo k
genomj 8b-1 sz8rmaz- szekvenci §t .

A kozmidok rendel kezhetnek ak8r t°bbf®l e replik
adott kozmid vektor milyen sejtekben ®s mi®l &l
az eml Rs sejtekben mTk°dR SV40 orig-val ®s Col E

ari-ta rendszerben.pBazmingorse kloizkmgdi ve ko oir @
a pl aznid dp &l- d§ rea sdem Siakdtl® vektorokat fozmidoknak is nevezik.
vektorok tartalmazz8k az f1 orig-t is,

anmn
rium sejtekben fonalas f8gok (pl.sMlgngRBIlga
va ezek a vektorok fonalas f&8g virionba is

75. Mesters®ges kromosz- m8k (PAC,

A g®ntechnol -gia fejl RI®s®vel megj el esziaz Ti g®n
anal 2zisekhez &z pky@gegenmPrgy®i nseerteket (>10
c®lt el ®r endR tervezt®k meg az Yn. mester s®ges
Az el sR ilyen mest erE®de&y kremmaryg z2a- m8lht ;mz-faseg ¢ad la p «
el l ent @Pme ®| leit zd k| usRa aleant ti nd egaj88tf aDMS gazdasz
extrakromoszom8lisan, episz-mak®nt szaporodi k a
kett Rs sz8I| YE tolihae 8b e jsutDW& , a maankb.a nA cvi2rrkuusl agrei nzo8mj - €
100300 kbp m®rettartomgnpboapPit afRigpdi dnegemrer B e s

(PAC: P1-derived Artificial Chromosome. A gyakor | at ban a PAC konstr
has?t: - he®@gy®Wke lselge®@ps2ti k az inszerteket, maj d el
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i's mester s®galkEB doliatots@4f iamlam ¢ B AELCP i sz - m§
v81 6§ at ®ninsedefkp GbRerfeotglad §s 8§r a f ej-d &ls z-
m@arke§trT DNS darabokat is bele | ehet ®|
tor tartalmaz a replik8ci - -hoz szlgks@®
antibiotikumr ezi szt encia g®neket), amelyek | ehet Rv® t
kivglasztg§s8t. A replik8ci-juk a bakteri8lis kr
k-pi 8ban fordul natingeInR ( &9.2 ii Bz rcdis0t, u lajazons §g na
DNSek eset ®ben hasznosabb, mint a nagy k-piasz§8r
rekombin8ci -, a konstrukci - stabilabb marad a f

=~ O

A har madi k nmmeosstze rmsa® gte2sp uksr ceuk ar i -t a er Satoharomycesu g
cerevisilegenom t ul aj donsfSlgeaszt R riAe&kstl & reka®regs Yedsrt Adtificials z -
Chromosomep haszn8ltak el einte a Hum8nb Gemloimt &trto gk AC
vektorokkalMpnaemphe8 dader®MS®t i s k®pes t8rolni, 2c
|l ef ed®s®hez el egendR kb. 10000 ®l eszt Rkl - -n. (K
el hagyt 8k ezeW Rbabs z rk&ltatR8 tme)stlhezr sel®ges kr omos z - mé
haneml i nefSrli@p2 R®sdel kezi k azcemkmomer §Rs kalig led e mz

amel yek megakad8l yozz8k a vektor | et?°r Gat@fhaz®s n
mi nden olyan szakaszt, amely a kromosz-ma repl:
sz ks®ges. Ezeken a szakaszokon kz2zvygl a YAC vek
repli k8ci ‘As YOArG gv-eka lo r§ shi. &t rk8®rty aneasstmr s®ges Kkr omo
mi vel eukaritéaatggkdbhheent betgy a rekombin8ci - -s f
a konstrukci:- | ® rehoz8sakor gyakrabban al akul n

V®g¢l meg kenkhHumir ®hkesgt er s ® § e HAK: HwonaroAstificialm §

Chromosomeg i s, mint a | egkomplexebb vektor t2zpusr |
Ag®nsz8Il12t-0 molekula. MMégjpégymereneRs @QiIGzgedi k a » me
Bi ol -giai K°zpontba-BO0OH3Y| 8ckkyoGyal al RL94Bi nek
tette, hogy ezt a g®ntechnol -giai eszk®zt ma ms§
nN°v®nyekben aelbRS8dizset ngaenByr ahge IH. 45 fejdred). Mtatikeidam stabil (HACot

| ®t re | ehet hozni miegdviPe R( kebommer - @MSkbehk®bmer §
az ut - -bbiakon funkci ofA®l iMbpkikRettdk-bhdrethiel®p 2 WBe &
inszertnek potenci 8lisan nincs m®rethats8ra.

76. £l eszt R ®s egy®b eukari - -ta ve

Az eukari-ta rendszer ekanbaerv omeggskae zad Rgd®@nttte ¢ hhni oslz-eg
amennyi ben a rte kboembli enh8ents jDUNtSt at ni egy eukari -ta
al apj8n b8rmilyen sejtben fenn |l ehet tartamni ta@s

v e k t o r Satchapmges aerevisiae® r ® | e s z t Rbrmakronos @y B 11 T plaandidndmely
egy auton-m m-don replri&mBlli kK§ iERSSAuoramgyRepéicating/ a n

Sequenge ®s  Yan . REP g®njei, amel yek kis extrakr omo
akkor v8lasztj8k sz®t a plazmid replik8ci -t az
k- piasz8ma | ecs®°kkent a sejetnberne.p|HBkkk8ocri -bjeai,n daune |

k- piaslz&§mem ®r i30530daabgt. A &m kk® notnio ¥Ep-gek & nelazik, aza®| es zt R
episzon8 | i s pak feastapidomal plasn)id, amel yke@te nt 2bhealls®Ilnb® zt et ¢nl
az ®thep | i k 81 -,¥Rp (yedstaeplivating plasmjd, amel y e k tmekronos | ma z z
gyTrTre jARBs renk\Re mumi. §t , aambnbmzteghhkBcazt2pusn

hogy a sejt oszt-d8sakor®sem bektos2utbttdsaj nhgy
m8si k csopbont ege 8§ PI,¥lp tygaR mtegrating plasmjdamely a YRpvel

ell ent ®t ben a hordozott inform8ci- -t be®p?2ti az
oszt-dgskordsejtbe is 8tkerg¢l. Az ®| esz13R6vekto

fejezetbenf o gl al kozunk r®szl|l etesebben.
96



A plazmiadvekpaorokon k2szdr vawez etuklaagti - iva rtgraazdshzafpd/
vektorokka. A | egt°bb v2rus alap%% rendszer eset®n sz
haszn8l ata is, mikoeookdam tkor tn®@keSist ME med@ gt | Ron t 2 p
shuttleb i n &ektora ak h2 v §k.

Az eukarigatza avelkinarszerek k°z°tt eml2t®sre ®rder
rovars peci f i-&klussp W 2veaikst or ok al kal mazé&8sghvat ¢k Mavkeet a
g®nexpresszi -, r®szllei3degebehen ott | esz r -1l uk sz

N°v®nyi sejtek transzfor m8l 8s &rgay (htPrva@®msz g @rairlawg
Agrobacterium tumefaciensu mo r i T)plazkigjyl 8t (al ak?t &k Aihi§rplsazm
vektork®nt val - - allkddlfeezeb 888t 81 ®yal ptuksen a

Azemlgedas zer vezet hez has ztn°8hbts &ge®&bht eorr ovk? rawzs eesreet deekt

haszn8lt v-pakdeneretwk B&¥d4PY vakci na v SV40s olkeognk aarl &lplud
l eg8l tal 8nosabban haszn8&lt eml Rs v2rus vektadr.
cirkul 8ris DNS tal 8l maittobeakakko z®®t etv®glzBmK?9 s de
szempontb-1, hogy a genomon nincsenek feleslege
DNSs el . Ennek megol d8sag @rej eviotl ta Kitoegryo ma w@lrtuBRlN X «

szakasz hi8nya a v2rusok termel ®s®nek hi 8&8ny8hoz
seg®dvhelpervo’r) sl kal maz8s8val ol dott8k meg, amely

hi 8nyz.-. gERente kke°tvet Ren a v2rus | 2tikus ®letci kI u
ki k¢gszob®°lni, amelyet %%gy ol dottak meg, hogy Kki
speci 8lis gazdasejt vonal at, amelyben fenntarth
Eml Rs veltdemoki@®muis® khaszng8l hatunk. Az adenov?2ru

k°r ¢l m®nyek k°z°tt enyhe | efoly8sY¥W megbeteged®s
adenov2rusokat 8l tal 8ban expté&asmazgsuadksor B@&nta
g®nj ®t be®p?2ti k anvirdhbreucssgoenmaogmblat, wvntarjuds saazl f ert Rz

adenov2rusok m8s v2rusokhoz hasonl -an g®njeiket
repli kgl ebjpRhnalad:- d-an a g®nek 8l tal k-dolt ffehd¢
vakc?2niaa b8 rSmy hi ml R v2rus rokona, azonban 8rtal
t°bb ter¢leten is alkalmaznakky S:t:®&mge, sépgyonalyg
DNS fragmentumokat eltelheRNBashpk®pmma&iniremMdel kezne
vZ2rusok fel ®p2t ®se igen hasonl -, az RNS genom e
transzkript8zReszemk®sekigl Pab®rzj ®k i s megtal 8l h
retrov2rusok vektork®nt wval- alkal maz8sa igen s
c®l g®nek sejtmagba juttat8§s8ra, feahelzRaz ka daz e¢a
gazdasejtekbenalhap% ngd khtad r- o kvr2 -r18.3 fejezetgeb dvashatn@ks z | et
7.7. Tovs8bbi o | fejexzethez v al - a

Brown TA (2010): Gene Cloning and DNA Analysis: An Introduction. WiBdgckwell, 6th Edition. ISBN
10: 1405181737.
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8. Rekombi n8ns DNS k°nyvt 8r ak

A g®nek ®s az azokr - -|I termel-®RIBROT @ hiRko N®ky vakad§
hogy a kutat-k nem tudt8k a g®neket megfelel R t
technol -gi 8k -d2j) ®RaA®Rse®@®@r d 917dhet Rv® tette az e
kKl - nold2®8tfejege) . A vizsg8lni k2vgnt g®nt t jatlatvasal ma
g®n il letve az arr-1 termel RAR feh®rje nagy men
genomok DNS szekvenci 8 8nak meghat8roz8s8t, a ¢
g®nekr RI ter mel RdR- - fdshz@rmrje®iKk edi dR®mi®an R vi zsg8l at
A rekombin8ns DNS technol  -gi 8k nemcsak egyedi g
| ®t rehoz8s8ra haszn8l hat -ak. Ugyanezek a techni
| ®t rehoz8s8r aaks.haEaéknas laremnwyki -SddgTt DMIF or m§c i

k°nyvts8r | ® rehoz8sa sor8n el Rsz°r a k|l -nozni Kk
el R, majd ezeket a fragmentumokAz Xggynb®@®zs&phgR
DNS k¢l °nb°zR r®szl eteit tartalmaz:- kIl -nok -°ssz
m8s r®szlet®t tartal mazz8k, megfeleltethetRek e
innen ered a rekomkkeiviegZm®s . DMS rlke%kmnynwti éir§ nesl DNS k ° 1
g®nt tartalmaz- kIl -nt vagy k|l - -nokat k¢l °nb°zR,

v8l asztani, ®s a t°bbi kIl -krPtn-ylvte8lr glhkmytber¢dier k®;sle® n 2 t
kifejezRsser&Elz@®d tal a vizsg8latokat tiszta kI - nc
vagy az egyes kiv8lasztott kl-nok a megfelelR g
bi zonyos ®rtelemben BIllmamnldnak ors 8sa a specifiku

81l. A k°nyvts8g§rak t2pusali

Ahogy a hagyom8nyos k°nyvtS8raknak, %%gy a DNS k°
k°nyvt8rak csoportos?t8s8nak Iegfontosabb szemp
®s a f el hra.s zmz8 | hgywnedavaoBd ti sk kR In.yrvjt&8irnak ©°sszess®
teljes genomj8t, vagy annak egy nagyobb r &GN ®t ,
(complementanDNS) k°nggyy S8aadktt sejtt 2 pans bkan eq geyz RaddRo tfte
k-dol - ®e&ttszemRMS&ENCi 8it tartal mazz8k. Egy ®I| RI G
feh®rj ®k fejezRdnek ki, 2gy az ezekbRI k®sz2tet
kenyvt8r tullhasdomSIlBlyat ts ®g8tf elheghat 8roz- m8si k
milyen vektor haszn8l at §vna8ls kn®RsrzeitlTt .i nAszz eergtyeeks bv
Ez al apvet Ren meghat 8rozza azt ,k hsoogry§ ne ghya skz°nn8yl vht:
fejezebena k¢l °nb°zR t2pus¥% k°nyvt8rak | ®t rehoz8s8n:
k°nyvt8rak felhaszn8l 8s8nak m-dj ai ker¢lnek ter

82. Genomi 8l i s DNS k°nyvt 8r ak
821l. A genomi 8l is k°ny\tl8§rad K bla@t r e ho z

Genomi 8l is k°nyvt8r | ®t rgeemozr§ s8at i ssoerD3NN® | aezl Re | nikRzrRel |
fragmentumokra kell darabolni. A DNS fragment E68sbakki vstehdnha
fizikai m dpRled®klk ell t rléshzaomg) ka8lIA8asl enlaz s Bwv &Il hat -
m®r et ®t a k°nyvt8r k®sz?2t®s sor8§n al kal mazott v
kel etkezR 8tl agos fragmentum m®retet a kutat - n
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Meglehete becs¢l ninshegy a®otet n®lI ®s I smert genom I
8l Il nia a k°nyvt8runknak? I gen, sRt azt is megad
a k°nyvts8r a teljes genom szekveenlc,i 8cts. a kA zme gdke°8z
Legyen a k2vgnt val- -sz2nTs®g 99%, ez gyakorl ati
hum8&n g e n dbmpvalam(inBegylolyan vektort, amelypeetOp m®r et T i nszert ek
Az al 8bbi d&wWplettel sz8&m

N = In(1- py/In[1- (1I/G)]

aholNa rekombing§npakltehjp&s skzg&madlatzt § ®g zwd Hgesomd?r reT s
m®r ete. A fenti p®l da eset ®n:

N = In(1- 0,99)/In[2- (2x10°/3x10%)] = 70.000

azaz 70 ezer egyedi kIl - -nb-1 kell 8llnia a k°nyyv
kromosz- m8nkon t8rolt teljes genetikalil i nfor m§8c

Arestrikci-skandoSuk ®a®fRz dk ag
hogya | egt °bb fragmentum a k2yv
hogy az egyes enzimek has?t .-
en.

ment 81 §8s eset ®n a n
§nt m®rettartom8nykt
hel yei el t ® R g-yako
Amennyiben a b8zisok rvdddlen§reak zeelr I @& | DN
4 nukl eotidb- | g1l | restrikci-s has?2t-nh
kil ob8zisonk®nt, m2g egy 8 karakteres n
hogy a b8zisok eloszl 8sa nem v®letlensz
mot 2vumot felismerR restrikci-s enzim h
egym8st -l . Az ember ikagerkdmhreers pE&Ilek8&wlnca 8t f el i
has2t - - hely a v®letlenszerT eloszI| 8s eset®n vVv§&r
has2t- - hely ent Rsen ritk8bb. A heé§zekenhemov
egyforma v nfs@ggékshas2hp§RtahbN$gn®l . Ezt
szerkezete 0zza meg. Ez®rt az al kal mazott
nehezen ho hletRodhasdhbb hiehlelk@lt §€sal att k®p

—+

j , ho 0S szemp
S enzim
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A megfelelR m®retT fragmentumokat ezut8&n a t°bb
t°rt®ni-k. aAg®PEIBRISKki,zanaj d a v8lasztott vektorba
DNS k©°nazaza 8kl - nozott DNS k¢l °nb°zR sz@dvas zait t
rekombi n&8k)Ss ODNSs ARKE nyvit 8r at ez u pgagdaszarveadte kKt 8F h aKk
E.colivagy r iStckré@isibsaenj t e k b €d. 4.3ufejezed d j Kkny vt Gektamdk al kot
szapor?2tgaa oa®l pdbrla P®bda daz e@IdEAZT Bz Bz n 81 at ¢
genomi 8l is k°nyvt8&rak | ®@flr eBlomatpkEbe.ak 8l t al 8nos
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Atfedé DNS
fragmentumok serege

; [ N | Fragmentalas restrikciés . = \ \
endonukleazzal s o
> \ \ = I

A klénozni kivant genom

A DNS fragmentumok

vektorba klénozasa
A DNS konyvtar i /
sejtekbe juttatasa
<€
=_
=
Rekombinans vektor
molekulak

Rekombinans DNS kényvtarat
hordozé sejtek

8.1. 8br a: Genomi 8lis k°nyvt8rak | ® rehozsg

822. K°nyvt8r vektorok

A k°nlyeegfSant osabb param®tereit a v8lasztott vek
k2ve¢l a vektort- - f¢ggg t°o°bbek k°z©°%tt az is, hog
konyvt8&8r. Ez®rt mindenk®ppenabgdbkkkPhyejteki®sa

relevs8ns tul ajdons8gair |

A kor8bban r®szl|l et esenldi2imeze)alviegatl kpl amamiadt b &k Mmo
k°nyvt8r befogad8s8ra, azonban van n®h8ny ol yan
haszn8l juk Rket genomi 8lis k°nyvt8rak k®sz?t ®s@
transzform8l Sgydnrnt®kaodanysy,a ®:1 a plazmid m®ret®
tov8bb romli k. Ezen k2v¢l a nagy inszertet tart
p®l d8nyban vannak jelen a sejten bre®vi®n, hRasj |eagnyon
el veszteni az inszert egy r®sz®t, illetve 8tren
15 kbp m®retT inszertek befogad§s&ra, azonban a
instabilit8em mikhkidRki @2 ®pg2vRI tozatlan inform§ec
konyvt 8§rat cs &k ksbpk keRlir ekiTs eémis,zex t ek al kal maz §s ¢
ezek a h8tr8nyos tulajdons8gai ©°sz8&l°n?° z&s®kn aag ykou
inszertek befogad8s8r d&d Kkf@gzed.s vektorok fejleszte

823. If 8g k°nyvt 8r ak

Al-fS8got aezs 1@vSek --ta intezevemnktiasal Mgy zz Bk
is j-1I ismert. Ez tette | ehetRv®, hogy m-dos2t §
mol ekul 8ris biol - -giai kutat §8s wk7i3.4 fejezbdasslZ 8gHl hat -
hel yspeci fikus (int) ®s homol-g (Red) rekombinsg
konstrukci -k ®s gleRle®n ek | &IdR niBdéEsated DrtEz@h-f B v ¢
genom egyszerT m-dos?2t 8sokklafl § klalnom¥% kile-krt oz r §r
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el Rnye a plazmidokkal szemben az, hoglyf &g gf2erstGR
folyamat 8nak hat ®konyd&8gé&jitée&kbasgugt atani ehatf 8g
plazmiddal val transzform8I 8sn8l kb h8rom nag

8231. If 8g k°nyvt8rak | ® rehozg§sa

Alf 8§89 hehpeiwbgy2 s8RUDS ztvietkcoir-osk k2 5 nkobzpb ef®a gea df'§ 9 §
k@®psek annak f¢iggv®ny®ben, hogy a f8g genomj8nal
N®l k¢l °zhetetlen r®sz®t t8vol2tott8k el az adot
vektorok pl. d EMBL3/4,alDASH IIIFIX®s a

Al-f8g k°nyvt8r | ®treho28sagadr Snv®&ggeéenemiedIm®nypB
endonukl e8zokkal has?tj8k, majd a mddgfSgl eleRtm®t
restrikci-s enzi mmel kezelmaki,n amialaakgetnootnii 8&laigsa
kompl ementer v®geket eredm®nyez. A karolstaffe) ez ut
szekvenci 8t-1. A kit°ltR szekvenci88ra az®rt wvan
megfelehRahkgy, hogy az azt tartalmaz- f8gr ®sze

A nagyobb inszertek belelggta$IIgR av ekk® poer so k¥agoyl nyeavne zt
vannak felruh8zva, amelyek | ehet Revt® t&lslza (ko ta¥ kk
szelekci -t. Az egyik I ehetRs®g, hogy a kit°ltR

féeéggetl engl termel Rdnek azok a feh®rj ®k, amel ye
prof 8got tta®rtiaunmatz® r zbsackk ben. Ezeket a vektomoka
E.coip8zsnamnk®peznek plakkot azok a kIl -nok, amel
vektort eredeti 8l apot8ban el R8I I 2tani nyilvsgn
Egy m8si k | ehet Rs®g a ki ti°lgRelsekdkiv-emak aa Z4) rma b
ol dal 8n egym8ssal megegyezR polikl - -noz- helyek

ilyen vektort k®t, a polikl-noz- helyen bel ¢l h
kitRlszekvencia a m8sik enzim 8ltal gener8lt, e
rendel kezni . Az 29y kezelt vektor karl&MBLRVkd® a

| ehet Rs®get ad a kit°liRsgeékkenci BLBHE kS8Rbtrbae® pl § I8

822 8§bmRakomhhiBgs&§hkednstr wkeil -erkxit-°rt ®nR
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