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ElŖsz· 
 

A g®ntechnol·gia ®s feh®rjem®rnºks®g c²mŤ elektronikus jegyzet elsŖsorban a mesterk®pz®sben 

molekul§ris szintŤ biol·gi§t tanul· egyetemi hallgat·k sz§m§ra k®sz¿lt, de b§rmely, a rekombin§ns DNS 

technol·gia ir§nt ®rdeklŖdŖ hallgat·, vagy m§r v®gzett kutat· sz§m§ra is hasznos inform§ci·kat tartalmaz.  

 

Mivel a jegyzet fŖ c®lkºzºns®ge mesterszintŤ k®pz®sben tanul, felt®telezz¿k, hogy az olvas· kor§bban m§r 

sikeresen elv®gzett biok®mia, genetika ®s mikrobiol·gia kurzusokat. Ezen tud§s n®lk¿lºzhetetlen a 

jegyzetben le²rt m·dszerek elm®leti h§tter®nek meg®rt®s®hez.  

 

A jegyzet szerkezet®t ®s tartalm§t az ELTE-n idestova tºbb mint h¼sz ®ve tan²tott g®ntechnol·gia t§rgy 

oktat§sa sor§n szerzett tapasztalatok alapj§n §ll²tottuk ºssze. Ez¼ton fejezem ki kºszºnetemet ma m§r 

nyugd²jas koll®g§mnak, Szil§gyi L§szl·nak, aki sok ®vig oktatta a g®ntechnol·gia t§rgyat, aki az elsŖk 

kºzºtt alkalmazta a Biok®miai Tansz®ken a g®ntechnol·giai m·dszereket a kutat·munk§j§ban, s akivel 

kºzºsen alak²tottuk ki a t§rgy tematik§j§t. Mivel a jegyzet²r§sban kºzremŤkºdŖ szerzŖg§rda minden tagja az 

ELTE Biok®mia Tansz®k fiatal munkat§rsa, ahol hagyom§nyosan feh®rjetudom§nnyal foglakozunk, ez®rt a 

kºnyv hangs¼lyozottan Ăbiok®mikusiò szeml®letre ®p¿l. EbbŖl a t®nybŖl ad·dik, hogy a 

feh®rjetudom§nyban §ltalunk is haszn§lt g®ntechnol·giai m·dszereket nagyobb r®szletess®ggel t§rgyaljuk, 

viszont nem megy¿nk bele m®lyen p®ld§ul a g®ntechnol·gi§ban n®lk¿lºzhetetlen mikrobi§lis ®s eukari·ta 

sejtteny®szt®si m·dszerek r®szletez®s®be. Szint®n kevesebb teret szentel¿nk a molekul§ris genetikai, 

funkcion§lis genomikai, molekul§ris sejtbiol·giai, molekul§ris mikrobiol·giai, virol·giai, nºv®nybiol·giai 

®s m§s molekul§ris szintŤ biol·giai kutat§sokban alkalmazhat· Ăspeci§lisò m·dszerek bemutat§s§nak.  

 

A jegyzet c²me is a biok®mikus szeml®letre utal, hiszen a feh®rjem®rnºks®g a feh®rjetudom§ny r®sze. 

Ennek, a neve alapj§n alkalmazott tudom§ny§gnak a c®lja valamilyen szempontb·l jobb, hasznosabb 

feh®rj®k elŖ§ll²t§sa. De nem csak alkalmazott tudom§nyr·l van sz·, hiszen a feh®rj®k szerkezet-funkci· 

ºsszef¿gg®seinek vizsg§lata ma m§r legnagyobb r®szt rekombin§ns feh®rj®kkel tºrt®nik, ®s sokszor a 

feh®rjel§ncokat k·dol· DNS szekvenci§j§nak megv§ltoztat§s§n kereszt¿l (in vitro helyspecifikus 

mutagenezissel) igyeksz¿nk meg®rteni a feh®rje biol·giai szerep®t ï s m·dszertani megkºzel²t®sben ekkor is 

feh®rjem®rnºks®get mŤvel¿nk. A jegyzetnek nem c®lja egy szisztematikus Ăfeh®rjem®rnºks®gò t§rgy le²r§sa, 

ez®rt nem foglalkozunk r®szletesen azokkal a konkr®t Ătervezett feh®rj®kkelò, amelyeket a g®ntechnol·gia 

ezen §ga m§ig elŖ§ll²tott. A hangs¼ly a feh®rjem®rnºks®ghez sz¿ks®ges g®ntechnol·giai elj§r§sok le²r§s§n 

lesz. Igen alaposan t§rgyaljuk a rekombin§ns feh®rj®k elŖ§ll²t§s§nak lehetŖs®geit (expresszi·s rendszerek) ®s 

a szerkezet megv§ltoztat§s§nak lehetŖs®geit (mutagenezis m·dszerek). K¿lºn fejezetet szentel¿nk az 

ir§ny²tott evol¼ci· - izgalmas lehetŖs®geket megteremtŖ - m·dszereinek bemutat§s§ra. Bizonyos 

®rtelemben a feh®rjem®rnºks®g term®kei azok az egyre nagyobb sz§mban felhaszn§l§sra ker¿lŖ 

feh®rjegy·gyszerek is, amelyek elŖ§ll²t§s§val, ha nem is r®szletekbe menŖen, de szint®n foglalkozunk. 

 

A g®ntechnol·gia a biotechnol·giai ipar§g r®sze. Nem t§rgya a jegyzetnek a g®ntechnol·gia ipari 

alkalmaz§sainak m®lyebb t§rgyal§sa, mivel hangs¼lyozottan a biol·gus kutat·k®pz®sben r®sztvevŖ 

hallgat·kat c®loztuk meg. Ennek ellen®re ¼gy v®lj¿k, hogy a vegy®sz, biom®rnºk, bionikai, orvosi ®s 

biotechnol·gia szakemberk®pz®s ter¿let®n is haszonnal forgathat· jegyzetet kap k®zhez az olvas·. 

 

Elektronikus jegyzetrŖl l®v®n sz·, igyekezt¿nk az ebbŖl a t®nybŖl ad·d· lehetŖs®geket kihaszn§lni. A 

jegyzet nagysz§m¼ kereszthivatkoz§s, internetes hivatkoz§st tartalmaz. Az ut·bbiak seg²ts®g®vel az olvas· a 

jegyzet ismeretanyag§t messze meghalad·, a tanul§s hat®konys§g§t nºvelŖ tov§bbi tem®rdek inform§ci·hoz 

juthat hozz§. A m·dszerek gyakorlatban tºrt®nŖ haszn§lhat·s§g§t seg²ti a jegyzetbe integr§lt n®h§ny 

videofilm, de ezt a c®lt szolg§lja egyes m·dszerek praktikus szempontokat is megeml²tŖ le²r§sa. Jegyzet¿nk 

elm®leti anyag teh§t nem tartalmaz r®szletes gyakorlati Ărecepteketò, b§r tºbb hely¿tt hiperhivatkoz§sok 

form§j§ban ilyen weboldalakat is el®rhet az olvas·. 

 

Szerkezet®t tekintve a jegyzet egy, a g®ntechnol·gia tºrt®net®t a szŤkebb ®rtelemben vett molekul§ris 

biol·gia (a nukleinsavak kutat§sa) tºrt®net®vel egy¿tt felv§zol· fejezettel kezdŖdik. A g®ntechnol·gia 

alapj§t jelentŖ molekul§ris kl·noz§s bemutat§sa ut§n sorra vessz¿k a ter¿let mŤvel®s®hez sz¿ks®ges 
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eszkºzºket ®s alapm·dszereket. Bemutatjuk a DNS Ămanipul§ci·ò enzimeit, a DNS molekul§k 

szepar§l§s§hoz sz¿ks®ges elektrofor®zis technik§kat, a n®lk¿lºzhetetlen hibridiz§ci·s ®s szekven§l· 

m·dszereket, a kl·noz§shoz haszn§lhat· vektorok t²pusait. Sorra vessz¿k a rekombin§ns DNS 

tervez®s®nek egyes l®p®seit, a kl·noz§si strat®gi§kat, a DNS konstrukci·k sejtbe juttat§si m·dszereit 

(g®nbevitel), az in vitro DNS felszapor²t§st lehetŖv® tevŖ polimer§z l§ncreakci· alapjait ®s felhaszn§l§si 

ter¿leteit. T§rgyaljuk a k¿lºnbºzŖ g®nkºnyvt§rakat, bemutatjuk a genom projektek m·dszertani h§tter®t 

®s n®h§ny konkr®t genom programot is (kiemelten a Hum§n Genom Programot). Igen alapos ®s r®szletes 

fejezet foglalkozik a g®ntechnol·gia mŤvel®s®hez szint®n n®lk¿lºzhetetlen bioinformatika  relev§ns 

ter¿leteivel ®s alkalmaz§saival. A feh®rjem®rnºks®g t§rgykºr®be elsŖsorban az in vitro mutagenezist ®s 

az ºsszes lehets®ges expresszi·s rendszert (in vitro, prokari·ta, eukari·ta gazdasejtek, transzgenikus 

®lŖl®nyek) ismertetŖ fejezetek tartoznak. K¿lºn fejezetet szentel¿nk az igen fontos ¼n. g®n targeting 

(c®lzott g®nbeviteli) m·dszereknek, amelyek seg²ts®g®vel organizmus szinten m·dos²thatunk c®lzottan 

egy-egy g®nt (knock-out, knock-in technika), illetve a nem t¼l r®gen felfedezett RNS csendes²t®s jelens®g®t 

(knock-down) kihaszn§lva tehet¿nk tºnkre egy-egy mRNS molekul§t. Szint®n k¿lºn fejezet foglalkozik a 

transzgenikus ®lŖl®nyek elŖ§ll²t§s§nak h§tter®vel, s n®h§ny GMO p®ld§val a mikroorganizmusok, a 

nºv®nyek ®s az §llatok kºr®bŖl - de nem pr·b§lunk §tfog· le²r§st adni errŖl a ter¿letrŖl. Rºviden bemutatjuk 

a ma m®g ink§bb jºvŖbeni alkalmaz§st jelentŖ g®nter§pi§s elj§r§sok alapjait. V®g¿l sort ker²t¿nk a m§r 

eml²tett ir§ny²tott evol¼ci·s m·dszerek bemutat§s§ra ®s ismertet¿nk n®h§ny specifikus, a 

feh®rjetudom§nyban alkalmazott g®ntechnol·giai ¼n. interakci·s m·dszert is. Az egyes fejezetek v®g®n a 

t®m§hoz kapcsol·d· n®h§ny szakirodalmi forr§st, tov§bbi olvasnival·t sorolunk fel. 

 

B²zunk benne, hogy az e-jegyzet¿nk el®ri a megfelelŖ c®lkºzºns®get, s mind egyetemi hallgat·k, mind a 

g®ntechnol·gia ir§nt ®rdeklŖ szakemberek hasznosnak tal§lj§k majd az elektronikus oldalak lapozgat§s§t. Az 

egyik fŖ c®lunk, hogy a hallgat·ink a G®ntechnol·gia kurzus vizsgakºvetelm®ny®t az e-jegyzet 

haszn§lat§val kºnnyebben ®s eredm®nyesebben teljes²ts®k. A m§sik fŖ c®lunk, hogy az olvas· ne csak 

elm®leti h§tt®ranyagk®nt haszn§lja az e-jegyzetet, hanem a k²s®rleti munk§j§nak megtervez®s®hez ®s 

kivitelez®s®hez is hasznos²that· inform§ci·kat tal§ljon benne, legyen sz· laborat·riumi gyakorlatokr·l, 

tudom§nyos di§kkºri ®s szakdolgozati munk§r·l vagy g®ntechnol·giai m·dszerek haszn§lat§t megk²v§n· 

alap- ®s alkalmazott kutat§si projektekrŖl. 

 

 

Budapest, 2013. m§jus 

 

 

Nyitray L§szl·, szerkesztŖ 
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1. A g®ntechnol·gia tºrt®net®nek m®rfºldkºvei 
 

A g®ntechnol·gia sz¿let®s®t megelŖzte a DNS szerep®nek ®s szerkezet®nek megismer®se, az ºrºklŖd®s 

molekul§ris mechanizmusainak felt§r§sa. Ez®rt az al§bbi tºrt®neti §ttekint®st a DNS felfedez®s®n®l kezdj¿k, 

s a nukleinsav biok®mia m®rfºldkºveinek (®s a kulcs k²s®rletek) felv§zol§s§n §t jutunk el azoknak a 

m·dszereknek a le²r§s§ig, amelyek lehetŖv® tett®k az elsŖ rekombin§ns DNS l®trehoz§s§t. Ćttekintj¿k a 

technol·gia fejlŖd®s®t jelzŖ fŖ m·dszertani ¼j²t§sokat, azt a fejlŖd®st, ami az egyes g®nek vizsg§lat§t·l 

elvezetett a genom projektekig ®s a nagy §teresztŖk®pess®gŤ m·dszerek megjelen®s®ig.  

 

 

1.1. Az ºrºk²tŖanyag felfedez®s®tŖl a genetikai k·d megfejt®s®ig 
 

1.1.1. A DNS felfedez®se ®s a k·libakt®rium le²r§sa 
 

A g®ntechnol·gia kialakul§s§hoz, a rekombin§ns DNS technik§k megjelen®s®hez vezetŖ ¼ton az elsŖ fontos 

l®p®st Friedrich Miescher (1844-1895) tette meg 1869-ben a DNS felfedez®s®vel. Miescher a leukocit§k 

k®miai ºsszet®tel®t vizsg§lta. A sejtmagokb·l egy savban oldhatatlan, viszont l¼gban old·d·, magas foszfor 

tartalommal jellemezhetŖ anyagot siker¿lt elk¿lºn²tenie, ami a feh®rj®kkel ellent®tben hŖkezel®s hat§s§ra 

nem csap·dott ki az oldatb·l. K®sŖbb ugyanezt az anyagot siker¿lt izol§lnia ¼gy is, hogy pepszines 

kezel®ssel lebontotta a mint§ban tal§lhat· feh®rj®ket. A feh®rj®ktŖl elt®rŖ ºsszet®tel ®s viselked®s, valamint a 

prote§z kezel®ssel szembeni rezisztencia arra mutattak, hogy Miescher egy ¼j, kor§bban ismeretlen anyagot 

tal§lt. Ezt a sejtmagokra jellemzŖ anyagot Ănukleinnekò nevezte el.  

 

 

1.1. §bra: Friedrich Miescher 

 

Theodor Escherich (1857-1911), n®met gyermekorvos ®s mikrobiol·gus a b®lrendszer bakt®riumfl·r§j§t 

vizsg§lva sz§mos addig ismeretlen bakt®riumot azonos²tott, kºzºtt¿k egy Gram-negat²v, fakultat²v anaerob 

bakt®riumot, melynek a ĂBacterium coli communeò nevet adta. Eredm®nyeit 1886-ban publik§lta. A hal§la 

ut§n Escherichia coli nevet kapott bakt®rium napjainkra a g®ntechnol·giai kutat§sok ®s a g®ntechnol·giai 

ipar egyik legfontosabb eszkºz®v® v§lt, melyben kºnnyŤ teny®szthetŖs®ge, gyors oszt·d§sa (ide§lis 

kºr¿lm®nyek kºzºtt 20 percenk®nt oszt·dik), egyszerŤ genetikai manipul§lhat·s§ga j§tszottak szerepet.  

 

 

1.2. §bra: Theodor Escherich arck®pe ®s az Escherichia coli elektronmikroszk·pos k®pe  

(m®rete 2 x 0,5 mm) 
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1.1.2. A DNS ºrºk²tŖanyag szerep®nek tiszt§z§sa 
 

Frederick Griffith  (1879-1941) brit bakteriol·gus, a t¿dŖgyullad§st (pneumonia) okoz· Streptococcus 

pneumoniae bakt®riumot vizsg§lva 1928-ban felfedezte a transzform§ci· jelens®g®t. A bakt®rium k®t tºrzs®t 

haszn§lta fel k²s®rletei sor§n, melyeket a telepek morfol·gi§ja alapj§n tudott elk¿lºn²teni: a Ăsimaò tºrzs (S: 

smooth) ®s a Ădurvaò tºrzs (R:, rough). Az S-tºrzs k®pes t¿dŖgyullad§st okozni, m²g az R-tºrzs nem. 

Egerekbe injekt§lva a bakt®riumokat az S-tºrzs eset®n a kialakul· t¿dŖgyullad§s az eg®r pusztul§s§t okozza, 

m²g az R-tºrzs eset®n az eg®r t¼l®l. Amikor Griffith hŖkezel®ssel elpuszt²totta az S-tºrzsbe tartoz· 

bakt®riumokat, majd egerekbe injekt§lta az ²gy nyert anyagot, az egerek nem betegedtek meg. Ha azonban 

az elpuszt²tott S-tºrzshºz ®lŖ R-tºrzsbe tartoz· bakt®riumokat kevert, az eg®r megbetegedett ®s elpusztult, 

annak ellen®re, hogy ºnmag§ban az R-tºrzs ®s az elºlt S-tºrzs is §rtalmatlannak bizonyult a kor§bbi 

k²s®rletekben. Az elpusztult egerek szervezet®ben mindk®t tºrzs jelenl®t®t ki tudta mutatni. Az elpuszt²tott 

bakt®riumokb·l kiker¿lŖ anyagok teh§t Ă§talak²tott§kò valamilyen m·don az §rtalmatlan R-tºrzsbe tartoz· 

bakt®riumokat, vagyis a fertŖz®s k®pess®ge §tad·dott. Griffith a jelens®get Ătranszform§ci·nakò nevezte el.  

 

(Ma m§r tudjuk, hogy az S-tºrzsbe tartoz· bakt®riumok rendelkeznek egy poliszacharid burokkal, mely 

v®delmet biztos²t a gazdaszervezet immunrendszere ellen. Az R-tºrzs eset®n ez hi§nyzik. A fertŖz®s 

k®pess®ge, vagyis a poliszacharid burok l®trehoz§s§hoz sz¿ks®ges genetikai inform§ci·, a hŖkezel®s sor§n 

®ps®gben megmaradt, majd az R-tºrzs bakt®riumai §ltal a k¿lvil§gb·l felvett DNS molekul§k kºzvet²t®s®vel 

jutott §t a kor§bban fertŖzni nem k®pes sejtekbe.) 

 

 

1.3. §bra: Frederick Griffith ®s Griffith transzform§ci·s k²s®rlete (GNU Free Documentation License, szerzŖ: 

Madeleine Price Ball) 

 

A transzform§ci·®rt felelŖs, vagyis a genetikai inform§ci·t hordoz· anyag k®miai term®szet®nek azonos²t§sa 

Oswald Avery (1877-1955), Colin MacLeod (1909-1972) ®s Maclyn McCarty (1911-2005) munk§j§nak 

kºszºnhetŖ. Az 1944-ben publik§lt k²s®rletben Griffith kutat§saihoz hasonl·an Ŗk is a Pneumococcus 

bakt®rium R- ®s S-tºrzseit haszn§lt§k. Az S-tºrzsbŖl siker¿lt izol§lniuk a transzform§ci·®rt felelŖs anyagot. 

K¿lºnbºzŖ k®miai m·dszerekkel vizsg§lva a prepar§tumot kimutatt§k, hogy az nagy val·sz²nŤs®ggel DNS-

bŖl §ll, ®s nem tartalmaz feh®rj®ket. (Akkoriban a feh®rj®ket tartott§k a genetikai inform§ci· hordoz·j§nak.) 

Ezt kºvetŖen k¿lºnbºzŖ enzim prepar§tumokkal kezelt®k az anyagot (pl. prote§z, RN-§z, DN-§z). 

Transzform§ci·t csak akkor nem tapasztaltak, ha a prepar§tumnak DN-§z aktivit§sa volt. Egy®b enzimek 

viszont nem g§tolt§k transzform§ci·t.  
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1.4. §bra: Oswald Avery 

 

Avery ®s munkat§rsai eredm®nyeit akkoriban a tudom§nyos kºzv®lem®ny egy r®sze kritikusan fogadta, 

mivel logikusabbnak tŤnt a 20 f®le aminosavb·l §ll· feh®rj®krŖl felt®telezni, hogy ºrºk²tŖanyagk®nt 

funkcion§lnak. A perdºntŖ k²s®rletet 1952-ben Alfred Hershey (1908-1997) ®s Martha Chase (1927-2003) 

hajtott§k v®gre, akik T2 bakteriof§ggal k²s®rleteztek. A f§gr®szecsk®krŖl ismert volt, hogy feh®rje burokkal 

rendelkeznek, melynek belsej®ben DNS tal§lhat·. Kihaszn§lva, hogy a feh®rjealkot· aminosavak a DNS-sel 

ellent®tben tartalmaznak k®nt, viszont nem tartalmaznak foszfort, Hershey ®s Chase szelekt²ven jelºlhette 

radioakt²v k®n (
35
S) ®s foszfor (

32
P) izot·pok felhaszn§l§s§val a feh®rjeburkot ®s a DNS-t. Ehhez olyan 

bakt®riumokon szapor²tott§k a f§gokat, melyek vagy 
35

S, vagy 
32
P tartalm¼ t§ptalajon nºvekedtek. Az ilyen 

m·don jelºlt f§gr®szecsk®kkel azut§n olyan bakt®riumokat fertŖztek, melyek jelºletlen t§ptalajon 

nºvekedtek. A 
35
S izot·p nagyr®szt a bakt®riumsejteken k²v¿l maradt, m²g a 

32
P a sejtek belsej®be ker¿lt, 

vagyis fertŖz®skor a f§g DNS bejutott a sejtekbe, m²g a feh®rjeburok elemei nem. R§ad§sul a fertŖz®s ut§n 

¼jonnan k®pzŖdŖ f§gr®szecsk®k a 
32

P-t Ămegºrºkºlt®kò a sz¿lŖi gener§ci·t·l, m²g a 
35

S-t nem.  

 

Eredm®nyeik elismer®sek®ppen Hershey (Max Delbr¿ck-kel ®s Salvador Luria-val megosztva, akik szint®n 

bakteriof§gokkal v®gzett k²s®rleteikben a replik§ci· ®s a mut§ci· probl®makºr®t vizsg§lt§k) 1969-ben 

fiziol·giai ®s orvostudom§nyi Nobel-d²jat kapott. 

 

 

1.5. §bra: Alfred Hershey ®s Martha Chase 

 

 

1.1.3. A DNS kettŖsh®lix felfedez®se, a genetikai k·d megfejt®se 
 

A g®ntechnol·gia szempontj§b·l kulcsfontoss§g¼ esem®ny volt a DNS szerkezet®nek felfedez®se, amely 

James D. Watson (1928-) ®s Francis H. C. Crick  (1916-2004) nev®hez fŤzŖdik. Watson ®s Crick a DNS 

kettŖsh®lix modellj®t Maurice Wilkins (1916-2004) ®s Rosalind Franklin (1920-1958) rºntgendiffrakci·s 

adatai alapj§n §ll²totta fel 1953-ban. A modell helyesen felt®telezte, hogy a DNS k®t, egym§ssal ellent®tes 

ir§nyba fut· sz§lat tartalmaz. Az Erwin Chargaff  (1905-2002) §ltal megfigyelt szab§lyok alapj§n (az 

adenin ®s a timin, tov§bb§ a citozin ®s a guanin ar§nya megegyezik a DNS-ben) helyesen felt®telezt®k azt is, 

hogy a sz§lak kºzºtti kapcsolatot a b§zisok kºzºtt specifikus m·don kialakul· hidrog®n-kºt®sek jelentik. 



16 

 

Watson ®s Crick modellje r§vil§g²tott a DNS megkettŖzŖd®s®nek mechanizmus§ra is: mivel b§rmelyik sz§l 

b§zissorrendje egy®rtelmŤen meghat§rozza a m§sik sz§l b§zissorrendj®t, a k®t sz§l elv§laszt§s§val nem v®sz 

el inform§ci·. Az elv§lasztott sz§lak mintak®nt (templ§tk®nt) szolg§lhatnak ¼j, komplementer sz§lak 

szint®zis®hez. ĉgy k®t ¼j kettŖsh®lixhez jutunk, melyeknek csak az egyik sz§la ¼jonnan szintetiz§lt. Ezt a 

mechanizmust szemikonzervat²v replik§ci·nak nevezz¿k.  

 

Watson, Crick ®s Wilkins 1962-ben fiziol·giai ®s orvostudom§nyi Nobel-d²jat kapott a DNS szerkezet®nek 

felfedez®s®®rt. Rosalind Franklin, akinek a hozz§j§rul§sa az eredm®nyekhez szint®n kulcsfontoss§g¼ volt, 

sajnos nem r®szes¿lhetett ebben az elismer®sben, ugyanis n®gy ®vvel kor§bban, 1958-ban elhunyt. 

 

 

1.6. §bra: A. James Watson (balra fent), Francis Crick (balra lent); Watson, Crick ®s a DNS kettŖsh®lix modellje 

(jobbra fent); A Rosalind Franklin §ltal k®sz²tett DNS sz§l-diffrakci·s felv®tel, mely az egyik kulcsfontoss§g¼ 

bizony²t®k volt a modell helyess®g®t illetŖen (jobbra lent). 

 

A DNS szerkezet®nek megismer®s®vel azonban m®g mindig nyitva maradt egy nagyon fontos k®rd®s: 

milyen m·don hasznosul a DNS molekul§ban t§rolt genetikai inform§ci· a sejtekben, vagyis hogyan k®pes a 

DNS a feh®rjel§ncok szint®zis®t k·dolni? Marshall Nirenberg  (1927-2010) volt az elsŖ, aki sikereket ®rt el 

a genetikai k·d megfejt®se ter®n. K²s®rleteihez E. coli sejtek citoplazm§j§t haszn§lta fel, melyben jelen volt 

a feh®rjeszint®zishez sz¿ks®ges minden komponens. A mint§hoz szintetikus RNS-t (poli-U) ®s a 20 

feh®rjealkot· aminosav kºz¿l egyet-egyet radioakt²van jelºlve adott. Megfigyelte, hogy poli-U templ§t 

eset®n csak a fenilalanin ®p¿l be a feh®rjel§ncba. Tov§bbi szintetikus RNS molekul§kkal is elv®gezte a 

k²s®rletet; ekkor m§s-m§s aminosavak ®p¿ltek be. Har Gobind Khorana  (1922-2011) rºvid 

oligonukleotidok szint®zis®t kombin§lta enzimatikus m·dszerekkel, ²gy k®pes volt elŖ§ll²tani olyan RNS 

polimereket, melyekben kettŖ, h§rom, illetve n®gy nukleotid egys®g ism®tlŖdºtt. Ezeket ï Nirenberg 

k²s®rleteihez hasonl·an ï sejtmentes expresszi·s rendszerben tesztelte. K®t nukleotid szab§lyos ism®tlŖd®se 

eset®n a polipeptidl§ncba k®t f®le aminosav ®p¿lt be, szab§lyosan v§ltakozva. H§rom nukleotid eset®n 

egyetlen aminosavb·l §ll· szab§lyos polimer jelent meg. N®gy b§zis szab§lyos ism®tlŖd®se n®gy aminosav 

szab§lyosan ism®tlŖdŖ polimer®t eredm®nyezte. Mindez igazolta, hogy a genetikai k·dban egy aminosavat 

h§rom b§zis defini§l, tov§bb§, hogy a b§zish§rmasok nem fednek §t.  

 

Nirenberg, Khorana ®s Holley (az ut·bbi a tRNS-t fedezte fel) 1968-ban a genetikai k·d megfejt®s®®rt 

megkapta a Nobel-d²jat.  
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1.2. A DNS Ămanipul§l§s§raò alkalmas enzimek felfedez®se 
 

Az ºrºk²tŖanyag k®miai term®szet®nek, szerkezet®nek megismer®se, valamint a genetikai k·d megfejt®se 

mellett a g®ntechnol·gia kialakul§s§hoz sz¿ks®ges volt a DNS Ămanipul§l§s§raò alkalmas enzimek 

felfedez®se is. Az egyik legfontosabb enzim a DNS szint®zis®®rt felelŖs DNS-polimer§z, amit Arthur 

Kornberg  (1918-2007) fedezett fel 1957-ben. Kornberg munk§ss§g§t 1959-ben Nobel-d²jjal jutalmazt§k 

(Severo Ochoa-val megosztva, aki elŖszºr bizony²totta, hogy k®mcsŖben RNS-t is lehet szintetiz§lni) 

 

 

1.7. §bra: Arthur Kornberg 

 

Werner Arber  (1929-) a bakteri§lis restrikci·s-modifik§ci·s rendszer vizsg§lat§val 1962-ben olyan 

enzimeket fedezett fel, melyek n®lk¿l a rekombin§ns DNS technol·gia nem jºhetett volna l®tre. Arber a 

bakteriof§gok gazdasejt specifit§s§nak okait vizsg§lta. Megfigyelte, hogy az E. coli K12 tºrzsben 

felszapor²tott bakteriof§gok alacsony hat§sfokkal fertŖznek egy m§sik tºrzset, az E. coli B-t, ®s ford²tva: a B 

tºrzsben-ben szapor²tott f§gok rossz hat®konys§ggal fertŖznek meg a K12-es tºrzset. Ha viszont megtºrt®nik 

a keresztfertŖz®s az ¼jonnan termelt f§gok m§r j·l szaporodnak az ¼j gazdasejtben ®s alacsony hat§sfokkal 

fertŖzik az eredeti gazdasejtet, amiben kor§bban j·l szaporodtak. Arber felfedezte, hogy a jelens®g 

h§tter®ben a DNS metil§ci·ja (modifik§ci·), ®s endonukle§zok §ltali, metil§ci·t·l f¿ggŖ has²t§sa §ll.  

 

A restrikci·s-modifik§ci·s rendszernek teh§t k®t eleme van: egy restrikci·s endonukle§z ®s egy annak 

megfelelŖ, DNS-metil§z enzim. A restrikci·s endonukle§z specifikusan felismer egy 4-8 b§zisnyi DNS 

szekvenci§t ®s has²tja a DNS mindk®t sz§l§t. A m·dos²t· metil§z ugyanebben a szekvenci§ban metil§l egy 

adenint (az aminocsoporton), vagy egy citozint (az 5. sz®nen vagy az aminocsoporton). A restrikci·s 

endonukle§z nem tudja elhas²tani az ²gy m·dos²tott szekvenci§t. A k®t enzim egy¿ttesen van jelen a sejtben, 

®s jelenl®t¿k tºrzs-specifikus. A bakt®rium DNS-e a metil§znak kºszºnhetŖen §lland·an metil§lt, teh§t 

v®dve van a restrikci·s endonukle§z mŤkºd®s®vel szemben. A k¿lvil§gb·l, pl. egy f§gb·l sz§rmaz· DNS ï 

felt®ve hogy nem ugyanabb·l a bakt®rium tºrzsbŖl ®rkezik ï nincs metil§lva ugyanezekn®l a specifikus 

szekvenci§kn§l, ez®rt a restrikci·s endonukle§zok nagy val·sz²nŤs®ggel elhas²tj§k ®s ²gy lebomlik.  

 

Az elsŖ restrikci·s endonukle§zt Hamilton Smith  (1931-) ®s Daniel Nathans (1928-1999) izol§lta az 

1960-as ®vek v®g®n. Nathans 1972-ben elsŖk®nt haszn§lta a restrikci·s enzimeket genetikai t®rk®pez®sre. 

(Az SV40 v²rus restrikci·s t®rk®pez®s®t v®gezte.) Napjainkra m§r tºbb ezer restrikci·s enzimet ismer¿nk, 

melyek tºbb sz§z k¿lºnbºzŖ szekvencia specifikus elhas²t§s§t teszik lehetŖv®. Arber, Smith ®s Nathans a 

restrikci·s endonukle§zokkal v®gzett kutat§sok®rt 1978-ban megkapta a Nobel-d²jat. 

 

Martin Gellert  (1929-) fedezte fel a DNS-lig§z nevŤ enzimet 1967-ben, amely k®pes a DNS molekul§k 

v®geit foszfodi®szter kºt®sekkel kovalensen ºsszekapcsolni, ezzel megteremtve a lehetŖs®g®t a k¿lºnbºzŖ 

forr§sokb·l sz§rmaz· DNS molekul§k egyes²t®s®nek, ²gy a rekombin§ns DNS molekul§k elŖ§ll²t§s§nak.  
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1.8. §bra: Werner Arber, Hamilton Smith ®s Daniel Nathans (HS arck®pe: Creative Commons License, szerzŖ: Jane 

Gitschie; DN arck®p®nek forr§sa: National Library of Medicine) 

 

 

1.3. A rekombin§ns DNS technika megjelen®se 
 

Az elsŖ, val·di rekombin§ns DNS molekul§k l®trehoz§sa az 1972-ben tºrt®nt meg. Paul Berg (1926-) 

elsŖk®nt dolgozott ki egy enzimekre ®p¿lŖ m·dszert, k®t, k¿lºnbºzŖ eredetŤ DNS molekula (SV40 v²rus ®s 

l-f§g) egyes²t®s®re. A cirkul§ris DNS molekul§kat restrikci·s endonukle§zzal has²totta. A line§ris DNS-t 

termin§lis dezoxiribonukleotid-transzfer§z enzimmel kezelte, mely enzim a k®tsz§l¼ DNS egyik sz§l§t k®pes 

meghosszabb²tani a szubsztr§tk®nt adott dNTP-kel. Csak egyf®le monomert adva az enzim egysz§l¼, 

homopolimer Ăfarkatò k®sz²t a DNS-en (pl. dATP eset®n poli-A). A k®tf®le forr§sb·l sz§rmaz· DNS 

molekul§n ²gy egym§ssal komplementer (poli-A ®s poli-T) t¼lny¼l· v®geket tudott l®trehozni, melyek 

Watson-Crick f®le b§zisp§rosod§ssal felismert®k egym§st. A DNS l§ncok egyes²t®s®hez ezut§n DNS-

polimer§zt ®s DNS-lig§zt haszn§lt. Munk§ss§g§t 1980-ban Nobel-d²jjal jutalmazt§k.  

 

Stanley Cohen (1935-) 1973-ban E. coli sejtek transzform§ci·j§ra dolgozott ki hat®kony elj§r§st, mellyel 

plazmidokat (extrakromoszom§lis, cirkul§ris, k®tsz§l¼ DNS molekul§k, melyek ºn§ll·an replik§l·dnak) 

tudott bejuttatni a sejtekbe. A bakt®riumok a plazmidon tal§lhat· antibiotikum rezisztencia g®n hat§s§ra 

ellen§ll·v§ v§ltak az antibiotikummal szemben; annak jelenl®t®ben is tudtak nºvekedni. Cohen a kºvetkezŖ 

®vben Herbert Boyer-rel (1936-) egy¿ttmŤkºdve l®trehozott egy rekombin§ns plazmidot k®t m§sik 

plazmid restrikci·s endonukle§z kezel®s hat§s§ra l®trejºtt darabjaib·l. A fragmentumokat DNS-lig§z 

seg²ts®g®vel illesztett®k ºssze. Az ¼j plazmiddal siker¿lt E. coli sejteket transzform§lni, melyek mind a k®t 

kiindul§si molekul§t·l sz§rmaz· g®nt (antibiotikum rezisztencia) hordozt§k. Ezzel amellett, hogy 

rekombin§ns DNS-t hoztak l®tre, demonstr§lt§k azt is, hogy a plazmidok vektork®nt (hordoz· DNS) 

haszn§lhat·k, vagyis m§s forr§sb·l sz§rmaz· DNS darabok bel®j¿k illeszthetŖk, majd stabilan 

fenntarthat·k E. coli sejtekben, ahol a plazmid jelenl®t®re a rajta tal§lhat· antibiotikum rezisztencia g®nek 

seg²ts®g®vel lehet szelekt§lni. Herbert Boyer ®s Robert Swanson 1976-ban megalap²tott§k a Genentech 

nevŤ c®get, mely a g®ntechnol·giai ipar kezdet®t jelentette. A Genentech a rekombin§ns DNS technika 

gyakorlati alkalmaz§s§t val·s²totta meg. A legelsŖ sikeres fejleszt®s a hum§n inzulin hormon E. coli 

bakt®riumban tºrt®nŖ termeltet®se volt 1978-ban (ĂHumulinò n®ven ker¿lt forgalomba 1982-ben.) 

 

 

1.9. §bra: Paul Berg, Herbert Boyer ®s Stanley Cohen 
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A rekombin§ns DNS technika megjelen®se azonban a tudom§nyos kºzv®lem®ny jelentŖs r®sz®ben 

aggodalmakat is keltett. Felismert®k a k¿lºnbºzŖ eredetŤ DNS molekul§k ºsszekapcsol§s§val l®trehozhat· 

¼j v²rusok illetve bakt®riumok vesz®lyeit. Az ilyen mesters®gesen ºssze§ll²tott genommal rendelkezŖ 

®lŖl®nyek igen komoly hum§n eg®szs®g¿gyi kock§zatot jelenthetnek. Emellett a laborat·riumb·l kiker¿lve 

elŖre meg nem j·solhat· hat§suk lehet m§s ®lŖl®nyekre is. Paul Berg az elsŖ rekombin§ns DNS molekula 

l®trehoz·jak®nt 1974-ben javasolta, hogy a vesz®lyekre val· tekintettel eg®szen addig ne folytassanak 

k²s®rleteket rekombin§ns DNS-sel, am²g a megfelelŖ szab§lyoz§s ®s a biztons§gi elŖ²r§sok meg nem 

sz¿letnek. A k®rd®s megvitat§s§ra 1975 febru§rj§ban megszervezte a h²ress® v§lt Asilomar-konferenci§t. A 

k²s®rletek felf¿ggeszt®se (morat·rium) v®g¿l 16 h·napig, a megfelelŖ biztons§gi elŖ²r§sok ®s ir§nyelvek 

kidolgoz§s§ig tartott.  

 

 

1.4. Hibridiz§ci·n alapul· technik§k megjelen®se 
 

Julius Marmur  (1926-1996) ®s Paul Doty (1920-2011) a DNS hŖ hat§s§ra bekºvetkezŖ denatur§ci·j§t 

vizsg§lt§k az 1960-as ®vek elej®n, mely munk§val igen komoly befoly§st gyakoroltak a rekombin§ns DNS 

technol·gia fejlŖd®s®re. HŖkezel®s hat§s§ra a DNS k®t sz§la elv§lik egym§st·l, ®s a minta f®nyelnyel®se 

megnŖ (260 nm-es hull§mhossz kºrny®k®n a b§zisok elnyelik az UV sug§rz§st). A jelens®g hiperkr·m 

effektus n®ven ismert. A hŖm®rs®klet csºkkent®s®vel a DNS minta renatur§l·dik, vagyis egym§ssal 

komplementer szekvenci§k eset®n a hidrog®nkºt®sek ¼jra kialakulnak a megfelelŖ b§zisp§rok kºzºtt. A 

DNS denatur§ci·, renatur§ci· (k¿lºnbºzŖ eredetŤ, de komplementer szekvenci§val rendelkezŖ sz§lak eset®n 

hibridiz§ci·) jelens®g®t sz§mtalan, a mai napig haszn§latos m·dszer kihaszn§lja, ²gy p®ld§ul az Edwin 

Southern (1938-) §ltal 1975-ben kidolgozott ï ®s r·la elnevezett ï Southern-blot (lenyomat) m·dszer. A 

Southern-blot egy adott szekvenci§val rendelkezŖ DNS molekula specifikus kimutat§s§ra szolg§l· elj§r§s. 

(A hasonl· elven mŤkºdŖ kimutat§si elj§r§st RNS minta eset®n Northern-blotnak nevezz¿k.) 

 

Michael Smith (1932-2000) a helyspecifikus mutagenezis m·dszer®nek kidolgoz§s§®rt (1978), m²g Kary 

Mullis  (1944-) a polimer§z l§ncreakci· (PCR: Polymerase Chain Reaction) m·dszer®nek megalkot§s§®rt 

(1983) kapott Nobel-d²jat 1993-ban. Mindk®t m·dszer kihaszn§lja a DNS l§ncok hibridiz§ci·s k®pess®g®t. 

Smith a ūX174 bakteriof§g cirkul§ris, egysz§l¼ DNS-®nek rºvid szakaszaival komplementer szintetikus 

oligonukleotidokat szintetiz§lt, melyeket ¼gy tervezett meg, hogy mind az 5ô-, mind a 3ô-v®geik 

hibridiz§ltak a f§g DNS egy-egy szakasz§val, §m a kºz®psŖ szakasz mut§ci·t tartalmazott. DNS-polimer§z 

seg²ts®g®vel ezut§n a hibridiz§lt oligonukleotid 3ô-v®g®tŖl eg®szen annak 5ô-v®g®ig szintetiz§lta a 

komplementer DNS l§ncot, majd DNS-lig§zzal egyes²tette az ¼j sz§l v®geit. Az ²gy keletkezett cirkul§ris 

DNS-nek teh§t csak az ¼j sz§la hordozta a mut§ci·t. A DNS-t bakt®riumokba juttatva a keletkezŖ f§gok egy 

r®sze az eredeti, m²g m§s r®sze a mut§ns szekvenci§t hordozta. Ezzel a m·dszerrel teh§t c®lzottan, b§rmely 

k®t ismert szekvenciar®szlet kºzºtt mut§ci· hozhat· l®tre. A polimer§z l§ncreakci· eset®n egy k®tsz§l¼ 

DNS molekula (Ătempl§tò) tetszŖleges szakasz§r·l k®sz²thet¿nk specifikus m·don nagysz§m¼ m§solatot. A 

szakaszt k®t, a templ§t DNS egy-egy sz§l§hoz hibridiz§l· szintetikus oligonukleotid jelºli ki. A m·dszer 

felfedez®s®t az 1.5.1. fejezetben r®szletezz¿k. 

 

A DNS hibridiz§ci· jelens®g®t haszn§lja ki a nagy §teresztŖk®pess®gŤ k²s®rletek elv®gz®s®re alkalmas 

ĂDNS-chipò (DNS microarray) technol·gia is, amelyeknek egyik elsŖ v§ltozat§t Stephen Fodor 1991-ben 

fejlesztette ki. A DNS-chip l®nyege, hogy egy szil§rd hordoz· felsz²n®n in situ kovalens kºt®ssel kapcsoltan 

oligonukleotid pr·b§kat szintetiz§lnak fotolitogr§fiai elj§r§ssal mikroszkopikus m®retŤ foltokban, elŖre 

meghat§rozott elrendez®sben. Adott ter¿leten csak egyf®le oligonukleotid tal§lhat·, melynek ismert a 

szekvenci§ja. Tºbb t²zezer ilyen folt is lehet egyetlen chip felsz²n®n. Az ²gy l®trehozott szintetikus pr·b§kat 

felhaszn§lhatjuk p®ld§ul arra, hogy sok g®n expresszi·s szintj®t egyidejŤleg, p§rhuzamos m·don 

meghat§rozzuk. 
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1.5. A szekven§l§st·l a genom korszakig ®s tov§bb 
 

A DNS b§zissorrendj®nek meghat§roz§s§ra elsŖk®nt Frederick Sanger (1918-) dolgozott ki §ltal§nosan 

haszn§lhat· elj§r§st 1975-ben. A DNS-t fel®p²tŖ nukleotidokat szelekt²v m·don adta k¿lºnbºzŖ 

reakci·elegyekhez, melyekben a szekven§land· DNS-sel komplementer sz§l szint®zis®t DNS-polimer§z 

enzim v®gezte. A szint®zis le§llt ott, ahov§ az enzimnek a hi§nyz· nukleotidot be kellett volna ®p²tenie (ez 

volt az ¼n. Ăplusz-m²nuszò m·dszer). Walter Gilbert  (1932-) ®s Allan Maxam (1942-) 1977-ben 

kidolgozott egy alternat²v elj§r§st, amelyben a DNS sz§lakat k¿lºnbºzŖ reagensekkel a n®gyf®le nukleotid 

ut§n specifikusan elhas²totta (k®miai szekven§l§s). A l®trejºvŖ term®kek elv§laszt§sa poliakrilamid g®len, a 

fragmentumok kimutat§sa pedig radioaktivit§s alapj§n tºrt®nt.  

 

Ugyanebben az ®vben Sanger is kidolgozott egy ¼j elj§r§st, melyben ism®t a DNS-polimer§z enzimet 

haszn§lta fel a DNS szekven§l§s§ra. A DNS szint®zis in vitro zajlik, ha van a reakci·elegyben DNS-

polimer§z, templ§t DNS, a templ§thoz hibridiz§lt oligonukleotid (Ăprimerò; a 3ô-OH v®g sz¿ks®ges a DNS 

szint®zishez!), ®s dNTP (a n®gy f®le dezoxinukleotid: dATP, dCTP, dGTP, dTTP). A DNS-polimer§z enzim 

k®pes dNTP anal·gokat is szubsztr§tk®nt elfogadni. ĉgy p®ld§ul a 2ô,3ô-didezoxinukleozid-trifoszf§t 

(ddNTP) anal·gok is be®p¿lnek, de mivel ezeknek nincs 3ô-OH csoportja, a tov§bbi szint®zis le§ll. A 

m·dszer ez®rt a l§nctermin§ci·s szekven§l§s elnevez®st kapta (h²vjuk m®g enzimatikus-, didezoxi- vagy 

Sanger-m·dszernek is). Sanger n®gy k¿lºn§ll· reakci·elegyet §ll²tott ºssze, ugyanazzal a templ§t DNS-sel. 

Mindegyik reakci·elegy tartalmazta a n®gyf®le dezoxi-nukleotidot, viszont a didezoxi-nukleotidok kºz¿l 

csak egyet-egyet. Az ¼jonnan szintetiz§l·dott sz§lakat g®lelketrofor®zissel szepar§lta ®s az ¼n. szekven§l· 

l®tr§t autoradiogramon tudta leolvasni. Sanger az §ltala kidolgozott m·dszerrel elsŖk®nt hat§rozta meg egy 

term®szetben elŖfordul· DNS molekul§nak, a ūX174 bakteriof§g teljes genomj§nak (5375 bp) 

szekvenci§j§t. Ezzel elkezdŖdºtt a genomszekven§l§sok korszaka. Sanger ®s Gilbert 1980-ban a DNS 

szekven§l§s m·dszereinek kidolgoz§s§®rt k®miai Nobel-d²jat kapott. Sanger eset®n ez m§r a m§sodik Nobel-

d²j volt; az elsŖt a feh®rjeszekven§l§s®rt kapta 1958-ban.  

 

 

1.10. §bra: Frederick Sanger 

 

Kezdetben csak kisebb genomok szekven§l§sa tºrt®nt meg: 1983-ban a ɚ-f§g® (48 kbp), majd 1995-ben a 

Haemophylus influenzae (1,9 Mbp) bakt®rium®, ami az elsŖ teljes prokari·ta genom megismer®s®t 

jelentette. Az E. coli genom szekvenci§j§t 1997-re ismert¿k meg (4,6 Mbp, ~4.300 g®n). Az eukari·t§k 

kºr®bŖl az ®lesztŖ (Saccharomyces cerevisiae) volt az elsŖ, melynek a teljes genom szekvenci§ja 1996-ra 

k®sz¿lt el (12 Mbp, 5885 g®n). A Caenorhabditis elegans genomj§nak szekven§l§sa 1998-ban fejezŖdºtt be 

(97 Mbp, 19100 g®n). A hum§n genom (3x10
9
 bp, ~23 ezer g®n) szekven§l§sa (Hum§n Genom Program) 

2004-ben fejezŖdºtt be (mindºssze 14 ®v munk§val), b§r az elsŖ Ăv§zlatosò szekvenci§t m§r 2000-ben 

publik§lt§k. Sanger m·dszer®nek tov§bbfejleszt®s®vel (automata fluoreszcens szekven§l§s), majd a 

kºzelm¼ltban ¼n. ¼j-gener§ci·s szekven§l§si m·dszerek megjelen®s®vel, mint pl. a piroszekven§l§s 

(2004) tov§bb gyorsult a genom szekven§l§sok ¿teme (ld. 5.3. fejezet). A robban§sszerŤ fejlŖd®s 

eredm®nyek®ppen tºbb mint 4000 teljes genom szekven§l§sa k®sz¿lt el 2013-ra, melyek kºzºtt majdnem 

200 eukari·ta genomot is tal§lunk. 
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1.5.1. A polimer§z l§ncreakci· felfedez®se 
 

Az in vitro DNS sokszoros²t§s lehetŖs®g®t a polimer§z l§ncreakci· felfedez®se teremtette meg 1983-ban. A 

felfedez®s elm®leti h§ttere m§r r®gen ismert volt, hiszen Arthur Kornberg 1957-ben felfedezte a DNS 

biol·giai szint®zis®nek mechanizmus§t. Munk§ja sor§n E. coli bakt®riumb·l izol§lt DNS-polimer§z I 

enzimmel dolgozott, amely seg²ts®g®vel ¼j DNS sz§lat tudott szintetiz§lni. A tanulm§ny megmutatta, hogy a 

folyamathoz kell egy templ§tk®nt szolg§l· DNS l§nc, tov§bb§, hogy a DNS-polimer§z I enzim mŤkºd®s®hez 

sz¿ks®g van Mg
2+

 ionokra, valamint mind a n®gy fajta DNS ®p²tŖkŖre, aktiv§lt monomerekre (dNTP-k). 

M§r ma tudjuk, hogy a DNS-polimer§z enzim ºnmag§ban nem tudja elkezdeni az ¼j l§nc szint®zis®t, ehhez 

egy oligonukleotid primerre van sz¿ks®g (amely a sejtekben egy rºvid RNS darab lesz, amit a prim§z nevŤ 

RNS-polimer§z §ll²t elŖ), s ezt a primert k®pes a DNS-polimer§z 5ô3ô ir§nyban meghosszabb²tani. 

 

Ezen h§tt®r inform§ci·k ismeret®ben a PCR elj§r§st Kary Mullis  dolgozta ki. Mullis ®rdeme abban rejlik, 

hogy ciklikuss§ tette az in vitro DNS polimeriz§ci·t ®s egyszerre k®t oligomer primert haszn§lt, amelyekrŖl 

egym§s fel® tºrt®nik az ¼j DNS sz§lak szint®zise. Meg kell eml²teni azt is, hogy az ºtlet m§r Kjell Kleppe 

fej®ben is megfordult, azonban azt csak elm®letben fogalmazta meg, ²gy minden szabadalom Mullis, illetve 

az Ŗt alkalmaz· Cetus Corportion biotechnol·giai c®gn®l kºtºtt ki. Kezdetben Mullisnak mindºssze egy 25 

b§zisp§r hossz¼ szakaszt siker¿lt szintetiz§lnia. ElŖszºr az E.coli-b·l sz§rmaz· DNS-polimer§z Klenow-

fragmentum§val dolgozott, k®sŖbb azonban m§r a hŖtŤrŖ Thermus aquaticus bakt®rium DNS-polimer§z§t 

(Taq-polimer§z) haszn§lt§k. Ennek kºvetkezm®nyek®nt m§r nem kellett a magas hŖm®rs®klet miatt minden 

ciklus ut§n ¼j adag polimer§z enzimet adni a reakci·hoz, ®s ²gy 1988-ban m§r 2 ezer b§zisp§r hossz¼ DNS 

sz§lakat tudtak szintetiz§lni.  

 

A m·dszer a 90-es ®vek v®g®re m§r sz®les kºrben elterjedt ®s sz§mos tudom§nyter¿leten tett lehetŖv® §ttºrŖ 

sikereket (pl.: archeol·gia, igazs§g¿gyi orvostan; ld. 6.4. fejezet). 

 

 

1.5.2. G®ntechnol·giai elj§r§sok magasabbrendŤ szervezetekben 
 

Az elsŖ transzgenikus ®lŖl®nyt Rudolf Jaenisch (1942-) ®s Beatrice Mintz (1921-) hozta l®tre 1974-ben. 

Jaenisch korai eg®r embri·kba (blasztociszt§kba) injekt§lt SV40 v²rus DNS-t. (Az SV40 egy majomv²rus, 

eg®rben nem k®pes szaporodni.) Az embri·kat nŖst®ny egerek m®h®be ¿ltette, ahol azok eg®szs®ges 

ut·dokk§ fejlŖdtek.  

 
Ralph Brinster  ®s Richard Palmiter  1982-ben ¼ttºrŖ munk§t v®geztek a transzgenikus ®lŖl®nyek 

elŖ§ll²t§s§nak ter¿let®n. Megterm®keny²tett eg®r petesejtekbe injekt§ltak plazmid DNS-t, mely idegen g®nt 

hordozott egy induk§lhat· prom·ter (az eg®r metallotionein g®n prom·tere, amely neh®zf®mek jelenl®t®ben 

aktiv§l·dik) szab§lyoz§sa alatt. Az ilyen m·don kezelt petesejteket nŖst®ny egerek m®h®be ¿ltett®k. Az ²gy 

l®trehozott egerek szºveteiben az idegen DNS azonos mennyis®gben volt jelen (az eg®r nem volt mozaikos). 

A bevitt DNS konstrukci· integr§l·dott a genomba, sŖt az idegen g®nrŖl feh®rjeszint®zis tºrt®nt. A m·dszer 

teh§t lehetŖs®get teremtett arra, hogy b§rmilyen g®nt bejuttassanak az §llatok genomj§ba ¼gy, hogy az 

minden szºvetben ®s sejtben jelen legyen. Az ²gy m·dos²tott organizmusban a g®nt szab§lyoz· r®gi·k 

megfelelŖ megv§laszt§s§val lehets®ges induk§lt, vagy konstitut²v feh®rje expresszi·t l®trehozni, ak§r szºvet- 

vagy sejtspecifikus m·don. 

 
A transzg®n technol·gi§val p§rhuzamosan, szint®n az 1980 ®vekben jelent meg az ¼gynevezett Ăknock-outò, 

azaz g®nki¿t®s technol·gia. A m·dszer kifejleszt®s®ben kulcsszerepet j§tsz· Mario Capecchi (1937-), 

Oliver Smithies (1925-) ®s Martin Evans (1941-) 2007-ben fiziol·giai ®s orvostudom§nyi Nobel-d²jat 

kapott. Evans elsŖk®nt izol§lt embrion§lis Ŗssejteket korai eg®r embri·kb·l ®s azokat blasztociszt§kba 

injekt§lva sikeresen hozott l®tre kim®ra §llatokat (olyan §llatok, melyek bizonyos sejtjei, szºvetei az 

ŖssejtekbŖl fejlŖdnek, ²gy genetikai ®rtelemben mozaikosak). Capecchi ®s Smithies egym§st·l f¿ggetlen¿l 

bizony²tott§k, hogy az emlŖs sejtekben lej§tsz·d· homol·g rekombin§ci· felhaszn§lhat· arra, hogy adott 

g®neket c®lzottan m·dos²tsanak a genomban. K®sŖbb az Evans §ltal kifejlesztett m·dszert haszn§lva, 

embrion§lis Ŗssejtek genomj§t siker¿lt c®lzottan m·dos²taniuk. Capecchi k®sŖbb kidolgozott egy szelekci·n 
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alapul· m·dszert, melynek seg²ts®g®vel tesztelhetŖv® v§lt a homol·g rekombin§ci· sikeress®ge b§rmely 

megc®lzott DNS szakasz eset®n. A m·dos²t§s nem felt®tlen¿l jelenti a megc®lzott g®n inaktiv§l§s§t (knock-

out); lehets®ges a megc®lzott helyre egy teljes, funkci·k®pes ¼j g®n be®p²t®se is (knock-in). A technol·gia 

forradalmas²totta a biol·gia sz§mos ter¿let®t, hiszen lehetŖs®g ny²lt b§rmely g®n funkci·j§t kºzvetlen¿l, a 

teljes ®lŖl®nyben vizsg§lni (ld. 14. fejezet). Tal§n a legjobb p®lda erre, hogy ma m§r sz§mos genetikai 

eredetŤ emberi betegs®g kutat§s§hoz elengedhetetlen modellrendszer a megfelelŖ KO (knock-out) eg®r. 

 

Egy m§sik fontos m·dszer, mellyel g®nek mŤkºd®s®nek c®lzott m·dos²t§s§ra van lehetŖs®g, az ¼gynevezett 

RNS interferencia. A m§s n®ven g®lcsendes²t®snek nevezett m·dszer felfedez®s®®rt 2006-ban Andrew Fire 

(1959-) ®s Craig Mello (1960-) kapott Nobel-d²jat. A k®t kutat· modellorganizmusk®nt a Caenorhabditis 

elegans nevŤ fon§lf®rget haszn§lta. A kutat·k kimutatt§k, hogy az §llat test®be injekt§lt k®tsz§l¼ RNS az 

adott g®n funkci·veszt®ses mut§ci·j§hoz hasonl· fenot²pust eredm®nyezett. (Az egysz§l¼ mint§k eset®n alig 

volt kimutathat· hat§s.) A k®tsz§l¼ RNS teh§t Ăinterfer§ltò a g®n mŤkºd®s®vel. Fire ®s Mello m§s g®neket 

Ămegc®lozvaò is megism®telte a k²s®rletet, ²gy kimutatt§k, hogy a jelens®g §ltal§nos, tov§bb§ specifikus a 

megc®lzott g®nre. Mivel az RNS interferenci§hoz igen kis mennyis®gŤ k®tsz§l¼ RNS is el®g volt, 

felt®telezt®k, hogy valamilyen katalitikus komponens is szerepet j§tszik a jelens®g mºgºtti molekul§ris 

mechanizmusban. Ma m§r bizony²tott, hogy az RNS interferencia a legtºbb eukari·t§ban mŤkºdŖ jelens®g, 

mely mºgºtt a sejtekben szintetiz§l·d· mRNS molekul§kat lebont· enzimatikus mechanizmus §ll. Ez az 

enzimrendszer sz§mos fontos funkci·val rendelkezik, ²gy p®ld§ul v®delmet ny¼jt a v²rusokkal, vagy a 

transzpozonokkal (mobil genetikai elemek) szemben, de elengedhetetlen sz§mos g®n mŤkºd®s®nek 

szab§lyoz§s§hoz is. Napjainkra az RNS interferencia a g®nmŤkºd®s tanulm§nyoz§s§nak fontos eszkºz®v® 

v§lt, sŖt v§rhat·, hogy a jºvŖben a hum§n gy·gy§szatban is szerepet kap (ld. 15. fejezet). 
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2. A g®ntechnol·gia alapja: molekul§ris kl·noz§s 
 

A rekombin§ns DNS technol·gia (Ăg®nseb®szetò, genetic engineering) eszkºzt§ra lehetŖv® teszi az 

®lŖl®nyek egyes tulajdons§gait meghat§roz· g®nek azonos²t§s§t, jellemz®s®t ®s szabadon tºrt®nŖ 

megv§ltoztat§s§t. Megismerhetj¿k ak§r egy adott ®lŖl®ny teljes genetikai §llom§ny§nak (genom) 

inform§ci·tartalm§t is, hiszen napjainkra a DNS szekven§l§sa rutinszerŤ feladatt§ v§lt. Felt§rhatjuk a g®nek 

mŤkºd®s®t szab§lyoz· r®gi·kat. C®lzottan, ir§ny²tott mut§ci·kat hozhatunk l®tre, sŖt, ak§r teljes g®neket is 

elt§vol²thatunk az adott ®lŖl®nybŖl, illetve m·dos²tott, mut§ns g®neket vihet¿nk be k²s®rleti ®lŖl®nyekbe 

(reverz, azaz ford²tott ir§ny¼ genetika). Ilyen m·don meg®rthetj¿k az egyes g®nek, illetve az §ltaluk k·dolt 

feh®rj®k mŤkºd®s®t. A genetikai k·d univerz§lis mivolt§t kihaszn§lva lehets®ges g®neket Ă§t¿ltetniò m§s 

organizmusokba, ahol megtºrt®nhet a bevitt szekvencia transzkripci·ja ®s transzl§ci·ja. Az ilyen 

organizmusokat felhaszn§lhatjuk arra, hogy a k·dolt feh®rj®t nagy mennyis®gben ®s tisztas§gban §ll²tsuk elŖ 

(heterol·g feh®rje expresszi·). Ez a lehetŖs®g az alapkutat§sok mellett (a termelŖdŖ feh®rje mŤkºd®s®nek 

®s szerkezet®nek vizsg§lata) a biotechnol·giai ipar illetve a gy·gyszeripar szempontj§b·l is kulcsfontoss§g¼. 

Az expressz§lt feh®rj®t k·dol· szekvenci§t m·dos²tva sz§munkra hasznos v§ltozatokat hozhatunk l®tre az 

adott feh®rj®bŖl. Ak§r az eredetitŖl elt®rŖ funkci·t, vagy aktivit§st is Ăhozz§rendelhet¿nkò ilyen m·don egy 

feh®rj®hez (feh®rjem®rnºks®g vagy protein engineering). Arra is lehetŖs®g¿nk ny²lhat, hogy saj§t 

sejtjeinkbe juttassunk be ¼j genetikai inform§ci·t bizonyos betegs®gek gy·gy²t§sa ®rdek®ben (g®nter§pia). 

 

Ahhoz, hogy a g®ntechnol·gi§t t®nylegesen alkalmazni lehessen, rekombin§ns DNS molekul§kat kell 

elŖ§ll²tanunk. A rekombin§ns DNS egy hordoz· DNS molekul§b·l (vektor) ®s a vizsg§lni k²v§nt DNS-

bŖl (inszert) §ll· Ăhibridò (kim®ra) molekula, amelyet a k²s®rletekhez sz¿ks®ges mennyis®gben 

molekul§ris kl·noz§ssal §ll²tunk elŖ. 

 

. 

 

A molekul§ris kl·noz§s nem m§s, mint egy specifikus inszertet tartalmaz· rekombin§ns DNS 

felszapor²t§sa megfelelŖ gazdasejtben (E. coli). Ezeknek a sejteknek a kl·njaib·l (bakteri§lis kol·ni§k) 

izol§lhatjuk a molekul§ris kl·n rekombin§ns DNS-t. L®tezik in vitro DNS szapor²t§si m·dszer is, a 

polimer§z l§ncreakci· (PCR), azonban ezzel a m·dszerrel szigor¼an v®ve nem molekul§ris kl·nokat §ll²tunk 

elŖ (ld. 6. fejezet). 

 

 

2.1. In vitro  rekombin§ci·  
 

A tºrt®neti ºsszefoglal·b·l m§r kider¿lt, hogy a molekul§ris kl·noz§shoz egyr®szt fel kellett fedezni azokat 

az enzimeket, amelyekkel a DNS molekul§t in vitro Ăszabni-varrniò lehet, m§sr®szt tal§lni kellett olyan DNS 

molekul§kat, amelyeket vektorr§ lehet alak²tani (a vektorokkal szemben t§masztott krit®riumokr·l ®s a 

t²pusaikr·l r®szletesen a 7.1. fejezetben lesz sz·). V®g¿l az in vitro elŖ§ll²tott rekombin§ns DNS-t egy 

gazdasejtbe kell juttatnunk (ld. 4.3. fejezet) ®s valamilyen ¼ton-m·don ki kell szelekt§lni azokat a sejteket, 

amelyekbe az §ltalunk megtervezett rekombin§ns DNS ker¿lt be.  

 

A DNS Ămanipul§ci·ò, a molekul§ris kl·noz§s in vitro szakasz§nak legfŖbb eszkºzei a restrikci·s 

endonukle§zok ®s a DNS-lig§z enzim (a g®ntechnol·gi§ban haszn§latos DNS-m·dos²t· enzimekkel 

r®szletesen a 3. fejezet foglalkozik).  

 

A restrikci·s endonukle§zok (rºviden restrikci·s enzimek) foszfodi®szter kºt®st hidroliz§l· enzimek. A 

bakt®riumokat az idegen DNS-ekkel szemben Ăv®delmezŖò molekul§ris rendszer (ld. 1.2. fejezet), a 

restrikci·-modifik§ci· DNS bont· elemei, amelyek nagy sz§mban ®s sokf®les®gben §llnak a g®ntechnol·gus 

rendelkez®s®re. Az enzimek tºbbs®ge kºz®ppontosan szimmetrikus, ¼n. Ăpalindromò szekvenci§kat ismer 

fel. Amennyiben a DNS k®t sz§l§nak elhas²t§sa egym§ssal szemkºzti foszfodi®szter-kºt®sekn®l tºrt®nik, 

¼gynevezett tompa v®gek (blunt end) keletkeznek (pl. DraI, ld. 2.2. §bra). Ha azonban egym§shoz k®pest 

elcs¼sztatva, n®h§ny b§zissal t§volabb a felismerŖhely szimmetriatengely®tŖl, ¼gy ragad·s v®gek (sticky 

rekombin§ns DNS = vektor DNS + inszert DNS 
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end) jºnnek l®tre (pl. EcoRI, ld. 2.1. §bra). A DNS-lig§z enzim foszfodi®szter kºt®s l®trehoz§s§val k®pes 

k®t DNS molekul§t, vagy egy molekula k®t v®g®t kovalensen ºsszekapcsolni. Ha k®t k¿lºnbºzŖ eredetŤ 

DNS molekul§t EcoRI enzimmel has²tunk, majd ºsszekever¿nk, akkor a DNS-lig§z in vitro 

rekombin§ci·val l®trehozhat hibrid, azaz rekombin§ns DNS molekul§kat, mint azt a 2.1. §bra szeml®lteti. 

A restrikci·s endonukle§zokkal r®szletesen a 3.2.1. fejezet foglalkozik. 

 

 

2.1. §bra: In vitro rekombin§ci·. K®t k¿lºnbºzŖ eredetŤ DNS has²t§sa EcoRI restrikci·s endonukle§zzal. A l®trejºvŖ 

DNS fragmentumok egym§st felismerŖ ragad·s v®gekkel rendelkeznek. ¥sszekapcsol§suk DNS-lig§z seg²ts®g®vel 

tºrt®nik. Amennyiben a k®t k¿lºnbºzŖ eredetŤ DNS-v®g kapcsol·dik ºssze, in vitro rekombin§ci· tºrt®nik. 

MegjegyzendŖ, hogy egy DNS molekula k®t v®g®n tal§lhat· ragad·s v®geket is ºsszekapcsolhatja a DNS-lig§z. Ebben 

az esetben nem jºn l®tre rekombin§ci·, hanem pl. ha egy lineariz§lt vektor DNS-rŖl van sz·, az cirkulariz§l·dik. Az 

¼n. vektor Ăºnz§r·d§sò kik¿szºbºlhetŖ, ha a has²tott DNS 5ô-v®g®rŖl a foszf§t-csoportokat foszfat§z enzimmel 

elt§vol²tjuk (ld. 3.4.2. fejezet) 

 

 

2.2. Rekombin§ns DNS l®trehoz§sa 
 

A molekul§ris kl·noz§s in vitro szakasz§ban alak²tjuk ki a rekombin§ns DNS-t. A hordoz· DNS 

leggyakrabban egy cirkul§ris plazmid vektor (a plazmidok extrakromoszom§lis elemek, a 

bakt®riumsejtekben ºn§ll·an replik§l·d· ¼n. replikonok, ld. 7.2. fejezet)), m²g a vizsg§land· DNS lehet egy 

eukari·ta kromosz·ma. P®ldak®nt egy olyan kl·noz§si strat®gi§t mutatunk be, ahol az inszertet a 

kromosz·m§b·l k®t k¿lºnbºzŖ restrikci·s enzimmel has²tjuk ki. Ha a vektor DNS-t ugyanazon k®t 

restrikci·s endonukle§zzal has²tjuk ®s a tiszt²tott has²t§si term®keket ºsszekeverj¿k, a DNS-lig§z a 

k®mcsŖben lezajl· reakci· sor§n gyakorlatilag csak ezt a k®tf®le eredetŤ DNS-t k®pes egym§shoz kapcsolni, 

ez§ltal rekombin§ns DNS jºn l®tre, mint azt a 2.2. §bra mutatja. Ez a direkcion§lis vagy ir§ny²tott 

kl·noz§s, amit r®szletesen a 4.2. fejezetben ismertet¿nk. 
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2.2. §bra: Rekombin§ns DNS l®trehoz§sa ir§ny²tott kl·noz§ssal. A plazmid vektort ®s a kromoszom§lis DNS-t is 

ugyanazzal a k®tf®le restrikci·s enzimmel has²tjuk. Az egyik v®g®n "ragad·s" (EcoRI), a m§sik v®g®n "tompa" v®gŤ 

(DraI) DNS molekul§kat a DNS-lig§z kovalens ºsszekapcsolja, ezzel l®trejºn a rekombin§ns DNS. 

 

 

2.3. Molekul§ris kl·nok kialak²t§sa 
 

A DNS kl·noz§s in vivo szakasza a rekombin§ns DNS gazdasejtbe juttat§sa ®s felszapor²t§sa. A DNS 

sejtekbe juttat§s§ra tºbbek kºzºtt a bakteri§lis transzform§ci· jelens®g®t lehet kihaszn§lni (tov§bbi 

g®nbeviteli elj§r§sok le²r§sa a 4.3. fejezetben olvashat·). Egy bakt®rium sejt §ltal§ban csak egyetlen 

rekombin§ns DNS-t vesz fel. Mivel a transzform§ci· hat§sfoka alacsony, sz¿ks®g¿nk van valamilyen 

szelekci·s elj§r§sa. A vektor tartalmaz egy antibiotikum elleni v®delmet biztos²t· g®nt (antibiotikum 

rezisztencia g®n), amely megfelelŖen v§lasztott kºr¿lm®nyek kºzºtt szelekt²v t¼l®l®st tesz lehetŖv® a 

rekombin§ns DNS-t hordoz· sejtek sz§m§ra. A transzform§l§s ut§n a sejteket olyan, antibiotikumot 

tartalmaz·, szelekt§l· t§ptalajra helyezz¿k, ahol csak a rekombin§ns plazmidot (®s ²gy az adott 

antibiotikumra rezisztenci§t biztos²t· g®nt) tartalmaz· sejtek k®pesek szaporodni. Minden sejtbŖl egy 

kol·nia keletkezik (amely genetikailag azonos sejtekbŖl, kl·nokb·l §ll). Sok ezer ilyen, a kromosz·ma 

k¿lºnbºzŖ darabj§t tartalmaz· kol·nia egy¿ttesen egy genomi§lis kºnyvt§rat reprezent§l (ld. 8.2. fejezet). 

Egy-egy kol·ni§n bel¿l azonos rekombin§ns DNS-t tartalmaz· sejtek vannak, melyeket tov§bb lehet 

szapor²tani, ®s a kl·nozott DNS-t izol§lni lehet. A folyamat s®m§j§t a 2.3. §bra mutatjuk be. 
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2.3. §bra: A molekul§ris kl·noz§s elvi v§zlata. A rekombin§ns DNS-t transzform§ci·val juttatjuk az E. coli 

gazdasejtbe, ahol az a bakt®riumsejt kromosz·m§j§t·l (amit nem §br§zoltunk) f¿ggetlen¿l replik§l·dik ®s tºbb 

k·pi§ban lesz jelen az ut·dsejtekben, ezzel is hozz§j§rulva a DNS kl·n felszapor²t§s§hoz (amplifik§ci·). A k¿lºnbºzŖ 

inszerteket tartalmaz· bakt®riumok egyedi kl·nok. A kromosz·ma eg®sz®t darabokban tartalmaz· E.coli kl·nok 

ºsszess®ge a genomi§lis kºnyvt§r (ld. 8.2. fejezet). A rekombin§ns DNS a sejtekbŖl tiszta form§ban egyszerŤen 

kinyerhetŖ (ld. 4.1.1. fejezet).] 
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Brown TA (2010): Gene Cloning and DNA Analysis: An Introduction. Wiley-Blackwell, 6th Edition  

http://www.amazon.com/Recombinant-DNA-Genomes-Course-Watson/dp/0716728664
http://www.amazon.com/Recombinant-DNA-Genomes-Course-Watson/dp/0716728664
http://eu.wiley.com/WileyCDA/WileyTitle/productCd-EHEP002314.html
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3. DNS m·dos²t· enzimek ®s felhaszn§l§suk 
 

A manaps§g rutinszerŤen alkalmazott biotechnol·giai ®s molekul§ris biol·giai elj§r§sok jelentŖs r®sze a 

DNS m·dos²t§s§t c®lozza. Ezeknek a m·dszereknek a kialak²t§sa az 1970-es ®vekben kezdŖdºtt, amikor a 

kutat·k elkezdt®k a DNS manipul§l§s§ra szolg§l· enzimeket tiszt²tott form§ban elŖ§ll²tani ®s vizsg§lni. 

K®sŖbb ezeket az enzimeket, amelyek a term®szetben a rekombin§ci·, replik§ci· ®s hibajav²t§s 

folyamataiban vesznek r®szt, sikeresen haszn§lt§k a DNS molekul§r·l tºrt®nŖ m§solatok k®sz²t®s®re, a 

DNS sz®tv§g§s§ra vagy ®ppen ºsszeragaszt§s§ra. A m·dszerek fejleszt®se lehetŖv® tette, hogy megsz¿lessen 

a rekombin§ns DNS technol·gia, vagyis k¿lºnbºzŖ DNS szakaszok Ă¼jrakombin§l§s§rañ, ºssze®p²t®s®re 

ny²lt lehetŖs®g plazmidok ®s m§s eredetŤ DNS fragmentumok (pl. kromosz·m§k darabjainak) 

felhaszn§l§s§val. Mindez megteremtette a DNS kl·noz§s§nak lehetŖs®g®t is (ld. 2. ®s 4.2. fejezet). Ehhez 

elegendŖ egy g®nt vagy m§s DNS fragmentumot plazmidba vagy egy®b hordoz·ba (vektor) ®p²teni, majd 

megfelelŖ gazdaszervezetbe juttatni, ®s ott a rekombin§ns DNS replik§l·dni k®pes.  

 

A DNS m·dos²t§s§ra szolg§l· enzimeknek n®gy nagy csoportj§t k¿lºnbºztethetj¿k meg.  

 

¶ DNS-polimer§zok: 

Funkci·juk egy, a templ§t DNS-sel vagy RNS-sel komplementer ¼j polinukleotid sz§l szint®zise.  

 

¶ Nukle§zok: 

K®pesek a nukleotidokat ºsszekºtŖ foszfodi®szter kºt®seket elhas²tani (hidroliz§lni), ®s ²gy a DNS-t 

(le)bontani.  

 

¶ Lig§zok: 

Foszfodi®szter kºt®s l®trehoz§s§val k®pesek k®t DNS molekul§t, vagy egy molekula k®t v®g®t 

ºsszekapcsolni. 

 

¶ L§ncv®g m·dos²t· enzimek: 

A DNS l§nc v®geinek m·dos²t§s§val egyes kl·noz§si technik§kban van szerep¿k.  

 

 

3.1. DNS-polimer§zok 
 

Sz§mtalan molekul§ris biol·giai m·dszerhez elengedhetetlen a DNS-polimer§zok alkalmaz§sa, gondoljunk 

ak§r csak a PCR-re (Polymerase Chain Reaction; ld. 6. fejezet) vagy a DNS szekven§l§sra (ld. 5. fejezet). 

Ćltal§noss§gban DNS-polimer§znak nevezz¿k azokat az enzimeket, amelyek k®pesek DNS szint®zis®re 

dezoxiribonukleozid-trifoszf§t (dNTP) ®p²tŖkºvek (aktiv§lt monomerek) felhaszn§l§s§val. Ezen bel¿l 

megk¿lºnbºztethetj¿k a templ§t-f¿ggŖ DNS-polimer§zokat, amelyek egy Ămintañ, templ§t DNS vagy 

RNS alapj§n, annak m§solat§t k®sz²tik el, valamint l®teznek templ§t-f¿ggetlen DNS-polimer§zok is (ilyen 

enzim pl. a termin§lis dezoxinukleotid-transzfer§z).  

 

A DNS-polimer§zok multifunkci·s enzimek, amelyek a szint®zis mellett k®pesek a DNS l§ncv®geinek 

hidrol²zis®re is. M²g a szint®zis szigor¼an egy ir§nyban, az 5ô-v®gtŖl a 3ô-v®g ir§ny§ban zajlik, a lebont§s 

a l§nc mindk®t v®ge felŖl megval·sulhat, az adott polimer§z aktivit§s§t·l f¿ggŖen. Az egyszerŤbb 

t§rgyalhat·s§g ®rdek®ben ®rdemes megismerkedni a DNS molekula kapcs§n a direkcionalit§s fogalm§val.  

 

A molekul§ris biol·gi§ban direkcionalit§snak, vagy egyszerŤen ir§nynak nevezz¿k az egysz§l¼ 

nukleinsavak hosszanti k®miai orient§ci·j§t (a DNS, RNS, a feh®rjel§ncok direkcion§lis polimerek). A 

DNS sz§l v®geinek elnevez®se a nukleotidok cukorgyŤrŤj®nek konvencion§lis sz§moz§s§b·l ered (ld. 3.1. 

§bra), ily m·don egy®rtelmŤen meghat§rozhat· a sz§l 5ô- (ejtsd: ºt-vesszŖ) ®s 3ô- (h§rom-vesszŖ) v®ge. 

Amennyiben egy hossz¼ DNS szakasz r®gi·it szeretn®nk megk¿lºnbºztetni, besz®lhet¿nk Ăupstreamñ 

(felfel® ir§nyul·) szakaszokr·l, amelyek az 5ô-v®ghez esnek kºzelebb, illetve Ădownstreamñ (lefel® 
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ir§nyul·) szakaszokr·l a 3ô-v®ghez kºzelebb. A templ§t-f¿ggŖ DNS-polimer§zok azon tulajdons§ga, hogy ¼j 

foszfodi®szter kºt®s kialak²t§s§ra csak a 3ô-hidroxil csoporttal k®pesek, meghat§rozza a szint®zis 5ô3ô 

ir§ny§t.  

 

 

3.1. §bra: A DNS molekula ir§nyults§ga, 5ô- ®s 3ô-v®ge. A) A guanin nukleotid a dezoxirib·z gyŤrŤ sz§moz§s§val, 

aminek alapj§n meghat§rozhat· a DNS l§nc 5ô- ®s 3ô-v®ge. B) A DNS molekula k®miai szerkezete, k¿lºn jelºlve a 

DNS fel®p²t®s®ben r®sztvevŖ dezoxiribonukleotidokat (r®szlet). 

  

A l§nc bont§sa kapcs§n k®tf®le aktivit§st k¿lºnbºztethet¿nk meg, amelyekkel k¿lºn-k¿lºn vagy egy¿tt 

szint®n mindegyik DNS-polimer§z rendelkezik.  

 

¶ 3ô5ô-exonukle§z aktivit§s: Az ir§ny megjelºl®s arra utal, hogy az enzim a DNS sz§lon visszafel® 

haladva k®pes a m§r szintetiz§lt nukleotidot elt§vol²tani. A polimer§z ezen tulajdons§g§t 

Ăproofreadingñ vagy hibajav²t· aktivit§snak is nevezz¿k, mert ez biztos²tja, hogy egy esetlegesen 

rosszul, nem a b§zisp§rosod§s szab§lyainak megfelelŖ nukleotid be®p¿l®s jav²t§sa megtºrt®njen.  

 

¶ 5ô3ô-exonukle§z aktivit§s: Kevesebb polimer§z rendelkezik ezzel az aktivit§ssal, aminek sor§n az 

enzim k®pes a l§ncon elŖre haladva az esetleg m§r ott tal§lhat·, a templ§ttal komplementer DNS sz§lat 

elbontani (ezt a Ăhasad§s-elmozdul§sñ kettŖs aktivit§st nevezi a szakirodalom Ănick transzl§ci·ñ-nak, 

ld. 3.3. §bra). A term®szetben a DNS replik§ci·ja sor§n van sz¿ks®g erre a funkci·ra.  

 

A templ§t f¿ggŖ DNS-polimer§zok mŤkºd®s®nek fontos jellemzŖje, hogy de novo szint®zisre nem k®pesek. 

Đj DNS sz§l szint®zis®hez sz¿ks®ges egy rºvid k®tsz§l¼ szakasz, ®s ²gy az ¼j sz§l szint®zise egy m§r 

meglevŖ 3ô-v®grŖl indulhat. A term®szetben az ¼j sz§l szint®zise mindig egy rºvid RNS szakasszal, a 

primerrel  indul. A biotechnol·giai gyakorlatban primerk®nt §ltal§ban egy rºvid szintetikus oligo-

dezoxiribonukleotid (rºviden oligonukleotid) molekul§t haszn§lnak, ami a templ§t DNS-hez kapcsol·dva 

biztos²tja a sz¿ks®ges k®tsz§l¼ szakaszt (ld. 3.2. §bra). Ennek nagyon fontos gyakorlati jelentŖs®ge, hogy 

²gy a DNS polimeriz§ci· kezdŖpontja be§ll²that·, vagyis b§rmilyen, hosszabb DNS sz§l szintetiz§lhat· a 

megfelelŖ helyre tervezett primer seg²ts®g®vel. (Mindez term®szetesen nem lenne lehets®ges, ha a DNS 

polimeriz§ci· v®letlenszerŤ helyrŖl indulna.) 
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3.2. §bra: A primerek jelentŖs®ge. A) A templ§t-f¿ggŖ DNS-polimer§zok mŤkºd®s®hez k®tsz§l¼ DNS-re van 

sz¿ks®g, ami a templ§ttal komplementer rºvid oligonukleotid, primer hozz§ad§s§val biztos²that·. B) A primer a 

b§zissorrendj®nek megfelelŖ komplementer szakaszhoz hibridiz§l·dik, ezzel meghat§rozva a DNS szint®zis 

kezdŖpontj§t. 

 

 

3.1.1. A DNS-polimer§z I ®s a Klenow-fragmentum 
 

A legkor§bban felfedezett DNS-polimer§z, amelyet eredetileg Escherichia coli bakt®riumb·l izol§lt Arthur 

Kornberg, de minden prokari·t§ban megtal§lhat·. Fontos szerepe van a bakteri§lis genom replik§ci·j§ban, 

elt§vol²tja az RNS primert a kºvetŖ sz§lr·l ®s az Okazaki-fragmentumok ºsszekºt®s®t v®gzi (ld. A 

biok®mia ®s molekul§ris biol·gia alapjai elm®leti e-jegyzet).  

 

N®gyf®le enzimatikus aktivit§ssal rendelkezik:  

¶ 5ô3ô DNS-f¿ggŖ DNS-polimer§z aktivit§s 

¶ 3ô5ô exonukle§z aktivit§s (proofreading aktivit§s) 

¶ 5ô3ô exonukle§z aktivit§s (RNS primer elt§vol²t§sa ®s kiv§g§sos hibajav²t§s) 

¶ 5ô3ô RNS-f¿ggŖ DNS-polimer§z aktivit§s (val·sz²nŤleg nincs biol·giai jelentŖs®ge)  

 

A molekul§ris biol·giai gyakorlatban a nat²v enzim hasad§s-elmozdul§s, angolul Ănick-translationñ 

k®pess®g®t haszn§lj§k ki (ld. 3.3. §bra). A term®szetben az RNS primerek elt§vol²t§s§ra ®s DNS-re 

cser®l®sre szolg§l a folyamat. A laborat·riumban a k®tsz§l¼ DNS-en mesters®gesen, DN-§z kezel®ssel 

Ănickñ-eket, bev§g§sokat ejtenek, majd a DNS-polimer§z I 5ô3ô exonukle§z ®s 5ô3ô polimer§z 

aktivit§s§t kihaszn§lva, a hasad§st·l indulva a DNS egy szakasz§t kicser®lik. Ennek sor§n lehetŖs®g van 

p®ld§ul radioakt²van vagy fluoreszcensen jelºlt nukleotid anal·gok DNS l§ncba ®p²t®s®re. 

 

M²g a fenti p®ld§ban az enzim 5ô3ô exonukle§z aktivit§s§t lehet kihaszn§lni, azokn§l az alkalmaz§sokn§l, 

ahol kiz§r·lag a polimer§z aktivit§sra lenne sz¿ks®g (mint p®ld§ul a szekven§l§s), nem szerencs®s, hogy az 

enzim k®pes az ¼jonnan szintetiz§lt DNS l§ncot lebontani. Az enzim tov§bbi vizsg§latakor kider¿lt, hogy 

proteolitikus has²t§sa k®t fragmentumot (76 kDa ®s 36 kDa) eredm®nyez, amelyek kºz¿l az egyik, a 

felfedezŖj®rŖl Klenow-fragmentumnak nevezett darab rendelkezik mind a polimer§z, mind a proofreading 

aktivit§ssal, de hi§nyzik belŖle az 5ô3ô exonukle§z aktivit§s. A Klenow-fragmentumot manaps§g 

rekombin§ns m·don, E. coli sejtekben termelik. A Klenow-fragmentum felhaszn§lhat· a Sanger-f®le 

http://ttktamop.elte.hu/e-learning-tananyagok
http://ttktamop.elte.hu/e-learning-tananyagok
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didezoxi szekven§l§sban (ld. 5. fejezet), valamint restrikci·s endonukle§zok ragad·s v®g®nek feltºlt®s®re, 

illetve 3ô-t¼lny¼l· v®gek lebont§s§ra (tompa vagy Ăblunt-endñ v®g kialak²t§s§ra).  

 

 

3.3. §bra: Nick transzl§ci· (hasad§s-elmozdul§s). A DNS-polimer§z I enzim az 5ô3ô ir§ny¼ polimer§z aktivit§s 

mellett 5ô3ô ir§ny¼ exonukle§z aktivit§ssal is rendelkezik, ®s ezek kombin§ci·ja teszi lehetŖv® a hasad§s-

elmozdul§st. A laborat·riumi gyakorlatban jelºlt nukleotidok be®p²t®s®re haszn§lhat· a jelens®g. ElsŖk®nt a 

dezoxiribonukle§z I (DN-§z I) enzimmel kis bev§g§sokat (nick) ejtenek a DNS sz§lain. Ezut§n a DNS-polimer§z I a 

bev§g§st·l indulva a sorban kºvetkezŖ nukleotidokat kiv§gja, ®s a reakci·elegyhez adott jelºlt nukleotidokat ®p²ti be. 

A reakci· eredm®nyek®nt kapott DNS sz§lon a nick elmozdul elŖre fel® addig a pontig, ahol a DNS-polimer§z I 

lev§lik a DNS l§ncr·l. A l§nc folytonoss§ga lig§l§ssal §ll²that· helyre. 

 

 

3.1.2. T4 DNS-polimer§z 
 

K®tf®le enzimatikus aktivit§ssal rendelkezik:  

 

¶ 5ô3ô DNS-f¿ggŖ DNS-polimer§z aktivit§s 

¶ 3ô5ô exonukle§z aktivit§s (proofreading aktivit§s) 

 

A T4 jelŤ E. coli bakteriof§g genomj§b·l sz§rmazik. Tºbb, mint 200-szor erŖsebb 3ô5ô exonukle§z 

aktivit§ssal rendelkezik, mint a DNS-polimer§z I vagy a Klenow-fragmentum. Tompa v®g kialak²t§s§ra 

alkalmas, valamint a lig§z-f¿ggetlen kl·noz§sban is haszn§lj§k a vektor megfelelŖ ragad·s v®geinek 

kialak²t§s§ra (ekkor dTTP hozz§ad§s§val biztos²tj§k, hogy a k²v§nt nukleotidig Ăv§gja visszañ az enzim a 

DNS megfelelŖ sz§l§t) (ld. 4.2.5. fejezet). 

 

 

3.1.3. T7 DNS-polimer§z 
 

A T7 DNS-polimer§z in vivo a T7 bakteriof§g DNS-®nek gyors replik§ci·j§®rt felelŖs. Az enzim k®t feh®rje, 

a T7 bakteriof§g Ă5-ºs g®nñ feh®rjeterm®k®nek (80 kDa) ®s az E. coli tioredoxin feh®rj®j®nek (12 kDa) 

komplexe. 

K®tf®le enzimatikus aktivit§ssal rendelkezik:  

¶ 5ô3ô DNS-f¿ggŖ DNS-polimer§z aktivit§s 
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¶ 3ô5ô exonukle§z aktivit§s (proofreading aktivit§s) 

 

A 3ô5ô exonukle§z aktivit§sa jelentŖs, kºr¿lbel¿l 1000-szerese a Klenow-fragmentum®nak, ami egyben 

jelzi, hogy nagyon nagy hŤs®gŤ (high fidelity) enzim, vagyis a DNS szint®zis nagy pontoss§ggal zajlik. 

KiemelkedŖen magas az enzim processzivit§sa is, ami annyit jelent, hogy hossz¼ ideig a DNS sz§lon marad, 

®s ²gy k®pes ak§r tºbb ezer nukleotid szint®zis®re. Szekven§l§sra ez az enzim, b§r magas processzivit§sa 

fontos elŖny, eredeti form§j§ban nem alkalmas, mert a szekven§l§s sor§n elker¿lendŖ b§rmifajta exonukle§z 

aktivit§s, nehogy az enzim kiv§gja a l§nctermin§ci·s nukleotidot. Ez®rt erre a c®lra az enzim egy m·dos²tott, 

Sequenase n®ven forgalmazott form§j§t haszn§lj§k, amelybŖl teljesen hi§nyzik az exonukl§z aktivit§s. A T7 

DNS-polimer§zt ezen k²v¿l alkalmazz§k helyspecifikus mutagenezis m·dszerekn®l is (ld. 11. fejezet). 

 

 

3.1.4. HŖstabil DNS-polimer§zok 
 

B§r m§r viszonylag kor§n, a 1960-as ®s 1970-es ®vekben izol§ltak hŖstabil DNS-polimer§zokat, igazi 

jelentŖs®g¿k a polimer§z l§ncreakci· (PCR) elterjed®s®vel (ld. 6.2.2. fejezet) mutatkozott meg, amihez 

magas hŖm®rs®kleten is akt²v enzimre van sz¿ks®g.  

 

 

3.1.4.1. Taq-polimer§z 
 

Eredetileg a Yellowstone Nemzeti Parkban tal§lhat· hŖforr§sokban ®lŖ Thermus aquaticus nevŤ termofil 

bakt®riumb·l izol§lta Thomas D. Brock 1965-ben (a bakt®rium nev®bŖl sz§rmazik a polimer§z neve, 

ugyanazt a logik§t kºvetve, mint a restrikci·s endonukle§zok elnevez®se; ld. 3.2.1.). Kiv§l·an haszn§lhat· 

PCR-hez, mert az enzim f®l®letideje m®g 95
o
C-on is 40 perc. Mivel nem rendelkezik 3ô5ô exonukle§z 

aktivit§ssal, nem tartozik a nagy hŤs®gŤ polimer§zok kºz®. A hibagyakoris§ga ~10
-4
, de a pontos ®rt®k 

erŖsen f¿gg az adott k²s®rleti elrendez®stŖl. 1 kb m®retŤ c®lszekvenci§t ~30 sec alatt m§sol le. M§s, 3ô5ô 

exonukle§z aktivit§s n®lk¿li enzimekhez hasonl·an templ§t-f¿ggetlen dezoxinukleotid-transzfer§z 

aktivit§ssal rendelkezik, aminek kºvetkezt®ben (prefer§ltan) adenin nukleotidokat ®p²t be a DNS 3ô-

v®g®re. Ezt a tulajdons§g§t haszn§lj§k ki a TA kl·noz§sn§l (ld. 4.2.4. fejezet). A gyakorlatban manaps§g 

legink§bb rutin PCR-hez, fŖk®nt kol·nia PCR-hez haszn§lj§k, amikor a c®l a bakt®rium kol·ni§k kºz¿l 

azokat kiv§lasztani, amelyek egy adott kl·nt tartalmaznak. Ilyen esetben nem probl®ma egy-egy mut§ci· a 

PCR term®kben.  

 

 

3.1.4.2. Pfu-polimer§z 
 

A hipertermofil Pyrococcus furiosus Ŗsbakt®riumb·l sz§rmaz· DNS-polimer§z. A Taq-polimer§zn§l 

jelentŖsen nagyobb hŖstabilit§ssal rendelkezik. Ezen k²v¿l legfontosabb tulajdons§ga, hogy rendelkezik 

proofreading aktivit§ssal, ez®rt minden olyan alkalmaz§sra haszn§lhat·, ahol fontos a pontos m§sol§s 

(§tlagosan kb. 350-400 ezer b§zisp§ronk®nt ®p²t be hib§s nukleotidot). Valamivel lassabb, mint a Taq-

polimer§z, 1-2 perc alatt amplifik§l 1 kbp m®retŤ DNS-t 72
o
C-on. Nagyon sok laborat·riumban a Pfu-t 

haszn§lj§k elsŖdleges DNS-polimer§zk®nt, mind PCR-hez, mind p®ld§ul helyspecifikus mutagenezishez.  

 

 

 

3.1.4.3. Phusion-polimer§z 
 

A Phusion-polimer§z egy proofreading aktivit§s¼ Pyrococcus-szerŤ polimer§z ®s egy DNS-kºtŖ dom®n 

Ăf¼zi·sñ (innen a n®v) term®ke. Egyes²ti mag§ban a Taq- ®s a Pfu-polimer§zok elŖnyeit. Rendk²v¿l nagy 

m§sol§si hŤs®gŤ (fidelity) enzim, tºbb, mint 2 milli· b§zisp§ronk®nt ®p²t be hib§s nukleotidot. Ezen k²v¿l 

kifejezetten gyors is, ami jelentŖsen csºkkenti a PCR reakci· idej®t, valamint a sikeres PCR-hez 

gyakorlatilag nem sz¿ks®ges optimaliz§ci· sem. Alkalmas mind rutin, mind komplik§lt, p®ld§ul hossz¼ vagy 
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neh®z templ§tokkal val· munk§ra is. Egyetlen h§tr§nya, hogy az eml²tett polimer§zok kºz¿l ez a 

legdr§g§bb.  

 

N®h§ny tov§bbi, a PCR-hez haszn§lt polimer§z enzimet az 6.2.2. fejezetben ismertet¿nk. 

 

 

3.1.5. Reverz transzkript§z 
 

RNS-f¿ggŖ DNS-polimer§zok, amelyek a retorv²rusok replik§ci·s ciklus§ban j§tszanak szerepet. A 

retrov²rusok genomja RNS-bŖl §ll, amirŖl DNS m§solat k®sz¿l a gazdaszervezet fertŖz®se ut§n. A 

laborat·riumi gyakorlatban reverz transzkript§zok haszn§lhat·k mRNS molekul§kr·l DNS m§solat 

k®sz²t®s®re. Az ²gy szintetiz§lt, a templ§t mRNS-el komplementer sz§lat nevezik cDNS-nek. A cDNS 

templ§tk®nt szolg§lhat tov§bbi PCR reakci·hoz. Az mRNS-bŖl kiindul·, ®s v®g¿l amplifik§lt DNS term®ket 

eredm®nyezŖ reakci·t RT-PCR-nek, reverz transzkripci·s PCR-nek h²vj§k (ld. 6.4.4. fejezet). (Az RT-PCR 

nem ºsszekeverendŖ a val·sidejŤ, real-time PCR-rel, aminek sor§n a fluoreszcensen jelºlt DNS 

amplifik§ci·j§nak kvantitat²v meghat§roz§sa tºrt®nik.) A reverz transzkript§z fontos felhaszn§l§si ter¿lete a 

cDNS kºnyvt§rak k®sz²t®se is (ld. 8.3. fejezet).  

 

 

3.2. Nukle§zok 
 

Sz§mos nukle§zt haszn§lnak rutinszerŤen a mindennapos molekul§ris biol·giai laborat·riumi gyakorlatban. 

A legtºbb nukle§zt k®t csoportra lehet osztani:  

 

¶ Exonukle§zok: olyan enzimek, amelyek a DNS vagy RNS k®t v®g®rŖl k®pesek nukleotidok 

elt§vol²t§s§ra. 

¶ Endonukle§zok: a nukleinsavak kºzb¿lsŖ r®szein tal§lhat· foszfodi®szter kºt®seket tudj§k elhas²tani.  

 

 

3.2.1. Restrikci·s endonukle§zok 
 

A restrikci·s endonukle§zok bakt®riumokban, arche§kban, ®s egyes v²rusokban megtal§lhat· enzimek, ®s a 

restrikci·s-modifik§ci·s rendszer komponensei (ld. 1.2. fejezet).  

 

A restrikci·s endonukle§zok (vagy rºviden restrikci·s enzimek) specifikus helyeket ismernek fel a DNS 

molekul§n, majd a DNS mindk®t sz§l§t §tv§gva k®pesek azt elhas²tani (foszfodi®szter kºt®seket 

hidroliz§lnak). Elnevez®s¿knek k¿lºn n·menklat¼r§ja van. A HindIII enzim nev®nek magyar§zata, hogy a 

Haemophilus influenzae bakt®rium d szerot²pus§b·l harmadikk®nt izol§lt§k. Hasonl·k®ppen k®pezhetŖ az 

EcoRI enzim neve is: az Escherichia coli  RY13 tºrzs®bŖl elsŖk®nt izol§lt§k. 

 

Egy random b§zissorrendŤ DNS-t tekintve a statisztikai has²t§si gyakoris§g att·l f¿gg, hogy milyen hossz¼ 

az enzim felismer®si szekvenci§ja. Ha az em®sztŖenzim felismerŖ helye 4 b§zisp§rt tartalmaz, akkor, mivel 

minden egyes b§zisp§r hely®n n®gyf®le vari§ci· (A, T, G, C) lehets®ges, 4
4
 = 256 b§zisp§ronk®nt 

sz§m²thatunk has²t·helyre. Ha a felismerŖ hely 6 nukleotid hossz¼s§g¼, a has²t§s val·sz²nŤs®ge 1/4096-ra 

m·dosul (4
6
 = 4096). A val·s§gban a DNS szekvenci§ja nem v®letlenszerŤ, ez®rt a has²t·helyek eloszl§sa 

sem teljesen kºveti a fentieket. Vannak restrikci·s endonukle§zok, amelyek felismerŖhelye megegyezik, de 

has²t·hely¿k k¿lºnbºzŖ, ezeket neoskizomereknek nevezik. Azokat az enzimeket, amelyekn®l mind a 

felismerŖ, mind a has²t·hely egyforma, izoskizomereknek h²vj§k.  

 

A restrikci·s enzimek leggyakoribb felhaszn§l§si ter¿lete a molekul§ris kl·noz§s (ld. 2. ®s 4.2. fejezetek), 

valamint a DNS fizikai t®rk®pez®se (ld. 9.1.1. fejezet) ®s az ahhoz kapcsol·d· ter¿letek (pl. diagnosztika, 

bŤn¿gyi orvosszak®rtŖi vizsg§latok). A restrikci·s endonukle§zokat hagyom§nyosan n®gy csoportba osztj§k 

a felismert szekvencia, a has²t·hely, az alegys®g kompoz²ci· ®s a kofaktor sz¿ks®glet szerint.  
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3.2.1.1. I -es t²pus¼ restrikci·s endonukle§zok 
 

Multifunkci·s feh®rj®k restrikci·s ®s metil-transzfer§z aktivit§ssal rendelkeznek. Komplex, h§rom 

alegys®gbŖl fel®p¿lŖ szerkezet¿k van, Mg
2+

 sz¿ks®ges a mŤkºd®s¿khºz, valamint kofaktoruk m®g az ATP 

®s az S-adenozil-L-metionin (AdoMet) is. Has²t·hely¿k a felismer®si helytŖl t§vol (tºbb ezer b§zisp§rnyira) 

helyezkedik el. Kor§bban ¼gy gondolt§k, hogy az I-es t²pus¼ enzimek ritk§k, azonban a teljes genomok 

vizsg§lat§b·l kider¿lt, hogy val·j§ban nagy sz§mban tal§lhat·k meg. B§r a szervezet biok®miai 

folyamataiban fontos szerep¿k van, gyakorlati hasznos²that·s§guk kicsi, mert nem szigor¼an meghat§rozott 

a has²t§s poz²ci·ja a felismerŖ helyhez k®pest. 

 

 

3.2.1.2. II -es t²pus¼ restrikci·s endonukle§zok 
 

V§ltozatos szerkezetŤ enzimek, csak restrikci·s funkci·val rendelkeznek (a metiltranszfer§z komponenst 

k¿lºn g®n k·dolja). A mŤkºd®s¿khºz Mg
2+

-ot ig®nyelnek. Has²t·hely¿k a felismerŖ helyben vagy annak 

kºzvetlen kºzel®ben tal§lhat·. Ebbe a csal§dba tartozik a restrikci·s endonukle§zok t¼lnyom· tºbbs®ge, 

eddig kºr¿lbel¿l 4000 ilyen t²pus¼ enzimet ²rtak le. A felismerŖhely §ltal§ban 4-8 b§zisp§r hossz¼s§g¼, ®s 

jellemzŖen palindrom szekvencia. A palindrom kifejez®s azt jelenti, hogy a DNS b§zissorrendje elŖre ®s 

h§trafel® olvasva (a k®t, komplementer l§ncra vonatkoztatva) ugyanaz. P®ld§ul a KpnI nevŤ enzim felismerŖ 

helye az 5ô-GGTACC-3ô szekvencia. Ennek a komplementer p§rja 3ô5ô ir§nyban CCATGG, ami 

visszafel® olvasva ®ppen GGTACC.  

 

A restrikci·s enzimek has²t·helye eredm®nyezhet ragad·s v®get vagy tompa v®get. ElŖbbin®l a has²t§s 

erem®nyek®nt az egyik sz§lon rºvid t¼lny¼l· v®g jºn l®tre, p®ld§ul az eml²tett KpnI az ºtºdik nukleotid ut§n 

has²t (GGTAC/C), ®s ²gy ragad·s v®get eredm®nyez, 3ô-t¼lny¼l· v®ggel (ld. 3.4. §bra).  

 

 

3.4. §bra: Ragad·s ®s tompa v®gek. A restrikci·s enzimek has²t§s§nak term®ke lehet ragad·s v®gŤ (sticky end) vagy 

tompa v®gŤ (blunt end) DNS. A) A KpnI enzim ragad·s v®geket hoz l®tre, mert a palindrom has²t·helyet 

aszimmetrikusan v§gja sz®t. B) A SmaI enzim a has²t·hely kºzep®n v§g, ez®rt nem keletkezik t¼lny¼l· v®g. 

 

Ezzel szemben a SmaI enzim, amelynek felismerŖ helye a CCCGGG szekvencia, a harmadik nukleotid ut§n 

has²tva (CCC/GGG) tompa v®get hoz l®tre. A restrikci·s enzimek egyik legismertebbje, az EcoRI a 

GAATTC szekvenci§t ismeri fel ®s az elsŖ nukleotid ut§n has²tja (G/AATTC), ez§ltal 5ô-t¼lny¼l· v®g jºn 

l®tre (ez a gyakoribb t¼lny¼l· v®g t²pus). 

 

A II -es t²pus¼ enzimek meghat§rozott helyen has²tj§k a DNS-t, ²gy az em®szt®s reproduk§lhat· ®s a 

keletkezett term®kek szekvenci§ja pontosan meghat§rozott lesz. Ma m§r tºbb ezer ilyen enzimet 
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ismer¿nk (>3000 enzim, >250 felismerŖhellyel 750 bakt®rium tºrzsbŖl) ®s sok sz§z kaphat· kereskedelmi 

forgalomban. A II-es t²pus¼ endonukle§zok legtºbbje homodimer szerkezetŤ (ld. 3.5. §bra), amely 

szerkezeti tulajdons§g egyr®szt ºsszecseng a felismerŖhely szimmetrikus szerkezet®vel, m§sr®szt a k®t 

azonos DNS-kºtŖhely (bivalencia) erŖsebb DNS kºtŖd®st tesz lehetŖv®.  

 

 

3.5. §bra: Az EcoRI restrikci·s enzim t®rszerkezete. A II -es t²pus¼ restrikci·s endonukle§zok egyik tipikus 

k®pviselŖje az EcoRI enzim. Homodimer szerkezetŤ, egyenk®nt 31 kDa m®retŤ alegys®gekbŖl §ll. Mindk®t alegys®g 

tartalmaz egy hurok r®gi·t, amelyek kºrbeºlelik a DNS-t (narancss§rga). Az §br§n l§that·, hogy a DNS aszimmetrikus 

elhasad§sa r®v®n ragad·s v®gek jºnnek l®tre. Az enzim krist§lyos²t§sa mang§n-ionok jelenl®t®ben tºrt®nt (lila 

gºmbºk), amelyek a nat²v enzimben megtal§lhat· magn®zium-ionok hely®t foglalj§k el. 

 

K®sŖbb tºbb alkateg·ri§j§t §ll²tott§k fel ennek az enzimcsal§dnak, ahov§ azok az enzimek tartoznak, 

amelyek jellegzetes tulajdons§gaikban k¿lºnbºznek a tipikus II-es t²pus¼ endonukle§zokt·l. A II.M t²pus¼ 

enzimek p®ld§ul k®pesek metil§lt DNS felismer®s®re ®s elhas²t§s§ra is. Ilyen a DpnI nevŤ restrikci·s 

endonukle§z, amelyet helyspecifikus mutagenezisn®l haszn§lnak a templ§t DNS elbont§s§ra (ld. 11.2.2. 

fejezet). A II.M t²pus¼ enzimek meghat§rozott helyen has²tj§k a DNS-t, a DpnI has²t·lye p®ld§ul GA/TC. A 

IV-es t²pus¼ restrikci·s endonukle§zoknak is metil§lt DNS a szubsztr§tja, azonban a II.M t²pust·l elt®rŖen 

nem specifikus helyen has²tanak.  

 

 

3.2.1.3. III -as t²pus¼ restrikci·s endonukle§zok 
 

Nagym®retŤ, k®t alegys®gbŖl fel®p¿lŖ feh®rj®k (hidroliz§l· alegys®g ®s metil§l· alegys®g). Szint®n Mg
2+

-

f¿ggŖ enzimek, kofaktoruk az ATP, az S-adenozil-L-metionin seg²ti a metil transzfer reakci·t, de nem 

felt®tlen sz¿ks®ges a mŤkºd®s¿khºz. Has²t·hely¿k a felismer®si hely kºzel®ben (§tlal§ban 25-27 

b§zisp§rnyira) tal§lhat·, nem palindrom. Ak§rcsak az I-es t²pus¼ enzimek, itt is k®t szekvencia r®szbŖl §ll a 

felismerŖ hely, ®s az enzim k®pes a DNS sz§l transzlok§ci·j§ra. A has²t§s az egyik felismerŖ hely kºzel®ben 

tºrt®nik.  

 

3.2.1.4. IV -es t²pus¼ restrikci·s endonukle§zok: 
 

M·dos²tott, §ltal§ban metil§lt DNS-t ismernek fel ®s has²tanak, specifit§suk alacsony. Nem a restrikci·s-

modifik§ci·s rendszer r®szei. 
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3.2.2. Egy®b nukle§zok 
 

3.2.2.1. S1-nukle§z 
 

Az Aspergillus oryzae gomb§b·l sz§rmaz· S1-nukle§z olyan endonukle§z, amelyik egysz§l¼ DNS-t vagy 

RNS-t k®pes lebontani. Az enzim ºtszºr akt²vabb DNS-en, mint RNS-en. K®tsz§l¼ polinukleotid is lehet az 

S1-nukle§z szubsztr§tja, ha tartalmaz egysz§l¼ szakaszokat, ilyen lehet egy hurok r®gi· vagy egy gap. 

Kofaktora a Zn
2+
, pH optimuma a savas tartom§nyban, 4.0-4.3 kºzºtt van. Felhaszn§lhat· tompa v®g 

kialak²t§s§ra, illetve egysz§l¼ DNS ®s RNS szelekt²v lebont§s§ra. 

 

 

3.2.2.2. Dezoxiribonukle§z (DN-§z) I 
 

A dezoxiribonukle§z I (DN-§z I), ellent®tben a fentebb t§rgyalt S1-nukle§zzal, egy- ®s k®tsz§l¼ DNS 

lebont§s§ra egyar§nt k®pes. A 31 kDa m®retŤ enzim n®gy izoenzim kever®ke, ®s maxim§lis aktivit§st 

kalcium-, magn®zium- vagy mang§n-ion jelenl®t®ben mutat. Specifit§sa ®s hat§smechanizmusa a jelen levŖ 

kofaktort·l f¿gg. M²g p®ld§ul Mg
2+

 jelenl®t®ben a k®t sz§lat random helyeken has²tja, Mn
2+

 jelenl®t®ben 

nagyj§b·l egy helyen tºrt®nik a has²t§s, tompa vagy egy-k®t nukleotidnyi t¼lny¼l· v®get kialak²tva. A 

molekul§ris biol·giai gyakorlatban sokr®tŤen felhaszn§lhat·, p®ld§ul didezoxi- (Sanger-f®le) szekven§l§skor 

v®letlenszerŤ DNS fragmentumok kialak²t§s§ra, vagy jelºlt DNS l®trehoz§s§ra hasad§s-elmozdul§s (nick 

translation) technik§val (ld. 3.3. §bra). Nagyon gyakran alkalmazz§k feh®rje vagy RNS prepar§tumok 

DNS-tŖl val· megtiszt²t§s§ra is.  

 

 

3.3. DNS-lig§zok 
 

A restrikci·s endonukl§zzal kezelt DNS fragmentumok ¼jra ºsszekºthetŖk kovalensen DNS-lig§z 

hozz§ad§s§val. A lig§z t²pus§t·l f¿ggŖen a reakci· kofaktora ATP (eukari·t§k, v²rusok ®s bakteriof§gok) 

vagy NAD
+
 (bakt®riumok). 

 

Az emlŖsºkben a DNS-lig§zok n®gy t²pusa fordul elŖ, szerep¿k van tºbbek kºzºtt az Okazaki-

fragmentumok ºsszekapcsol§s§ban (DNS-lig§z I), illetve k¿lºnbºzŖ hibajav²t· mechanizmusokban, mint 

p®ld§ul a nukleotid-kiv§g§ssal j§r· DNS hibajav²t§s (DNS-lig§z III), vagy a k®tsz§l¼ DNS tºr®se ®s jav²t§sa 

(DNS-lig§z IV). 

 

A laborat·riumi gyakorlatban leggyakrabban a T4 bakteriof§ggal fertŖzºtt E. coli-b·l izol§lt T4-lig§zt 

haszn§lj§k. Hat§smechanizmus§nak l®nyege, hogy k®pes a DNS egy sz§l§n tal§lhat· ñlyukakatò 

foszfodi®szter kºt®s l®trehoz§s§val betºmni (ld. 3.6. §bra). Kicsit bonyolultabb eset, ha egy restrikci·s 

has²t§s eredm®nyek®nt kapott k®t DNS v®get szeretn®nk ¼jra ºsszekapcsolni, vagy egy plazmidba 

szeretn®nk ¼j inszertet lig§lni. Ekkor az enzimnek k®t foszfodi®szter kºt®s szint®zis®t kell elv®geznie. 

Aktivit§s§hoz ATP-re van sz¿ks®ge (ellent®tben az E. coli DNS-lig§zzal, amely ®rdekes m·don 

energiaforr§sk®nt NAD-ot haszn§l). Ezen k²v¿l az is felt®tele a sikeres reakci·nak, hogy a lig§land· k®t 

DNS v®g egym§shoz megfelelŖen kºzel ker¿ljºn, mert az enzim csak a szint®zist v®gzi, a DNS k®t v®g®t 

nem tartja egym§s kºzel®ben. Ragad·s v®gek eset®n egyszerŤbb a helyzet, mert a v®letlenszerŤen 

egym§shoz kºzel ker¿lŖ v®gek gyeng®n (a b§zisp§rok hidrog®nkºt®sein kereszt¿l) ºsszekapcsol·dhatnak, ®s 

ha ez a kºlcsºnhat§s elegendŖ ideig fenn§ll, a lig§z hozz§ tud kapcsol·dni a DNS-hez, ®s l®trehozza a 

hi§nyz· foszfodi®szter kºt®seket (kondenz§ci·s reakci·val). Tompa v®gek eset®n nincs lehetŖs®g az eml²tett 

§tmeneti kºlcsºnhat§s kialakul§s§ra, ez®rt a lig§l§si reakci· hat®konys§ga ebben az esetben alacsony (az 

enzimkoncentr§ci· nºvel®s®vel jav²that·). MegjegyzendŖ, hogy ellent®tben a T4 DNS-lig§zzal, az E. coli 

DNS-lig§z a tompa v®gek ºsszekapcsol§s§ra nem k®pes.  

 

A laborat·riumban a lig§l§si reakci· egyik legfontosabb faktora a hŖm®rs®klet. Az enzim hŖm®rs®kleti 

optimuma 25
o
C, ezen a hŖm®rs®kleten azonban csºkken a DNS v®gek §tmeneti kºlcsºnhat§s§nak es®lye. 
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Ez®rt a lig§l§st tipikusan alacsonyabb hŖm®rs®kleten, 16
o
C-on v®gzik, de a t¼lny¼l· DNS v®gektŖl f¿ggŖen 

ak§r arra is sz¿ks®g lehet, hogy 4-8
o
C-on tºrt®njen a reakci·. Ilyenkor a szok§sos n®h§ny perc helyett tºbb 

·ra sz¿ks®ges a hat®kony lig§l§shoz.  

 

 

3.6. §bra: A DNS-lig§z mechanizmusa. A DNS lig§zok §ltal kataliz§lt reakci·knak h§rom alapvetŖ l®p®se van. 1) 

ElsŖk®nt kovalens enzim-AMP intermedier jºn l®tre pirofoszf§t keletkez®se mellett (felt®ve, hogy ATP a kofaktor), az 

enzim egy lizin aminosav§n kereszt¿l. 2) KºvetkezŖ l®p®sk®nt az adenil-csoport (AMP) a DNS szabad 5ô-foszf§t 

csoportj§nak ad·dik §t, ®s 3) aktiv§lja azt. V®g¿l a 4.) l®p®sben a 3ô-hidroxil csoport nukleofil t§mad·k®nt reag§l az 

aktiv§lt 5ô-foszf§t csoporttal, ²gy ºsszekºtve a foszf§tgerincet AMP felszabadul§sa mellett. 

 

 

3.4. V®gm·dos²t· enzimek 
 

3.4.1. Termin§lis transzfer§z 
 

A biotechnol·giai gyakorlatban borj¼ csecsemŖmirigy®bŖl izol§lt termin§lis transzfer§z enzim 

homopolimer ragad·s v®gek kialak²t§s§ra haszn§lhat· (ñfarkaz§sò). Az enzim gyakorlatilag egy 

templ§t-f¿ggetlen DNS-polimer§z. Ahogy fent eml²tett¿k, a tompa v®gŤ lig§l§s hat§sfoka igen alacsony, 

amin seg²teni lehet ragad·s v®g mesters®ges kialak²t§s§val. A tompa v®get eredm®nyezŖ has²t§s ut§n a 

termin§lis transzfer§z aktivit§s§t kihaszn§lva p®ld§ul poli(G) ñfarkatò lehet a DNS-re szintetiz§lni dGTP 

hozz§ad§s§val, ami egy hasonl· reakci·ban elŖk®sz²tett, de dCTP hozz§ad§s§val kialak²tott, imm§r ragad·s 

v®gŤ DNS darabhoz lig§lhat· (ld. 3.7. §bra). 
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3.7. §bra: A termin§lis transzfer§z enzim aktivit§sa. A termin§lis transzfer§z aktivit§sa haszn§lhat· tompa v®gŤ 

DNS molekul§k m·dos²t§s§ra, mivel templ§t n®lk¿l is k®pes polinukleotid l§nc szint®zis®re. Az §br§n bemutatott 

p®ld§n dGTP hozz§ad§s§val az enzim poli(G) l§ncot szintetiz§l a DNS 3ô-v®g®re, amely kºnnyen lig§lhat· a 

komplementer sz§lon poli(C) farkat tartalmaz· molekul§val. 

 

 

3.4.2. Alkalikus foszfat§z 
 

A v®gm·dos²t· enzimekhez sorolhat· a hidrol§zok kºz® tartoz· alkalikus foszfat§z is. Ćltal§noss§gban az 

alkalikus foszfat§z funkci·ja foszf§tcsoport elt§vol²t§sa k¿lºnbºzŖ makromolekul§kr·l (nukleinsavak, 

feh®rj®k, alkaloidok). Az alkalikus foszfat§z §ltal kataliz§lt folyamatot defoszforil§l§snak nevezik (ld. 3.8. 

§bra).  

 

A molekul§ris biol·giai gyakorlatban leggyakrabban borj¼b®lbŖl izol§lt alkalikus foszfat§zt haszn§lnak 

(CIAP: Calf Intestinal Alcaline Phosphatase) a DNS 5ô-v®g®n levŖ foszf§t-csoport elt§vol²t§s§ra. A plazmid 

vektorba val· kl·noz§s sor§n az egyik lehets®ges hibaforr§s, hogy a felnyitott plazmid ¿resen lig§l·dik 

ºssze (ñºnz§r·d§sò). A foszf§tcsoport elt§vol²t§sa ezt akad§lyozza meg, nºvelve ezzel az inszertet 

tartalmaz· konstrukci·k sz§m§t ®s csºkkentve az ¼gynevezett ñ¿res vektorò h§tteret.  

 

 

3.8. §bra: Az alkalikus foszfat§z §ltal kataliz§lt reakci·. Kl·noz§skor az ¿res plazmid ºnz§r·d§s§nak kiv®d®s®re 

alkalmazhat· az alkalikus foszfat§zzal val· kezel®s, amely monofoszf§t ®szterek (mint pl. az 5ô-foszforil§lt DNS) 

defoszforil§l§s§t kataliz§lja. 
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3.4.3. T4 polinukleotid-kin§z 
 

A T4 polinukleotid-kin§z (PNK) az ATP g-foszf§t csoportj§nak a DNS szabad 5ô-hidroxil v®g®re tºrt®nŖ 

§tvitel®t kataliz§lja. (A DNS-rŖl hi§nyozhat az 5ô foszf§t-csoport elŖzetes defoszforil§ci· miatt, vagy ha 

p®ld§ul az oligonukleotid primereket k®miai szint®zissel §ll²tott§k elŖ.) A PNK ezen k²v¿l ADP jelenl®t®ben 

k®pes a foszf§t csoport cser®j®re is (ld. 3.9. §bra). A reakci· felhaszn§lhat· oligonukleotidok, DNS vagy 

RNS 5ô-v®g®nek jelºl®s®re (g-
32

P) ATP haszn§lat§val.  

 

 

3.9. §bra: A T4 polinukleotid-kin§z enzim mŤkºd®se. A) A T4 polinukleotid kin§z (PNK) az ¼n. ñforwardò reakci· 

sor§n a polinukleotid sz§l 5ô-v®g®re viszi §t az ATP g-foszf§t csoportj§t. Radioakt²v ATP-t alkalmazva a reakci·val 

foszf§t-jelºlt (P*) nukleotidot lehet elŖ§ll²tani. B) A kicser®lŖd®si reakci· akkor megy v®gbe, ha feleslegben ADP-t 

adunk a reakci·hoz. Ekkor az enzim elsŖ l®p®sben a nukleinsav 5ô-foszf§tj§t viszi §t az ADP-re, majd a jelºlt ATP g-

foszf§tj§t a nukleinsavra. 
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4. Alapm·dszerek ®s rekombin§ns DNS konstrukci·k 

tervez®se 
 

A g®ntechnol·giai m·dszerek fejlŖd®se lehetŖv® tette, hogy b§rmilyen organizmusb·l izol§lhassunk 

b§rmilyen tetszŖleges g®nt, az izol§lt g®nt kl·noz§ssal felszapor²tsuk, ®s szekven§l§ssal Ăkiolvassukò a 

genetikai inform§ci·t. Ebben a fejezetben a g®ntechnol·gia alapm·dszereit ismertetj¿k, kezdve a DNS 

tiszt²t§st·l ®s a szepar§ci·s technik§kt·l (g®lelektrofor®zis, ld. 4.1.2.), a hibridiz§ci·s technik§kon (ld. 

4.1.3.) §t a DNS konstrukci·k tervez®s®ig (ld. 4.2.) ®s a DNS gazdasejtbe juttat§s§nak m·dszereiig 

(g®nbeviteli elj§r§sok, ld. 4.3.). 

 

 

4.1. Alapm·dszerek 
 

4.1.1. A DNS tiszt²t§sa ®s anal²zise 
 

A rekombin§ns DNS-ek elŖ§ll²t§sa a vektor ®s a majdani inszert DNS tiszt²t§s§val kezdŖdik. Ezt kºvetŖen 

meg kell gyŖzŖdn¿nk a DNS pontos m®ret®rŖl, mennyis®g®rŖl ®s tisztas§g§r·l. A DNS izol§l§sa az RNS-hez 

k®pest egyszerŤbb, mert az RNS eset®ben neh®z megszabadulni a szinte mindenhol jelen l®vŖ RN-§z 

enzimektŖl. Ez az alfejezet a DNS elŖ§ll²t§s§hoz ®s izol§l§s§hoz sz¿ks®ges oldatokat, reagenseket, a 

tiszt²t§shoz haszn§lt m·dszereket (pl. Ăminiprepò) ®s a DNS koncentr§ci·m®r®s lehetŖs®geit mutatja be. 

 

 

4.1.1.1. Oldatok, reagensek 
 

A vektor DNS-t bakt®rium teny®szetekben §ll²tjuk elŖ, s ugyanezeket a teny®szt®si kºr¿lm®nyeket 

haszn§ljuk a rekombin§ns DNS felszapor²t§s§hoz is a molekul§ris kl·noz§s sor§n. A bakt®riumok 

teny®szt®s®hez, nºveked®s®hez t§ptalajra van sz¿ks®g¿nk. Leggyakrabban steril LB  (Luria-Bertrani; 

ºsszet®tele: tripton, ®lesztŖ kivonat, NaCl) vagy 2YT (tºbb ®lesztŖ kivonatot ®s triptont tartalmaz) 

m®diummal dolgozunk. A mikrobiol·gi§ban haszn§latos t§ptalajok lehetnek foly®konyak ®s szil§rdak. 

Szil§rd t§ptalajt ¼gy kaphatunk, ha a sterilez®st megelŖzŖen valamilyen szil§rd²t· anyagot kever¿nk a 

t§pleveshez, leggyakrabban agart. Magas hŖm®rs®kleten az agar felold·dik, majd a kihŤl®s elŖtt Petri-

cs®sz®kbe ºntj¿k, ®s hagyjuk megdermedni (agar lemez). A 4.1. §bra§n folyad®k ®s szil§rd halmaz§llapot¼ 

t§ptalajokat mutatunk be. Nagy mennyis®gŤ bakt®riumsejt felnºveszt®s®hez foly®kony t§ptalajra van 

sz¿ks®g, de abb·l az egyedi kl·nokat nem tudjuk sz®tv§lasztani. Az®rt kell a szil§rd t§ptalaj, hogy a 

sejtszuszpenzi·t h²gan eloszlatva, az egyedi kl·nok egym§st·l sz®tv§laszthat· egyedi telepeket k®pezzenek. 

 

 

4.1. §bra: Folyad®k ®s szil§rd halmaz§llapot¼ t§ptalajok. Az agar lemezen az egyedi bakt®riumtelepek l§tszanak. 
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Nagy mennyis®gŤ plazmid DNS elŖ§ll²t§s§hoz elŖszºr a felszapor²tani k²v§nt plazmidot (ld. 7.2. fejezet) 

kompetens E.coli bakt®riumokba kell transzform§lni (ld. 4.3.1.). Ahhoz, hogy kiz§r·lag a plazmidot felvett 

bakt®riumsejtek nºvekedjenek, a t§ptalajhoz valamilyen antibiotikum ot is kell adni, hiszen a plazmidot 

felvett sejtek rendelkeznek legal§bb egy antibiotikum rezisztenci§t k·dol· g®nnel (ld. 7.1.2. fejezet), ®s ²gy 

tov§bb tudnak oszt·dni, m²g az Ă¿resenò maradt sejtek elpusztulnak (szelekci·).  

 

 

4.1.1.2. Plazmid DNS prepar§l§s 
 

A felszapor²tand· plazmidot tartalmaz· bakt®riumsejtekkel foly®kony t§ptalajt inokul§lunk, ®s egy ®jszak§n 

§t, 37ÁC-on nºvesztj¿k, majd a sejteket centrifug§l§ssal ºsszegyŤjtj¿k. A bakt®riumsejtekbŖl tºrt®nŖ DNS 

izol§l§s klasszikus m·dszere az ¼n. alkalikus l²zis, amely sor§n SDS-t tartalmaz· NaOH oldattal tessz¿k 

tºnkre a sejtmembr§nt ®s denatur§ljuk a makromolekul§kat. (Birnboim and Doly dolgozt§k ki ezt a m·dszert 

1979-ban). A sejtek felt§r§s§t el®rhetj¿k enzimekkel (lizozim, protein§z K) vagy mechanikai hat§ssal is (pl. 

szonik§l§s ultrahanggal, nagy nyom§s az ¼n. French-press m·dszern®l, tºbbszºrºs fagyaszt§s-felolvaszt§s). 

Az oldatba ker¿lt DNS molekul§kat el kell v§lasztani a tºbbi sejttºrmel®ktŖl ®s feh®rj®ktŖl. Az ·ri§si m®retŤ 

kromoszom§lis DNS-t (3,6 Mbp) kºnnyen ki lehet csapni (neutr§lis pH-n), az RNS-eket ®s a k¿lºnbºzŖ 

feh®rj®ket enzimekkel lehet degrad§lni. A fenol-kloroform-izoamilalkoholos extrakci· eset®n a fenol ®s a 

kloroform, mint szerves old·szerek denatur§lj§k a feh®rj®ket, a plazmid m®retŤ (2-10 kbp) nukleinsavak 

viszont a vizes f§zisba ker¿lnek. Az izoamilalkohol csºkkenti a bif§zisos oldat habosod§s§t. V®g¿l a DNS-

tŖl etanollal vagy izopropanollal vonjuk el a vizet ®s ezzel csapjuk ki, majd centrifug§l§ssal ki¿lep²tj¿k az 

extrakromoszom§lis plazmid DNS-t egy mŤanyag Eppendorf-csŖ fal§ra. Az alkohol elt§vol²t§sa ut§n v²zben 

vagy Tris-EDTA (TE) pufferben visszaoldjuk a tiszta DNS-t.  

 

A nyers liz§tum tiszt²t§s§nak egy m§sik hagyom§nyos m·dja a CsCl-os sŤrŤs®ggradiens centrifug§l§s, 

amit manaps§g m§r ritk§bban haszn§lnak, mivel f®l napos nagy fordulatsz§m¼ (350.000 g) ¿lep²t®s 

sz¿ks®ges hozz§. Viszont nagy tiszt§s§g¼ DNS-t lehet vele kinyerni, ®s ®ps®gben maradnak a nagyobb 

m®retŤ (>10 kbp) DNS molekul§k is, amelyek mechanikailag ®rz®kenyek a pipett§z§sn§l is fell®pŖ 

ny²r·erŖkre. A 4.2. §bra a CsCl sŤrŤs®ggradiens centrifug§l§s s®m§j§t mutatja be. 

 

 

4.2. §bra: A sŤrŤs®ggradiens centrifug§l§s s®m§ja. ErŖs centrifug§lis erŖ hat§s§ra a neh®z Cs
+
 ionok 

sŤrŤs®ggradienst k®peznek. Centrifug§l§s hat§s§ra a CsCl oldatban l®vŖ makromolekul§k k¿lºnbºzŖ helyzetŤ s§vokat 

alkotnak a gradiensben (pl. a DNS molekul§k izopiknikus pontja 1,6-1,8 mg/ml CsCl koncentr§ci·n§l van). A DNS 

s§vok elhelyezked®s®t UV f®nyben lehet detekt§lni a fluoreszcens fest®knek kºszºnhetŖen. Az izol§lt DNS-rŖl v®g¿l 

n-butanollal az et²dium-bromid, dializ§l§ssal a CsCl v§laszthat· el. 
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Az eddig ismertetett m·dszerek h§tr§nya, hogy nagy elŖvigy§zatoss§got ig®nyel a m®rgezŖ reagensek (pl. 

fenol, et²dium-bromid) ®s a vesz®lyes hullad®k miatt, dr§ga eszkºzºk (pl. ultracentrifuga) sz¿ks®gesek hozz§ 

®s rendk²v¿l idŖig®nyesek. A kis mennyis®gŤ bakteri§lis DNS (Ăminiprepò) alkalikus l²zisen alapul· 

kivon§s§ra manaps§g sz§mos, kereskedelemi forgalomban kaphat· kit §ll rendelkez®sre, melyekkel nagy 

tisztas§gban ®s mennyis®gben lehet kinyerni a plazmid DNS-t. Ezek a kitek alapvetŖen a r®szletesen 

ismertetett alkalikus l²zis m·dszer®n alapulnak, de a fenolos extrakci·s l®p®s helyett egy szilik§t tartalm¼ 

oszlopon (vagy membr§non) tºrt®nŖ tiszt²t§st tartalmaznak. A minipreppel §ltal§ban 10-100 Õg DNS-t 

lehet kinyerni. Vannak olyan kitek is, amelyekkel j·val nagyobb mennyis®gŤ DNS-t is lehet tiszt²tani. A 

Ămidiprepò m·dszern®l kb. 25-50 ml sejtkult¼r§b·l indulunk ki, ®s 100-350 Õg DNS-t kaphatunk. Enn®l 

tºbb DNS Ămaxi-ò Ămega-ò ®s Ăgigaprepò-pel (100 ml-5l sejtkult¼ra, 500 Õg-10 mg DNS) §ll²that· elŖ. 

ĂMiniprepò protokoll-le²r§sokat tºbbek kºzºtt itt tal§lnak az interneten. 

 

 

4.1.1.3. A DNS koncentr§ci· meghat§roz§sa 
 

A plazmid DNS koncentr§ci·j§t leggyakrabban fotometri§val m®rj¿k. A nukleinsavak elnyel®si maximuma 

260 nm-n®l van az arom§s gyŤrŤk miatt. Az elnyel®s alapj§n megadhat· a DNS koncentr§ci·ja. Ha az 

abszorbancia A260 = 1, ez az ®rt®k megfelel 50 Õg/ml duplasz§l¼ DNS-nek (37 Õg/ml egysz§l¼ DNS-nek 

vagy 40 Õg/ml RNS-nek). A feh®rj®k elnyel®si maximuma 280 nm-n®l van, teh§t k¿lºnbºzik a DNS-®tŖl, 

ez®rt kºnnyed®n meg§llap²that· a minta feh®rje szennyezetts®ge is, melyet az A260 / A280 h§nyados hat§roz 

meg pontosan. Ha ez az ®rt®k kevesebb, mint 1,8, akkor a minta feh®rj®vel szennyezett. Ha viszont 2 felett 

van, akkor RNS-t is tartalmazhat. A m®r®st elv®gezhetj¿k hagyom§nyos UV fotom®terben, de ehhez sok 

anyagra van sz¿ks®g¿nk. Ma m§r legtºbbszºr ¼n. nanodrop technik§t alkalmazunk (ld. 4.3. §bra), melyn®l 

egy csepp (~2 Õl) DNS koncentr§ci·j§t m®rj¿k egy speci§lis spektrofotom®terben. 

 

 

4.3. §bra: DNS koncentr§ci· m®r®se nanodrop technik§val 

 

 

4.1.2. G®lelektrofor®zis 
 

Mindenfajta g®lelektrofor®zis azon az elven alapul, hogy a tºlt®ssel rendelkezŖ molekul§k az elektromos 

t®rben az ellent®tes tºlt®sŤ elektr·da fel® v§ndorolnak. A v§ndorl§s sebess®g®t a tºlt®sen k²v¿l a molekula 

alakja ®s m®rete hat§rozza meg. Ez a h§rom tulajdons§g teszi lehetŖv®, hogy k¿lºnbºzŖ minŖs®gŤ ®s 

p·rusm®retŤ g®lekben az elt®rŖ tulajdons§g¼ biomolekul§kat elv§lasszuk egym§st·l. 

 

4.1.2.1. Agar·z g®lelektrofor®zis 
 

Az agar·z a vºrºsmoszatok agar-agarj§nak egyik poliszacharid ºsszetevŖje, mely a D-galakt·z ®s 3,6-

anhidro-L-galaktopiran·z line§ris polimere. Rendk²v¿l j·l alkalmazhat· nukleinsavak szepar§l§s§ra. A 

biok®mi§ban az agar·z g®lelektrofor®zis DNS molekul§k, elsŖsorban m®ret ®s alak szerinti elv§laszt§s§ra 

szolg§l. Agar·z g®lben n®h§ny 10 bp-t·l tºbb 10 kbp-ig terjedŖ m®retŤ (hossz¼s§g¼) DNS molekul§kat 

http://www.protocol-online.org/prot/Molecular_Biology/Plasmid/Miniprep/
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lehet sz®tv§lasztani. A DNS molekula negat²v tºlt®se cukorfoszf§t gerince miatt egyenesen ar§nyos a 

hossz¼s§g§val. Ez®rt egy v²zszintesen elhelyezett agar·z g®lben (horizont§lis g®lelektrofor®zis) a pozit²v 

p·lus fel® v§ndorl· DNS molekul§k mobilit§sa ar§nyos lesz a hosszukkal. Az agar·z 0,5-2%-os oldata 

forral§ssal k®sz¿l. Dermed®skor az agar·z t®rh§l·s szerkezetŤ lesz. A forral§st kºvetŖen a g®lhez 

interkal§l· fluoreszcens fest®ket is adunk, amely a DNS-t UV f®nyben l§that·v§ teszi. R®gebben a m§r 

kor§bban is eml²tett et²dium-bromidot (ld. 4.4. §bra) alkalmazt§k erre a c®lra, azonban ez erŖsen mutag®n 

hat§s¼, ez®rt manaps§g m§s, biztons§gosabb fest®keket haszn§lunk helyette (pl. SYBR Safe, Gel Green).  

 

 

4.4. §bra: Az et²dium-bromid fluoreszcens DNS-fest®k szerkezeti k®plete 

 

A g®l ºnt®sekor, az ºntŖ form§ra merŖlegesen, fel¿lrŖl egy ¼n. "f®sŤt" is elhelyez¿nk, ami a mintafelvitelhez 

sz¿ks®ges zsebeket fogja kialak²tani. A f®sŤ m®ret®t a minta mennyis®g®tŖl f¿ggŖen v§lasztjuk ki. A 

dermedt g®lbŖl ·vatosan kivessz¿k a f®sŤt, ®s a zsebekbe pipett§zzuk a mint§nkat, majd egy elektr·d§kkal 

ell§tott k§dba helyezz¿k a g®lt. Az elektrofor®zishez sz¿ks®ges egyen§ramot a t§pegys®g biztos²tja. Minden 

egyes mint§hoz "DNS-kezelŖ" oldatot is kever¿nk, mely glicerint ®s §ltal§ban k®tf®le fest®ket is tartalmaz. 

A glicerin arra szolg§l, hogy nagyobb sŤrŤs®ge r®v®n a mint§kat a zseb alj§n tartsa, ne diffund§ljanak ki a 

pufferbe. A fest®kek seg²ts®g®vel pedig meg§llap²that·, hogy hol tart az elektrofor®zis. A br·mfenolk®k 

l§that·v§ teszi felvitelkor a mint§t, ®s kiv§l· mobilit§si k®pess®gei kºvetkezt®ben (1%-os g®lben egy 300 

bp-os DNS fragmentummal fut egy¿tt) sºt®tk®k sz²ne a fut§si frontot jelzi. A xil®n-cianol nagyon lassan 

halad a g®lben (kb. 4 kbp DNS-sel fut egy¿tt).  

 

Az elektrofor®zishez haszn§lt puffer (TBE: Trisz-bor§t-EDTA vagy TAE: Trisz-acet§t-EDTA) ionerŖss®ge 

fontos t®nyezŖ a DNS elektroforetikus mobilit§sa szempontj§b·l. T¼l alacsony ionerŖn a DNS csak lassan 

k®pes haladni, m²g ha t¼l magas az ionerŖ, akkor a vezetŖk®pess®g is nºvekszik, t¼l sok hŖ k®pzŖdik, amitŖl 

a g®l meg is olvad. Alacsony fesz¿lts®gen a line§ris DNS v§ndorl§si sebess®ge ar§nyos a fesz¿lts®ggel. A 

megfuttatott g®lt v®g¿l UV f®nnyel vil§g²tjuk meg, s a g®lhez adott fluoreszcens fest®knek kºszºnhetŖen 

vil§g²tani fognak a DNS-ek s§vjai a g®lben. A l§that·v§ v§lt DNS s§vokat ki is v§ghatjuk a g®lbŖl tov§bbi 

tiszt²t§sra, felhaszn§l§sra.  

 

Az agar·z g®lelektrofor®zis kivitelez®s®t a 4.5. §bra ®s a a 4.1. videon szeml®ltetj¿k. 

 

 

4.5. §bra: agar·z g®lelektrofor®zis 

http://elte.prompt.hu/sites/default/files/tananyagok/gentechnologia/ch04.html#horg321
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4.1.2.2. Poliakrilamid g®lelektrofor®zis (PAGE) 
 

A nukleinsavakat nemcsak agar·z, hanem poliakrilamid g®lelektrofor®zissel (PAGE) is el tudjuk v§lasztani 

egym§st·l. A PAGE-t a horizont§lis agar·z elektorfor®zistŖl elt®rŖen vertik§lis (f¿ggŖleges) elrendez®sŤ 

k®sz¿l®kben v®gezz¿k (ld. 4.6. §bra). A poliakrilamid g®l egyik legjelentŖsebb elt®r®se az agar·z g®ltŖl, 

hogy sokkal kisebb a p·rusm®rete. Felbont§sa 5-2000 nukleotidig terjed, ®s k®pes elv§lasztani az ak§r 1 

nukleotid hosszban k¿lºnbºzŖ oligo- vagy polinukleotid sz§lakat is egym§st·l. A Sanger-f®le klasszikus 

DNS szekven§l§s sor§n PAGE-vel v§lasztj§k el a k¿lºnbºzŖ hossz¼s§g¼ line§ris, ¼jonnan szintetiz§lt 

egysz§l¼ DNS-eket egym§st·l. MegjegyzendŖ, hogy az automata DNS szekven§torokban kapill§ris 

elektrofor®zist haszn§lnak (ld. 5.2.2. fejezet), amihez m§s szintetikus polimereket alkalmaznak. Az 

akrilamid vizes kºzegben, megfelelŖ inici§torok (pl. peroxidiszulf§t) ®s kataliz§torok (tetrametil-etil®n-

diamin, TEMED) jelenl®t®ben gyºkºs polimeriz§ci·ra k®pes, ®s nagy m·ls¼ly¼ line§ris polimer, 

poliakrilamid keletkezik. A t®rh§l·s szerkezet a keresztkºtŖ §gens (N,N-metil®n-bisz-akrilamid) jelenl®t®ben 

alakul ki, aminek seg²ts®g®vel a hossz¼ poliakrilamid l§ncok kºzºtt hidak k®pzŖdnek. MegjegyzendŖ, hogy 

a feh®rj®k elv§laszt§s§ra is PAGE-t haszn§lunk, mivel m®g a nagyobb m®retŤ feh®rj®k (>100 kDa) is j·val 

kisebbek, mint egy kism®retŤ plazmid (1 kbp ~ 600 kDa). 

 

 

4.6. §bra: Poliakrilamid g®lelektrofor®zis k®sz¿l®k Ăkamr§inakò felºlt®se mint§kkal. 

 

Mivel a k¿lºnbºzŖ hossz¼s§g¼ DNS molekul§k relat²v tºlt®se azonos (a foszf§t-csoportok negat²v tºlt®se 

miatt), ez®rt a line§ris molekul§k mindig m®ret szerint v§lnak sz®t. Ha valamilyen denatur§l· §genst is 

kever¿nk a g®lhez, p®ld§ul ure§t, akkor a line§ris DNS sz§lak alakja is egyforma lesz, ²gy t®nylegesen csak a 

m®ret alapj§n szepar§l·dnak. Feh®rj®k eset®ben is hasonl· az elv§laszt§s elve, de feh®rj®k szepar§l§s§ra a 

PAGE sz§mos m§s v§ltozat§t is haszn§ljuk (2D PAGE, SDS-PAGE, izoelektromos f·kusz§l§s). 

 

 

4.1.2.3. A DNS-ek m®ret®nek meghat§roz§sa 
 

A DNS m®ret®t ismern¿nk kell, ha azt analiz§lni vagy prepar§lni szeretn®nk. A line§ris DNS molekula 

m®ret®nek logaritmusa ®s az elektroforetikus mobilit§sa kºzºtt ford²tott ar§nyoss§g van (a mobilit§s ®s a 

m®ret logaritmusa kºzºtt line§ris az ºsszef¿gg®s). ĉgy egy ismeretlen molekula m®rete meghat§rozhat· a 

fut§si t§vols§g ismeret®ben, ha mell® olyan DNS molekul§kat is felvisz¿nk a g®lre, amelyeknek a m®rete 

pontosan ismert. Ez a DNS Ăl®traò vagy molekulas¼ly marker, ami k¿lºnbºzŖ m®retŤ line§ris DNS 

molekul§k kever®ke. Az agar·z g®lt alapvetŖen nagyobb m®retŤ nukleinsavak elv§laszt§s§ra haszn§lj§k, 

mivel p·rusm®rete j·val nagyobb a poliakrilamid g®lhez k®pest. A g®l agar·z vagy akrilamid 

koncentr§ci·j§t·l f¿ggŖen, k¿lºnbºzŖ m®retŤ polinukleotidokat lehet elv§lasztani. Min®l h²gabb, ann§l 

nagyobb, min®l tºm®nyebb, ann§l kisebb DNS sz§lakat lehet szepar§lni. Minden vizsg§land· mint§hoz 
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tartozik egy optim§lis p·rusm®ret, amelyben a molekul§k bizonyos ellen§ll§ssal v§ndorolnak, de nem 

akadnak fel, hanem k®pesek haladni benne. 

 

A hosszabb molekul§k a g®lben Ănehezebbenò haladnak, ²gy ezek lemaradnak a rºvidebb, kisebb 

molekul§khoz k®pest. A polinukleotidok g®lben val· mobilit§s§t nagyban befoly§solja az alakjuk is. A 

cirkul§ris/relax§lt plazmid form§k sz®ttekeredetts®g¿k miatt lassabban haladnak, mint az erŖsen kondenz§lt, 

szuperhelik§lis DNS-ek. A lineariz§lt plazmidok pedig az elŖbb eml²tett k®t forma kºzºtt mozognak (a 

molekul§k alak-szerinti mobilit§s§t a g®lben alapvetŖen a hidrodinamikai t®rfogatuk dºnti el. DNS mint§k 

agar·z g®lelektroforetikus k®p®t a 4.7. §bra mutatja.  

 

 

4.7. §bra: Agar·z g®l DNS l®tr§val ®s k¿lºnbºzŖ DNS mint§kkal. A mint§kat valamilyen restrikci·s 

endonukle§zzal (1- vagy 2-f®le) kezelt¿k. A 3. minta kiv®tel®vel a DNS mint§k kett®v§g·dtak, ez®rt k®t k¿lºnbºzŖ 

m®retŤ s§vban futnak. A 3-as plazmid DNS minta cirkul§ris maradt. A kondenz§ltabb szuperhelik§lis form§k 

gyorsabban, m²g a relax§lt, kitekeredett molekul§k lassabban v§ndorolnak a g®lben. A DNS l®tr§val a molekula 

m®reten k²v¿l a DNS mennyis®g®t is meg lehet becs¿lni. 

 

 

4.1.2.4. DNS-ek izol§l§sa agar·z g®lbŖl 
 

A megfelelŖ DNS-t (pl. vektor vagy inszert DNS), melyet pl. restrikci·s em®szt®s vagy PCR reakci· 

eredm®nyek®nt kaptunk, az agar·z g®lbŖl izol§lnunk kell ahhoz, hogy megfelelŖen elv§lasszuk a DNS 

mellett maradt enzimektŖl (endonukle§zok, DNS-polimer§z) vagy a has²tatlan vektort·l. 

 

Az agar·z g®lelektrofor®zist kºvetŖen a g®lt ebben az esetben UV f®ny helyett k®k f®nyben vil§g²tjuk meg, 

mert az UV roncsoln§ az izol§lni k²v§nt DNS-t. A g®lhez adott DNS fest®k (et²dium-bromid helyett pl. 

SYBR Safe) ugyanis k®k f®nyben is fluoreszk§l, ami lehetŖv® teszi a megb²zhat·, k§rosod§smentes DNS 

izol§l§st. A g®lbŖl a megfelelŖ cs²kot egy szik®vel v§gjuk ki (ld. 4.8. §bra), amibŖl a DNS-t tºbbf®le m·don 

is kinyerhetj¿k.  

 

Az izol§l§s tºrt®nhet elektroel¼ci·val, amikor a kiv§gott g®ldarabot egy olyan dializ§l· membr§nba 

helyezz¿k, ami imperme§bilis egy bizonyos DNS molekula m®retre, ®s perme§bilis a folyad®kokra. TE 

pufferbe §ztatjuk a g®ldarabot tartalmaz· dial²zis zacsk·t, ®s elektromos teret hozunk l®tre a dial²zis csŖ 

kºr¿l. Ugyan¼gy, ahogy a g®lelektrofor®zisn®l is, a DNS elkezd v§ndorolni a pozit²v elektr·da fel®. Ebben 

az esetben kiv§ndorol a g®lbŖl, de nem juthat §t a membr§non. A dial²zis zacsk·b·l ezut§n csak ki kell 

pipett§zni a m§r tiszta DNS-t tartalmaz· folyad®kot.  
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4.8. §bra: DNS agar·z g®lbŖl izol§l§sa steril szik®vel 

 

A DNS-t tov§bb lehet m®g tiszt²tani fenolos extrakci·val ®s etanolos kicsap§ssal. Egy m§sik hagyom§nyos 

m·dszer a g®ldarab -80ÁC-on tºrt®nŖ fagyaszt§sa. Ezen a hŖm®rs®kleten az agar·z szerkezete m§r 

roncsol·dik, ²gy egy szŤrŖn kereszt¿l, centrifug§l§ssal kinyerhetŖ a DNS. Egy tov§bbi kivon§si elj§r§s az 

alacsony hŖm®rs®kleten megolvad· (low melting) agar·z haszn§lata, mivel az oldatf§zisba ker¿lt DNS-t a 

miniprep m·dszern®l ismertetett szilika membr§nhoz tºrt®nŖ adszorbci·val kºnnyen tiszt²thatjuk. A DNS 

(®s RNS) g®lbŖl tºrt®nŖ extrakci·j§ra sokf®le kit kaphat· a kereskedelemben. 

 

 

4.1.2.5. Restrikci·s t®rk®pez®s 
 

A k¿lºnbºzŖ restrikci·s endonukle§zok elt®rŖ felismerŖ szekvenci§kkal rendelkeznek, ²gy ugyanazon DNS 

molekul§t k¿lºnbºzŖ enzimekkel em®sztve k¿lºnbºzŖ restrikci·s fragmentumok keletkeznek. A restrikci·s 

enzimeket ºnmagukban vagy kombin§lva alkalmazzuk, ®s a kapott DNS fragmentumokat 

g®lelektrofor®zissel v§lasztjuk el. A fragmentumok m®rete alapj§n ºssze tudjuk §ll²tani az eredeti DNS 

molekula ¼n. restrikci·s t®rk®p®t (ld. 4.9. §bra).  

 

4.9. §bra: Rekombin§ns DNS konstrukci· t®rk®pez®se restrikci·s endonukle§zokkal 
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Ez egy Ăkirak·s j§t®kò, ami azon alapszik, hogy a has²t·helyek egym§shoz viszony²tott helyzete dºnti el, 

hogy melyik em®szt®sn®l milyen m®retŤ fragmentumok keletkeznek. Ak§r egy teljes genomot is fel lehet ²gy 

t®rk®pezni (ld. 9.1.1. fejezet). Az ilyen mint§zat minden embern®l m§s ®s m§s ï ezt DNS ujjlenyomatnak 

nevezik ®s tºbb c®lra is fel tudj§k haszn§lni (ld. 4.1.3.2. fejezet). 

 

 

4.1.3. Hibridiz§ci·s technik§k ®s nukleinsav pr·b§k 
 

A molekul§ris biol·gi§ban a hibridiz§ci·s technik§kkal valamilyen ismeretlen biol·giai mint§b·l akarunk 

kimutatni egy adott DNS, RNS vagy feh®rje szakaszt. Meg akarunk bizonyosodni annak jelenl®t®rŖl, 

mennyis®g®rŖl, minŖs®g®rŖl. A hibridiz§ci·s technik§knak kºszºnhetŖen nincs sz¿ks®g felt®tlen¿l 

szekven§l§sra, ha a genomban egy mut§ci·t vagy struktur§lis v§ltoz§st akarunk azonos²tani. A hibridiz§ci·s 

technik§k molekul§ris h§tter®t az a t®ny adja, hogy a DNS k®t komplementer sz§la reverzibilis m·don 

denatur§lhat·, s a renatur§ci· nem csak a k®t eredeti sz§l kºzºtt megy v®gbe, hanem egy oligonukleotid 

pr·ba jelenl®t®ben az is anell§l (hozz§tapad) a vele komplementer sz§lhoz. 

 

Ezekhez az elj§r§sokhoz teh§t mindig sz¿ks®ges valamilyen ismert szekvenci§j¼ DNS vagy RNS pr·b§ra. 

Pr·b§nak nevezz¿k a radioakt²van vagy m§s m·don (legink§bb fluoreszcenci§val) jelºlt (az esetek 

tºbbs®g®ben oligonukleotid m®retŤ) oligo- vagy polinukleotidot, ami komplementer a vizsg§lni k²v§nt 

nukleinsav egyik l§nc§nak szekvenci§j§val. Az egysz§l¼ pr·ba csak egysz§l¼ c®l nukleinsav l§nchoz 

k®pes kapcsol·dni. A hibridiz§ci· Ăszigor¼s§gaò (stringency) att·l f¿gg, hogy milyen s· koncentr§ci·t ®s 

hŖm®rs®kletet alkalmazunk. Magas anell§ci·s hŖm®rs®kleten ®s alacsony ionerŖ ¼n. szigor¼ (stringent) 

kºr¿lm®nyeket jelent, ilyen esetben csak a pr·b§val tºk®letesen egyezŖ nukleotid sz§lak fognak hibridiz§lni. 

Azonban magas ionerŖn ®s alacsonyabb hŖm®rs®kleten a csak r®szben hasonl· szekvenci§khoz is 

hozz§tapadhat a pr·ba.  

 

A fejezet elsŖ r®sz®ben a pr·bak®sz²t®s ®s jelºl®s lehetŖs®geit v§zoljuk fel, a tov§bbi alfejezetekben a 

Southern- ®s Northern-lenyomat (blot) m·dszerrŖl, az in situ hibridiz§ci·r·l ®s a DNS chipekrŖl lesz 

sz·. N®h§ny tov§bbi hibridiz§ci·s m·dszert (pl. kol·nia- vagy plakk-hibridiz§ci·) az azt alkalmaz· 

m·dszert le²r· fejezetben t§rgyalunk (ld. 8. fejezet). (A hibridiz§ci·r·l m®g ld. 18.1. anim§ci·: 

Hibridiz§ci·.) 

 

 

4.1.3.1. Nukleinsav pr·b§k elŖ§ll²t§sa ®s jelºl®se 
 

Kor§bban szinte kiz§r·lag izot·pjelºl®st haszn§ltak. A jelºlt molekula a pr·bak®sz²t®s m·dszer®tŖl f¿ggŖen 

(ld. al§bb) lehet g-ATP, a-ATP, a-CTP. Az izot·pot tekintve haszn§lhatunk 
32

P-t (felez®si idŖ =14 nap), 
33

P-t (tİ=25 nap), 
35

S-t (tİ=87 nap). A hibridiz§l§s eredm®ny®t radioakt²v pr·ba eset®n autoradiogr§fi§val 

tessz¿k l§that·v§. K®sŖbb megjelentek egy®b jelºl®si m·dok is, amelyek kºzºtt a radioaktivit§ssal azonos 

®rz®kenys®gŤ fluoreszcens pr·b§k terjedtek el legink§bb. A fluoreszcens pr·b§kr·l r®szletesebben a 

szekven§l§s (ld. 5. fejezet) ®s a PCR fejezetben (ld. 6.3.2. fejezet) lesz sz·. A nem-radiokat²v ®s nem-

fluoreszcens pr·b§k kºzºtt megeml²tj¿k a digoxigenint, egy erŖsen immunog®n (ami azt jelenti, hogy igen 

nagy affinit§ssal hozz§kºtŖdŖ antitestek §llnak rendelkez®s¿nkre), nºv®nyi eredetŤ szteroid, ami 

nukleotidokra konjug§lhat·, s be®p²thetŖ nukleinsav pr·b§kba (az elŖh²v§s az antitest jelºl®s®vel vagy a 

hozz§ konjug§lt enzim §ltal term®kk®nt elŖ§ll²tott fest®kkel vagy kemiluminszcenci§val tºrt®nhet).  

 

Az oligonukleotid pr·b§kat szil§rdf§zis¼ szint®zissel (szintetiz§torokban), m²g a hosszabb DNS vagy 

RNS pr·b§kat enzimatikus ¼ton §ll²tunk elŖ. Az egyik lehetŖs®g a DNS molekula v®gjelºl®se. Az 5ô-

v®gjelºl®s®hez k®t enzimre van sz¿ks®g. Alkalikus foszfat§zzal elt§vol²tjuk a foszf§t-csoportot, majd 

polinukleotid-kin§z seg²ts®g®vel ATP-bŖl izot·p jelºlt foszf§t-csoport (g-foszf§t jelºlt!) ®p²thetŖ be a DNS 

5ô-v®g®re. A 3ô-v®gjelºl®shez a DNS-polimer§zok 3ô5ô exonukle§z aktivit§s§t haszn§ljuk ki. A 

Ăvisszar§gottò sz§lhoz a polimer§z aktivit§s r®v®n dNTP-bŖl izot·p vagy fluoreszcens jel ®p¿l be a 3ô-v®g 

kºzel®be. Ebben az esetben §ltal§ban jelºlt dCTP-t haszn§lnak (enn®l a m·dszern®l az Ŭ-foszf§tot kell 

jelºlni!). K®sz²thetn¿nk enzimatikusan random DNS pr·b§kat ¼gy is, hogy DNS-polimer§z seg²ts®g®vel 
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dCTP-bŖl ®p¿l be a jel az ¼jonnan szintetiz§lt l§ncba. Ugyanezen az elven RNS-polimer§zzal DNS-

templ§tr·l jelºlt RNS-pr·b§k is elŖ§ll²that·k in vitro transzkripci·val. 

 

MegjegyzendŖ, hogy l®teznek szintetikus ¼n. peptid-nukleinsav (PNA) pr·b§k is, amelyekben a 

cukorfoszf§t gerinc ®s a foszfodi®szter kºt®sek helyett poli N-(2-aminoetil)-glicin v§z tal§lhat· ®s a b§zisok 

ehhez metil®n-karbonil csoporton kereszt¿l kapcsol·dnak (a b§zisok t§vols§ga megegyezik a 

foszf§tgerinchez kapcsol·d· b§zisok t§vols§g§val, teh§t a PNA is tud b§zisp§rosodni egy komplementer 

l§nccal). Egy PNA r®szlet®t a 4.10. §bra mutatja be. 

 

 

4.10. §bra: Egy peptid-nukleinsav r®szlete 

 

 

4.1.3.2. Southern-blot (lenyomat) technika ®s az RFLP m·dszer 
 

A Southern-blot (magyarul lenyomat) technika speci§lis DNS szakaszok kimutat§s§ra szolg§l egy 

komplex DNS mint§ban. P®ld§ul egy adott g®n jelenl®t®t tudjuk vizsg§lni k¿lºnbºzŖ fajok teljes 

genomj§ban. Ezzel a technik§val a g®n m®ret vagy szerkezetbeli megv§ltoz§sa is kimutathat·. A 

Ălenyomatraò az®rt van sz¿ks®g¿nk, mivel a g®lbŖl a DNS diff¼zi·val az oldatba ker¿lne a hibridiz§l§s 

sor§n, m§sr®szt a g®l tºr®keny ®s nehezen kezelhetŖ. 

 

A Southern-blot kivitelez®sekor elŖszºr a nagyobb m®retŤ DNS molekul§t, ak§r egy teljes genomot, 

restrikci·s endonukle§zokkal kisebb darabokra has²tunk, majd agar·z g®lben futtatjuk a mint§t. A 

hibridiz§ci· miatt egysz§l¼ DNS molekul§kra van sz¿ks®g¿nk, ez®rt NaOH seg²ts®g®vel denatur§ljuk a 

kettŖs sz§lat, majd K-acet§ttal semleges²tj¿k. A g®lt elektrolit oldatba helyezz¿k (ami lehet egy szivacs, 

vagy a blottol· folyad®kkal §titatott szŤrŖpap²r), ®s a tetej®re sim²tjuk a nitrocellul·z- vagy 

nylonmembr§nt. A membr§n fºl® tov§bbi nedvsz²v· anyagot (pl. szŤrŖpap²r) r®tegez¿nk. A kapill§rishat§s 

miatt a DNS-molekul§k a g®lbŖl a membr§nba v§ndorolnak. A membr§n csak az egysz§l¼ DNS-eket kºti 

meg ugyanabban a poz²ci·ban, ahogyan azok eredetileg a g®lben elhelyezkedtek (ld. 4.11. §bra). A 

nitrocellul·z membr§n eset®ben sz§raz hŖkezel®ssel (60-100ÁC-os v§kuumban), a nylonmembr§n eset®ben 

pedig UV-kezel®ssel kovalensen hozz§kºtj¿k a DNS-t a membr§nhoz. Ezt kºveti a hibridiz§ci·s pr·b§val 

tºrt®nŖ inkub§l§s. Majd a membr§nr·l lemossuk a nem kºtŖdºtt nukleinsav pr·b§kat ®s rºntgenfilmen 

autoradiogr§fi§val, fluorom®terrel vagy fotom®terrel detekt§ljuk a jelet (a pr·ba jelºl®s®tŖl f¿ggŖen).  

 

Radioakt²v pr·ba eset®n elŖh²v§skor a membr§nra egyszerŤen egy rºntgenfilmet helyez¿nk, ®s ahol a pr·ba 

hozz§kºtŖdºtt a mint§hoz, elfeketedik a film. Ezek a sºt®t s§vok tºk®letesen egybeesnek a hibridiz§lt, azaz 

azonos²tani k²v§nt DNS s§vj§val. Ma m§r elterjedtek az olyan elj§r§sok is (az ¼n. foszfo-image screen), ahol 

a radioakt²v jelet kºzvetlen¿l digit§lis jell® lehet alak²tani. A radioaktivit§s haszn§lata a sug§rz§s 

vesz®lyess®ge miatt ma m§r kev®sb® haszn§latos. A detekt§l§s tºrt®nhet m®g kolorimetri§val, amikor a 
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pr·b§n valamilyen fest®kanyag tal§lhat·, amely enzim (pl. alkalikus foszfat§z, peroxid§z) jelenl®t®ben 

oldhatatlan sz²nes csapad®kk§ alakul, ®s megfesti a membr§nt. Ez szabad szemmel is j·l l§that·. Egy m§sik 

nem izot·pos detekt§l§si m·d a fluoreszcens kimutat§s, amikor biotin§lt pr·b§t alkalmazunk, ®s a 

membr§nt fluoreszcens reagenssel jelºlt avidinnel vagy sztreptavidinnel kezelj¿k, majd fluorimetri§val 

detekt§ljuk. Manaps§g j·val elterjedtebb ®s kºzkedveltebb a kemilumineszcenci§n alapul· elŖh²v§s (ECL: 

Enhanced Chemiluminescence: megnºvelt kemilumineszcencia). Enn®l a m·dszern®l a pr·b§ra kovalensen 

valamilyen enzimet, §ltal§ban torma-peroxid§zt konjug§lnak. Ezut§n a membr§nt olyan anyaggal kezelj¿k, 

ami a torma-peroxid§z szubsztr§tj§t, leggyakrabban luminolt tartalmaz. Az oxid§ci· sor§n, hidrog®n-peroxid 

jelenl®t®ben, a luminol gerjesztett §llapotba ker¿l, ®s egy fotont bocs§t ki, amit megfelelŖ detektorral vagy 

rºntgenfilmen azonos²thatunk. Fenol v§zzal rendelkezŖ molekul§k jelenl®t®ben a f®nykibocs§t§s ak§r 1000-

szeres®re is nºvelhetŖ. EttŖl lesz Ămegnºveltò kemilumineszcencia az elj§r§s. 

 

 

4.11. §bra: Southern-blot (lenyomat) technika. A g®lben l®vŖ DNS-t nitrocellul·z vagy nylon membr§nra 

transzfer§ljuk, ²gy az elv§lasztott DNS mint§zat§nak replik§j§t kapjuk. A transzfer §ltal§ban egy szivacson kereszt¿l 

tºrt®nik, amit egy puffer tart§lyba helyez¿nk. A g®lt ®s a membr§nt a szivacsra tessz¿k, fºl® pedig vastag r®tegben 

szŤrŖpap²rt helyez¿nk, hogy felsz²vja a puffert a szivacson, g®len ®s membr§non kereszt¿l. Ez§ltal a DNS a g®lbŖl a 

membr§nba v§ndorol, ®s erŖsen immobiliz§l·dik. 

 

Southern-blot technika seg²ts®g®vel analiz§ljuk az RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism: 

restrikci·s fragmentum hossz polimorfizmus) m·dszer alkalmaz§sa sor§n kapott DNS fragmentumokat 

is. Az RFLP m·dszer l®nyege, hogy homol·g DNS molekul§k vari§ci·ira (SNP: single nucleotide 

polymorphism, kiejtve Ăsznipò) vil§g²that r§. Az elj§r§s sor§n teljes genomb·l indulunk ki, melyet restrikci·s 

endonukle§zokkal kezel¿nk. Az k¿lºnbºzŖ endonukle§zok (ld. 3.2.1.2. fejezet) elt®rŖ DNS szakaszokat 

ismernek fel. Az endonukle§zos kezel®s ut§n kapott DNS fragmentumok sz§ma az enzim §ltal felismert 

szekvenci§k sz§m§t·l, m®rete pedig ezek t§vols§g§t·l f¿gg. A restrikci·s fragmentumokat ezt kºvetŖen 

g®lelektrofor®zissel szepar§ljuk, ®s Southern-blot hibridiz§ci·val detekt§ljuk. RFLP abban az esetben 

jelenik meg, ha a vizsg§lt DNS sz§lon tal§lhat· inszerci·, del®ci· vagy SNP egy megl®vŖ restrikci·s helyet 

tºnkretesz vagy egy ¼jat hoz l®tre. Ilyenkor g®lelektrofor®zissel elt®rŖ hossz¼s§g¼ DNS fragmentumokat 

kapunk. Az RFLP anal²zis volt az elsŖ DNS Ăujjlenyomatotò felt®rk®pezŖ, sz®les kºrŤen elterjedt technika 

(DNA profiling, DNS tipiz§l§s), amelyet bevezettek az igazs§g¿gyi orvostani ®s a b²r·s§gi gyakorlatba is. 

Az RFLP technika nagyon fontos eszkºz volt a genomok fizikai felt®rk®pez®s®ben, k¿lºnbºzŖ mut§ci·k 

kimutat§s§ban. Ezzel a m·dszerrel k¿lºnbºzŖ betegs®gek, vagy az azokra val· hajlam is kimutathat·.  

 

A 4.12. §bran egy bŤnt®ny elkºvetŖj®nek Southern-blot m·dszerrel elŖ§ll²tott RFLP mint§zat alapj§n 

tºrt®nŖ azonos²t§s§t mutatjuk be. Ezt az alkalmaz§st Alec Jeffrey vezette be a gyakorlatba az 1980-as ®vek 

kºzep®n (a szexu§lis-ind²ttat§s¼ gyilkoss§g elkºvetŖj®t a b²r·s§g a DNS ujjlenyomat alapj§n 1992-ben 

®letfogytiglani bºrtºnb¿ntet®sre ²t®lte ï ez volt a b²r·s§gi gyakorlatban az elsŖ eset, ahol g®ntechnol·giai 

bizony²t®k alapj§n sz¿letett meg az ²t®let). 
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4.12. §bra: RFLP, mint DNS ujjlenyomat elŖ§ll²t§sa. Az elj§r§s sor§n az egy®nekbŖl vett DNS mint§t restrikci·s 

endonukle§zokkal em®sztik, g®lelektrofor®zissel elv§lasztj§k, majd Southern-blot hibridiz§l§ssal §ll²tj§k elŖ a DNS 

ujjlenyomatot, amellyel ak§r egy bŤnt®ny elkºvetŖj®t is azonos²tani lehet (ld. a bemutatott §br§t). 

 

 

4.1.3.3. Northern-blot 
 

A Southern-blottal rokon technika a Northern-blot, csak ebben az esetben DNS helyett RNS molekul§kat 

analiz§lunk. Ez az elj§r§s j·val nagyobb elŖvigy§zatoss§got ig®nyel, mivel az RNS rendk²v¿l boml®kony. 

Ez®rt minden oldatot ®s eszkºzt RN-§z mentes²teni kell. Seg²ts®g®vel meg§llap²that· egy adott sejt 

pillanatnyi g®nexpresszi·s §llapota ®s annak v§ltoz§sa p®ld§ul differenci§l·d§s sor§n vagy patol·gi§s 

esetekben. Az izol§lt mRNS mint§t agar·z g®len v§lasztjuk el, de a g®l formaldehidet vagy gliox§lt is 

tartalmaz, amelyek denatur§lj§k az RNS-t, megsz¿ntetik az esetleges m§sodlagos szerkezeti elemeit. Kisebb 

m®retŤ RNS molekul§k eset®n (pl. siRNS, miRNS) ure§t tartalmaz· poliakrilamid g®lt alkalmaznak a 

tºk®letesebb elv§laszt§s ®rdek®ben. Az ²gy elv§lasztott RNS-t tartalmaz· g®lt nylon membr§nra blottolj§k a 

Southern-blothoz hasonl· m·don. A blottol§s ut§n az RNS membr§nhoz rºgz²t®s®t UV keresztkºt®ssel 

v®gzik. A hibridiz§ci· kºr¿lm®nyeit a kimutatand· RNS, a haszn§lt pr·ba (v®gjelºlt oligonukleotid, random 

jelºlt DNS vagy RNS pr·ba) ®s a haszn§lt hibridiz§ci·s puffer egy¿ttesen hat§rozz§k meg. A kapott jelet a 

Southern blottn§l le²rtakhoz hasonl·an h²vhatjuk elŖ. A haszn§lt radioakt²v pr·ba megfelelŖ kºr¿lm®nyek 

kºzºtt (alacsony s·koncentr§ci·, magas hŖm®rs®klet) a membr§nr·l lemoshat·. Az ²gy ĂlefŖzºttò membr§n 

RNS-eket detekt§l· ¼j radioakt²v pr·b§val ¼jrahibridiz§lhat·. 

 

 

4.1.3.4. In situ hibridiz§ci·, kariotipiz§l§s 
 

Az in situ hibridiz§ci·s elj§r§s sor§n, sejten, szºveten bel¿l tudunk komplementer nukleotid szakaszokat 

hibridiz§ltatni jelºlt pr·b§kkal. Az in situ DNS hibridiz§l§s §ltal§ban a kromosz·ma strukt¼r§k 

megfigyel®s®re haszn§latos m·dszer, m²g az in situ RNS hibridiz§l§ssal az adott szºvetben expressz§l· 

mRNS-eket, illetve miRNS-eket tudjuk kimutatni mikroszkopikus metszeteken Az egyik legelterjedtebb 

v§ltozata ennek a technik§nak a fluoreszcens in situ hibridiz§ci· (FISH), amellyel a genom egy-egy 
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kisebb szakasz§t lehet megjelen²teni. A FISH technik§k fejlŖd®s®vel, nagy pontoss§ggal ®s biztons§ggal 

lehet citogenetikai diagn·zisokat fel§ll²tani, tumoros sejteket azonos²tani. A k¿lºnbºzŖ m®retŤ ®s t²pus¼ 

DNS szakaszok kimutat§s§hoz tºbbf®le pr·ba §ll rendelkez®sre. A pr·b§kat egy hapt®nnel (pl. biotin, 

digoxigenin, ºsztradiol) jelºlik, amelyhez k¿lºnbºzŖ fluorokr·mok (pl. FITC, rodamin) kapcsol·dnak. 

Teljes hossz¼s§g¼ kromosz·m§k kimutat§s§hoz az ¼n. painting pr·b§k alkalmasak. Ha a pr·b§kat elt®rŖ 

sz²nŤ fluorokr·mmal jelºlik, akkor a k¿lºnbºzŖ kromosz·m§k m§s-m§s sz²nnel fognak vil§g²tani. Az ¼n. 

mulitplex-FISH (M-FISH) technik§val egyidejŤleg jelºlhetŖ az ºsszes kromosz·ma (ld. 4.13. §bra), ®s 

ez§ltal sokf®le DNS §trendezŖd®s kºzvetlen¿l kimutathat·v§ v§lik.  

 

 

4.13. §bra: Multiplex -FISH. A hum§n kromosz·m§kat k¿lºnbºzŖ fluoreszcens fest®kkel jelºlt®k (forr§s: 

JackeyCheng.com) 

 

A kromosz·m§k telomer ®s centromer r®gi·iban egy adott kromosz·m§ra jellemezŖ ism®tlŖdŖ szakaszok 

tal§lhat·k, ²gy ezekre a szekvenci§kra tal§lt§k ki a repetit²v pr·b§kat. Ezek a pr·b§k fŖk®nt a kromosz·m§k 

sz§mbeli elt®r®seinek kimutat§s§ra alkalmasak. A g®nspecifikus ®s tºr®spont-specifikus pr·b§kkal speci§lis, 

rºvidebb szakaszok jelenl®t®t, hi§ny§t vagy strukt¼r§j§t lehet felt®rk®pezni. A FISH-sel elŖ§ll²tott jel 

mikroszk·pban is megfigyelhetŖ. Azonban a detekt§l§s leg®rz®kenyebb m·dja ¼n. CCD kamer§kkal 

tºrt®nik. Ez a kamera -20ÁC-on olyan fluoreszcens jeleket is ®rz®kel, amelyre az emberi szem m§r nem 

k®pes. A FISH felbont§si k®pess®ge 50 kbp-t·l 2 Mbp-ig terjed, a DNS kondenz§lts§g§t·l f¿ggŖen. (A FISH 

m·dszerrŖl m®g ld. 18.2. anim§ci·.) 

 

 

4.1.3.5. DNS-chip (microarray) technika 
 

A hibridiz§ci·s technik§k leg¼jabb v§ltozata a DNS-chip vagy microarray. Egy kis m®retŤ (1-2 cm
2
) 

szil§rd hordoz· (pl. szilikon, ¿veg) fel¿let®re szab§lyos elrendez®sben tºbb 10000, elt®rŖ szekvenci§j¼ 

DNS pr·b§t rºgz²tenek kovalensen. Ez tºrt®nhet pl. epoxi- vagy amino szil§nnal, de gyakoribb a 

fotolitogr§fi§s elj§r§ssal tºrt®nŖ in situ szint®zis (oligonukleotid pr·b§k eset®n). A chipen 1 pont kb. 1 pm·l 

mennyis®gŤ DNS-t tartalmaz. A pr·b§k 20-5000 nukleotid hossz¼s§g¼ak, g®nekre vagy cDNS-ekre 

specifikus oligonukleotidok vagy in vitro szintetiz§lt DNS-fragmentumok. Az elj§r§s l®nyege, hogy 

mikroszk·p seg²ts®g®vel detekt§ljuk azokat a pr·b§kat a chipen, amelyekkel komplementer DNS vagy RNS 

van jelen a mint§ban. A klasszikus, az elŖzŖ alfejezetekben ismertetett hibridiz§ci·s m·dszerekhez k®pest a 

chip technol·gi§n§l megfordult a pr·ba ®s a minta viszonya: itt a pr·b§t, m²g az elŖzŖ m·dszerekn®l a 

mint§t immobiliz§lj§k (blottol§ssal). 

 

A chipekhez haszn§latos cDNS mint§k §ltal§ban ¼gy k®sz¿lnek, hogy a vizsg§lni k²v§nt szºvetet vagy 

sejtkult¼r§t felt§rj§k, ®s kivonj§k az mRNS-t, amibŖl reverz transzkript§zzal cDNS-t szintetiz§lnak. Ez a 

mennyis®gŤ cDNS azonban nagyon kev®s lenne a tov§bbi munk§khoz. Ez®rt PCR reakci·val, fluoreszcens 

m·don jelºlt primerek seg²ts®g®vel (pl. Cy5: vºrºs; Cy3: zºld) sokszoros²tj§k a target DNS sz§lakat, majd 

ezt a cDNS-t tartalmaz· oldatot inkub§lj§k a chipen. A nem kºtŖdºtt DNS darabokat lemoss§k, ®s a chipet 

§ltal§ban egy speci§lis fluoreszcens elŖh²v· k®sz¿l®kkel (chip reader) vizsg§lj§k. A chip pontjai §ltal 
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kibocs§tott f®ny sz²n®t ®s intenzit§s§t detekt§lj§k. A kapott k®pet sz§m²t·g®pes programok seg²ts®g®vel 

elemezik; ºsszehasonl²tj§k a k¿lºnbºzŖ mint§k hibridiz§ci·s ®rt®keit, ²gy egy adott kezel®sre tºrt®nŖ 

expresszi·s v§ltoz§sokhoz olyan sz§mok rendelhetŖek, melyek a relat²v expresszi·t fejezik ki. A ki®rt®kel®s 

r®szleteire ebben a jegyzetben nem t®r¿nk ki.  

 

A DNS microarray m·dszert sz®leskºrŤen alkalmazz§k a funkcion§lis genomik§ban; g®nexpresszi·s 

v§ltoz§sokat, valamint az SNP-ktŖl kezdve a teljes genomot §tfog· genetikai k¿lºnbs®geket lehet a 

m·dszerrel analiz§lni. Tov§bbi ®rdekess®geket a m·dszer alkalmaz§s§r·l itt olvashatnak. . (A DNS 

microarray-rŖl m®g ld. 18.3. anim§ci·.) 

 

Egy g®n-chipet ®s egy expresszi·s ºsszehasonl²t· vizsg§lat s®m§j§t a 4.14. §bra mutatja be. 

 

  

4.14. §bra: G®n-chip (az Affimetryx biotechnol·giai c®g term®ke). A bemutatott k®t chip-en egyidejŤleg tºbb mint 

40.000 hum§n (bal) ®s eg®r (jobb) transzkriptumot lehet analiz§lni. Az mRNS-eket a chip-en in situ fotolitogr§fi§val 

szintetiz§lt specifikus komplementer DNS pr·b§k reprezent§lj§k (bal) (forr§s: Wikipedia, GNU Free Documentation 

License). ¥sszehasonl²t· g®nexpresszi·s vizsg§lat (r§kos ®s eg®szs®ges sejt) hibridiz§ci·s chipen (jobb) 

  

 

 

4.2. Rekombin§ns konstrukci·k tervez®se 
 

A rekombin§ns DNS molekula egy olyan mesters®ges konstrukci·, amely k®t (vagy tºbb) DNS 

molekul§b·l §ll²that· ºssze. Az egyik maga a vizsg§lni k²v§nt DNS szekvencia, a m§sik a hordoz· DNS, 

amely lehetŖv® teszi a replik§ci·t (®s egyes esetekben a g®nexpresszi·t is). Teh§t ha egy idegen DNS 

darabot (inszert) egy replik§l·dni k®pes DNS szekvenci§val (vektor) kapcsolunk ºssze kovalensen, ®s 

bejuttatjuk egy, a vektornak megfelelŖ gazdasejtbe, akkor az idegen szekvencia is le fog m§sol·dni. A 

http://www.nature.com/scitable/topicpage/genetic-diagnosis-dna-microarrays-and-cancer-1017
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rekombin§ns DNS-ek nem csak a vektor replikonj§nak megfelelŖ gazdasejtekbe, de ak§r teljes 

organizmusokba is bejuttathat·k. Az ut·bbi esetben genetikailag m·dos²tott ®lŖl®nyt (GMO) hozunk l®tre 

(ld. 15. fejezet). 

 

Ebben az alfejezetben a molekul§ris kl·noz§shoz sz¿ks®ges rekombin§ns DNS elk®sz²t®s®nek fŖ l®p®seirŖl, 

a konstrukci·k tervez®s®rŖl lesz sz·. Honnan sz§rmazhat, ®s hogyan §ll²tjuk elŖ a vizsg§land· DNS 

fragmentumot, az inszertet ®s a hordoz· DNS-t, a vektort. R®szletezz¿k az inszert ®s a vektor 

endonukle§zokkal tºrt®nŖ has²t§s§t; az inszert ®s a vektor lig§l§s§t, a rekombin§ns DNS-t tartalmaz· 

gazdasejtek szelekt§l§si lehetŖs®geit ®s v®g¿l a rekombin§ns DNS szekvenci§j§nak ellenŖrz®si m·dszereit. 

 

 

4.2.1. Az inszert elŖ§ll²t§sa 
 

A rekombin§ns DNS tervez®s®nek elsŖ l®p®se, hogy kiv§lasztjuk a vizsg§land· DNS szakaszt. Amennyiben 

a vizsg§land· DNS szekvenci§ja nem ismert, mert p®ld§ul egy kor§bban nem kutatott ®lŖl®ny specifikus 

funkci·j§®rt felelŖs g®nj®t keress¿k, val·sz²nŤleg genomi§lis vagy cDNS kºnyvt§rat kell l®trehoznunk (ld. 

8. fejezet). B§r manaps§g technikailag jelentŖsen kisebb kih²v§s egy ilyen munka, mint egy ®vtizeddel 

ezelŖtt, komoly idŖ ®s p®nz r§ford²t§ssal kell sz§molnunk. JelentŖsen egyszerŤbb a helyzet, ha olyan ®lŖl®ny 

DNS-®rŖl van sz·, amely genomj§t m§r szekven§lt§k (ld. 9. fejezet), teh§t az adott DNS szakaszok 

szekvenci§ja ismert. Ekkor a kiindul§si szekvencia inform§ci·t DNS adatb§zisokban tal§ljuk meg (ld. 

10.1.2. fejezet). H§rom lehetŖs®g §ll elŖtt¿nk. Az elsŖ, hogy mi elŖ§ll²thatjuk az inszertet, amennyiben 

rendelkez®s¿nkre §ll genomi§lis DNS vagy RNS minta a megfelelŖ szervezetbŖl vagy szºvetbŖl. A m§sodik 

lehetŖs®g, hogy szintetiz§ltatjuk az inszertet, ami m§ra, b§r m®g mindig el®g dr§ga szolg§ltat§s, az elŖnyei 

miatt (minim§lis munka ®s idŖr§ford²t§s) egyre elterjedtebb. A harmadik eset a legolcs·bb v§ltozat, amikor 

egy kl·n adatb§zisb·l szerezz¿k be a benn¿nket ®rdeklŖ inszertet tartalmaz· k®sz rekombin§ns DNS-t (ilyen 

Ăkl·nmegoszt·ò szolg§ltat§s p®ld§ul az Addgene, amelybe b§rki beteheti az §ltala elk®sz²tett konstrukci·t, s 

azt b§rki megkaphatja, csak a sz§ll²t§si kºlts®get kell kifizetnie). Ebben az esetben a rekombin§ns DNS-bŖl 

restrikci·s enzimekkel kºzvetlen¿l kiv§ghatjuk, vagy PCR seg²ts®g®vel (ld. 6.4.1. fejezet) 

Ăszubkl·nozhatjukò az inszertet. 

 

Az inszert elŖ§ll²t§sa att·l is f¿gg, hogy egy g®nt, g®n fragmentumot vagy cDNS-t akarunk kl·nozni. A 

cDNS (complementary, azaz komplementer DNS) az mRNS-rŖl reverz transzkript§z enzimmel k®sz²tett 

m§solat. Ez ut·bbira akkor van sz¿ks®g¿nk, ha vagy cDNS kºnyvt§rat akarunk elŖ§ll²tani (ld. 8.3. fejezet) 

vagy expresszi·s konstrukci·t akarunk elŖ§ll²tani, azaz a rekombin§ns feh®rje a vizsg§latunk t§rgya (ld. 12. 

®s 13. fejezet). Fontos eml®keztetn¿nk r§, hogy az eukari·t§ban a g®nek §ltal§ban intronokat is 

tartalmaznak, azaz a g®n §ltal k·dolt mRNS szekvencia nem egyezik meg a g®n DNS szekvenci§j§val, ami 

t®nyt figyelembe kell venn¿nk a DNS konstrukci·k tervez®sekor. 

 

 

4.2.1.1. Genomi§lis DNS inszert 
 

Ha a g®nnel akarunk dolgozni, akkor vagy az adott faj genomi§lis kºnyvt§r§ra van sz¿ks®g¿nk vagy 

genomi§lis DNS-t kell izol§lnunk. A genomi§lis kºnyvt§rb·l kikereshetj¿k a benn¿nket ®rdeklŖ kl·nt 

valamilyen hibridiz§ci·s elj§r§ssal (kol·nia- vagy plakk-hibridiz§ci·; ld. 8.2. fejezet), de ma m§r sokkal 

egyszerŤbb k®t specifikus primer seg²ts®g®vel a specifikus DNS-t g®nkºnyvt§rb·l vagy az §ltalunk izol§lt 

genomi§lis DNS-bŖl sz§rmaz· templ§tr·l PCR-rel amplifik§lni (ld.6. fejezet). A PCR primerek 5ô v®g®be 

be®p²thet¿nk restrikci·s endonukle§z felismerŖhelyeket, ²gy a kl·noz§s a tov§bbiakban egy l®p®sben 

megval·s²that· lesz (ld. 6.4. §bra a 6.4.1. fejezetben) 

 

Ahogy kor§bban m§r bemutattuk, a legc®lravezetŖbb kl·noz§si strat®gia a direkcion§lis kl·noz§s (ld. 2.2. 

fejezet). A PCR-t kºvetŖen agar·z g®lben futtatjuk a mint§t, ®s izol§ljuk a DNS term®ket, ha az a DNS 

l®tr§hoz viszony²tva a megfelelŖ m®retŤ. Az izol§l§st kºvetŖen olyan restrikci·s endonukle§zokkal has²tjuk 

az inszertet, amelyek felismerŖ hely®t a primerekkel be®p²tett¿k az amplifik§lt DNS-be. Az inszert¿nk a 

has²t§st kºvetŖen ragad·s v®gŤ lesz, azaz egy komplementer szekvenci§j¼, ragad·s v®gŤ DNS darabbal 

http://www.addgene.org/
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ºssze tud tapadni (lehets®ges tompa v®get eredm®nyezŖ restrikci·s enzimet is haszn§lni, de a tompa-v®gŤ 

DNS-ek lig§l§sa, mint az kor§bban m§r eml²tett¿k, nehezebb feladat). V®g¿l ¼jb·l megtiszt²tjuk a DNS- egy 

szilika oszlopon, hogy elv§lasszuk az enzimektŖl ®s apr· nukleotid tºrmel®ktŖl, ®s ezzel elk®sz²tett¿k a 

lig§l§sra k®sz inszertet.  

 

 

4.2.1.2. mRNS izol§l§s ®s cDNS inszert 
 

Amennyiben a g®n §ltal k·dolt feh®rje a vizsg§lataink t§rgya, akkor az esetek tºbbs®g®ben csak cDNS 

szint®zis vagy esetleg szintetikus DNS jºhet sz·ba. Kiv®tel, ha be tudunk szerezni (vagy mi k®sz²t¿nk) egy 

cDNS kºnyvt§rat, amibŖl vagy expresszi·s szkr²nel®ssel keress¿k meg a szekvenci§nkat tartalmaz· kl·nt 

(ld. 8.3. fejezet) vagy PCR-rel §ll²tjuk elŖ az inszertet.  

 

Ha cDNS-t akarunk elŖ§ll²tani, tudnunk kell, hogy milyen sejtekben, szºvetekben expressz§l·dik nagyobb 

mennyis®gben az adott mRNS. Kiv§lasztjuk a megfelelŖ szºvetet vagy sejtkult¼r§t, amibŖl elŖszºr tot§l 

RNS-t izol§lunk. Az RNS izol§l§sra sz§mtalan m·dszer ®s kit §ll rendelkez®sre, amelyek kºz¿l itt csak egy 

klasszikus m·dszert eml²t¿nk. Enn®l a m·dszern®l az RNS izol§l§s sor§n egy l®p®sben tºrt®nik a sejtfelt§r§s 

®s a szerves-vizes f§zis alap¼ extrakci· guanidium izotiocian§t-fenol-kloroform oldattal. A vizes f§zis 

tartalmazza a tot§l RNS-t, amit DN-§zzal kell kezelni a kromoszom§lis DNS szennyez®s elt§vol²t§sa 

®rdek®ben. Ha cDNS kºnyvt§rk®sz²t®s a c®lunk, a tot§l RNS-bŖl mRNS-t kell izol§lni, ami neh®z feladatnak 

tŤnik, mivel az mRNS a sejt teljes RNS k®szlet®nek csak n®h§ny sz§zal®ka. Azonban, legal§bbis az 

eukari·ta mRNS-eknek van egy tulajdons§ga, a poli-A farok, amelyet kihaszn§lhatunk egy egyl®p®ses 

affinit§s kromatogr§fi§s tiszt²t§si elj§r§shoz. Oligodezoxitimidint (oligo-dT) kºt¿nk kovalensen egy 

sz®nhidr§t m§trixhoz (pl. oligo-dT cellul·z), s a teljes RNS k®szletbŖl csak az mRNS-ek kºtŖdnek az 

oszlophoz. A cDNS-t reverz transzkript§z enzimmel (ld. 3.1.5. fejezet) §ll²tjuk elŖ, oligo-dT primert 

alkalmazva.  

 

Amennyiben egy expresszi·s konstrukci· elk®sz²t®se a c®l, kºzvetlen¿l a tot§l RNS-rŖl is ²rhatunk §t cDNS-

t amelyet PCR-rel sokszoros²thatunk (RT-PCR, ld. 6.4.4. fejezet). A PCR-hez ebben az esetben is olyan 

primereket c®lszerŤ tervezni, amelyek a tapad· r®gi·n k²v¿l tartalmaznak egy restrikci·s endonukle§z 

felismerŖhelyet az 5ô t¼lny¼l· v®g¿kºn.  

 

 

4.2.2. A vektor elŖk®sz²t®se 
 

Nagyon sokf®le kl·noz· ®s expresszi·s vektor §ll rendelkez®s¿nkre. Fontos tudnunk, hogy Ăcsakò kl·nozni 

akarunk E. coli sejtekben vagy m§s gazdasejttel is dolgozni akarunk, mivel a vektorok replikonjai 

specifikusak a gazdasejtekre. Amennyiben a rekombin§ns DNS konstrukci·nkat tºbb gazd§ba is be akarjuk 

juttatni, akkor bin§ris (shuttle: Ăing§z·ò) vektort kell haszn§lnunk, ami k®t gazd§ban is k®pes replik§l·dni. 

Figyelembe kell venni a rendelkez®sre §ll· kl·noz·helyeket, a szelekci·s markereket, esetleg tov§bbi 

szab§lyoz· elemek jelenl®t®t vagy hi§ny§t az alkalmazni k²v§nt vektorban. A c®ljainknak legmegfelelŖbb 

vektort kiv§lasztjuk (ld. 7. fejezet), a vektor DNS-t felszapor²tjuk ®s elŖk®sz²tj¿k az inszert befogad§s§ra.  

 

Az ¿res, vagyis inszertet m®g nem tartalmaz· vektorb·l nagyobb mennyis®gre van sz¿ks®g¿nk. Ehhez E.coli 

bakt®riumokba transzform§lunk egy kis mennyis®gŤ DNS-t, majd miniprepet k®sz²t¿nk (ld. 4.1.1.2.). A 

vektor DNS-t ezut§n az inszert k®sz²t®sekor haszn§lt restrikci·s endonukle§zokkal has²tjuk (pl. itt is BamHI 

®s XhoI), ²gy az is ragad·s v®gŤ lesz, komplementer az inszert DNS 5ô- ®s 3ô-v®g®vel. Ezzel a vektor is 

k®szen §ll a m§r eml²tett direkcion§lis kl·noz§sra. Ha csak egyfajta restrikci·s endonukle§zzal has²tunk, 

fenn§ll a vesz®lye a vektor ºnz§r·d§s§nak vagy konkatamerek k®pzŖd®s®nek. Ez®rt a has²tott vektort 

alkalikus foszfat§zzal (CIAP) kezelj¿k, ami elt§vol²tja a lineariz§lt vektor DNS 5ô-v®g®rŖl a foszf§t 

csoportot (ezzel megakad§lyozhatjuk a vektor-ºnz§r·d§st). A vektort ezt kºvetŖen g®lbŖl izol§ljuk (ld. 

4.1.2.4. fejezet). 
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4.2.3. Lig§l§s 
 

A lig§l§s az a folyamat, melynek sor§n k®t kompatibilis, ragad·s vagy tompa v®gŤ DNS molekul§t 

ºsszekapcsolunk. Ezzel a l®p®ssel ®p²tj¿k be a vizsg§lni k²v§nt DNS szekvenci§t, az inszertet a vektorba. A 

lig§l§s kºr¿lm®nyeit gondosan kell megv§lasztani, hogy sikeres legyen. ElŖszºr meg kell bizonyosodnunk 

arr·l, milyen koncentr§ci·j¼ az inszert ®s vektor DNS oldatunk.  

 

Elvileg megbecs¿lhetŖ, hogy milyen val·sz²nŤs®ggel jºnnek l®tre rekombin§ns molekul§k, ha egyf®le 

enzimmel nyitottuk fel a cirkul§ris vektort ®s ugyanazok a ragad·s v®gek tal§lhat·k az inszert¿nk k®t v®g®n. 

Az ¼n. effekt²v v®gkoncentr§ci· kisz§molhat·:  

j = 51,1 x [Ms]
İ
 

 

(Ms: molekulatºmeg; teh§t pl. egy lineariz§lt pBR322 f§g j ®rt®ke 32 ɛg/ml). Ha a vektor koncentr§ci·ja 

j·val kisebb, mint az effekt²v koncentr§ci· (c<<j), akkor a cirkulariz§ci· ker¿l t¼ls¼lyba (azaz ¿res vektorok 

keletkeznek), ellenben ha magasabb (c>>j), akkor elsŖsorban konkatemerek jºnnek l®tre. A teoretikusan 

legtºbb rekombin§ns DNS kb. 1:2,5 vektor:inszert koncentr§ci·ar§nyn§l keletkezik, teh§t ebben az esetben 

kb. 2-3-szoros inszert felesleg jelenl®t®ben ®rdemes lig§lni. Ha a vektor ºnz§r·d§st kiv®dt¿k a 4.2.2. 

fejezetben ismertetett m·don, az inszert felesleget 3-4-szerese emelhetj¿k. 

 

A reakci· elegybe a k®t DNS-en k²v¿l a DNS-lig§z enzimet ®s puffert kell adni. Enzimk®nt leggyakrabban a 

T4 bakteriof§gb·l sz§rmaz· DNS-lig§zt haszn§ljuk, amely a foszfodi®szter kºt®s l®trehoz§s§hoz sz¿ks®ges 

energi§t ATP-bŖl nyeri (az ATP-t §ltal§ban az enzimmel egy¿tt v§s§rolt puffer tartalmazza). ElŖnye ennek 

az enzimnek az E.coli saj§t DNS-lig§z§val szemben, hogy tompa v®gŤ DNS-eket is ºssze tud lig§lni (ld. 3.3. 

fejezet). Az enzimreakci· lezajl§sa ut§n E.coli sejtekbe kell juttatnunk a cirkulariz§l·dott rekombin§ns 

DNS-t, transzform§l§ssal. Ezt kºvetŖen agar t§ptalajt tartalmaz· Petri-cs®sz®kre sz®lesztj¿k a transzform§lt 

bakt®rium kult¼r§t (kb. 200 Õl). Mivel a vektorok mindig tartalmaznak valamilyen antibiotikum 

rezisztencia g®nt, ez®rt az agarba antibiotikumot keverve szelekt§lhat·ak azok a bakt®rium sejtek, amelyek 

felvett®k a plazmidot. Mivel az ¿resen ºsszez§r·dott, inszertet nem tartalmaz·, de az antibiotikum 

rezisztencia g®nt hordoz· plazmidot tartalmaz· bakt®rium-telepek is megjelenhetnek a lemezen, a 

rekombin§ns DNS-ek kiv§laszt§s§hoz egy m§sodlagos szelekci·ra is sz¿ks®g¿nk lesz, amire p®lda a k®sŖbb 

ismertetendŖ ¼n. Ăk®k-feh®rò szelekci· (ld. 7.2.3.1. fejezet).  

 

A rekombin§ns kl·nokb·l n®h§nyat egy steril pipettahegy vagy fogpiszk§l· seg²ts®g®vel 3-5 ml-es t®rfogat¼ 

t§plevesbe oltunk. EzekbŖl miniprepet k®sz²t¿nk. A tiszt²tott rekombin§ns DNS-t nagyon fontos ¼jb·l 

ellenŖrizn¿nk, hogy val·ban tartalmazza-e a megfelelŖ inszertet. Ez®rt azzal a k®t endonukle§zzal kezelj¿k, 

amelyekkel a kl·noz§s elej®n a vektor felnyitottuk. Ha agar·z g®lben futtatjuk az em®szt®st kºvetŖen a DNS 

mint§t, akkor sikeres konstrukci· eset®n k®t DNS s§vot kell l§tnunk. Az egyik a lineariz§lt ¿res vektor, a 

m§sik pedig az inszert DNS a megfelelŖ m®retn®l. A g®len mint§t vihet¿nk fel negat²v kontrollk®nt az ¿res 

vektor k®t adott (itt BamHI ®s XhoI) restrikci·s enzimmel em®sztett elegy®bŖl, pozit²v kontrolk®nt pedig az 

izol§lt inszertbŖl is. 

 

A 4.15. §bra§n p®ldak®nt egy expresszi·s vektor konstrukci· elk®sz²t®snek s®m§j§t, fŖ l®p®seit mutatjuk be:  

 

¶ a fentieknek megfelelŖen elŖ§ll²tjuk az inszertet (ebben az esetben cDNS-t k®sz²t¿nk reverz 

transzkripci·, majd PCR seg²ts®g®vel; tov§bbi r®szletek a 6.4.4. ®s a 8.3.1. fejezetekben) 

 

¶ elŖk®sz²tj¿k a vektort (ebben az esetben egy expresszi·s vektort haszn§lunk) 

 

¶ in vitro lig§ljuk a vektort ®s inszertet 

 

¶ a rekombin§ns DNS-t gazdasejtbe juttatjuk transzform§l§ssal (ld. 4.3.1. fejezet) 

 

¶ a rekombin§ns DNS-t felvett sejteket felszapor²tjuk ®s a rekombin§ns feh®rj®t expressz§ljuk (ld. 12.2. 

fejezet). 
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4.15. §bra: Egy expresszi·s konstrukci· elk®sz²t®s®nek s®m§ja. A p®lda egy expresszi·s vektorba lig§lt cDNS 

inszert elŖ§ll²t§s§nak l®p®seit mutatja: inszert elk®sz²t®se, vektor elŖk®sz²t®se, lig§l§s, transzform§l§s, sejtnºveszt®s ®s 

feh®rje expresszi· 

 

 

4.2.4. TA/Topo-kl·noz§s 
 

A TA- vagy m§s n®ven Topo-kl·noz§s egy olyan kl·noz§si technol·gia, melynek sor§n sem DNS-lig§zra, 

sem restrikci·s endonukle§zokra nincs sz¿ks®g. A TA-kl·noz§s alapja, hogy az inszertet olyan DNS-

polimer§zzal amplifik§ljuk, aminek hi§nyzik az 5ô3ô hibajav²t· nukle§z aktivit§sa, viszont van templ§t 

f¿ggetlen polimer§z aktivit§sa (termin§lis-transzfer§z aktivit§sa) ®s meg tudja hosszabb²tani egy 

nukleotiddal a DNS sz§lak 3ô-v®g®t. Ilyen enzim a Taq-polimer§z, amely preferenci§lisan egy adenin 

nukleotidot ad hozz§ a l§ncv®gekhez. Sz¿ks®g¿nk van m®g egy speci§lis vektorra is. A TA-kl·noz· 

vektorok lineariz§lt, 3ô-t¼lny¼l· timin ragad·s v®geket tartalmaznak, amelyek b§zisp§rosodnak az inszerten 

l®vŖ 3ô-t¼lny¼l· adeninnal. A lineariz§lt vektor 3ô-v®g®hez a vakc²nia v²rus DNS-topoizomer§z I enzimet 
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kovalensen hozz§kapcsolt§k, amely elŖseg²teni a k®t DNS sz§l lig§l·d§s§t (ld. 4.16. §bra). A konstrukci·kat 

a transzform§l§st kºvetŖen itt is a k®k-feh®r szelekci· elv®n lehet szelekt§lni (ld. 7.2.3.1. fejezet).  

 

4.16. §bra: Az ¼n. TA-kl·noz§s s®m§ja. A vakc²nia v²rus DNS-topoizomer§z enzime egyar§nt funkcion§l restrikci·s 

enzimk®nt ®s lig§zk®nt. Egy speci§lis szekvenci§t ismer fel a dupla sz§l¼ DNS-en: 5Ë-CCCTT-3'. Az enzim a 

replik§ci· sor§n enn®l a szekvenci§n§l has²tja a DNS foszfodi®szter kºt®s®t az egyik sz§lon egy t¼lny¼l· timint 

hagyva, majd a szuperhelik§lis DNS fesz¿lts®ge lecsºkken, ®s az enzim ¼jra lig§lja a l§ncot a 3ô timin foszf§t 

csoportj§n§l. Az elv§gott sz§l 3ô-v®g®nek foszf§tja ®s a topoizomer§z tirozinje kºzºtt kovalens kºt®s alakul ki. Ha a 

vektort ®s az inszertet ºsszekeverj¿k, akkor a PCR term®k 5ô-v®gi OH- csoportja t§madja a foszfotirozil kºt®st, 

elŖseg²tve a lig§z reakci·t ®s a topoizomer§z lev§l§s§t. A kereskedelemben kaphat· vektorokat lineariz§lva lehet 

megv§s§rolni, topoizomer§zzal kºtve. ĉgy a vektort 5 perc alatt lig§lja a megfelelŖ kompatibilis v®gŤ PCR term®kkel. 

 

 

4.2.5. Lig§l§s-f¿ggetlen kl·noz§s 
 

Enn®l a m·dszern®l sincs sz¿ks®g DNS-lig§zra ®s restrikci·s enzimre. A m·dszer egyes DNS-polimer§zok 

(pl. T4, Pfu) 3ô5ô exonukle§z aktivit§s§ra ®p¿l, amelynek kºszºnhetŖen hossz¼, ragad·s v®gek 

keletkeznek az inszerten ®s a lineariz§lt vektoron egyar§nt. Az inszertet PCR reakci·val amplifik§ljuk. A 

primereket ¼gy kell megtervezni, hogy legal§bb 15 nukleotid hossz¼s§g¼ t¼lny¼l· v®ggel rendelkezzenek, 

melyek majd kompatibilisek lesznek a vektor t¼lny¼l· v®geivel. Az inszertet tartalmaz· vektor lig§l§s n®lk¿l 

is transzform§lhat· kompetens sejtekbe, ahol az endog®n DNS-lig§z hozza l®tre a foszfodi®szter kºt®seket. 

A primer t¼lny¼l· v®geibŖl hi§nyzik valamelyik nukleotid, pl. a dCMP. Ebben az esetben egy 3ô5ô 

exonukle§z aktivit§s¼ polimer§z dGTP jelenl®t®ben a 3ô-v®gtŖl kezdve elt§vol²tja a nukleotidokat, am²g nem 

tal§lkozik az elsŖ citozinnal a templ§ton, ahova be®p²theti a guanin nukleotidot (ld. 4.17. §bra).  

 

A vektort is hasonl· m·don kell elŖk®sz²teni, de elŖbb has²tani kell egy restrikci·s endonukle§zzal (pl. 

tompa v®get kialak²t· enzimmel), amelynek kºrnyezet®ben ugyanolyan t§vols§gra helyezkedik el az elsŖ 

gunanin nukleotid, mint az inszert eset®ben a citozin nukleotid. A vektort is kezelj¿k a 3ô5ô exonukle§z 

aktivit§s¼ polimer§zzal dCTP jelenl®t®ben, ²gy komplementer ragad·s v®get fogunk kapni. 

 



57 

 

 

4.17. §bra: A lig§l§s-f¿ggetlen kl·noz§shoz elŖk®sz²tett inszert 

 

 

4.2.6. Restrikci·s has²t§s n®lk¿li lig§l§s rekombin§ci·val (attB, attP) 
 

Ez a m·dszer a helyspecifikus rekombin§ci· elv®n alapszik, ahol a DNS szakasz kiv§g·d§s§t vagy 

be®p¿l®s®t rºvid, specifikus b§zissorrendŤ szakaszok teszik lehetŖv®. Ilyen p®ld§ul a ɚ-f§g attB ®s bakt®rium 

attP (attachment site) r®gi·i. Az inszertbe a primerrel vissz¿k be ezeket a szakaszokat. Ezt a reakci·t a 

Invitrogene c®g BP-klon§z enzime kataliz§lja (a kl·noz· rendszert Gateway-nek nevezt®k el). A Cre-Lox 

rendszerrel kºnnyed®n ki lehet alak²tani del®ci·t, inszerci·t, inverzi·t ®s transzlok§ci·t sejten bel¿l att·l 

f¿ggŖen, hogy a Lox helyek hogyan helyezkednek el. A P1 bakteriof§g Cre-rekombin§z enzime elhas²tja a 

DNS-t, ha LoxP (34 nt) felismer®si szekvenci§t tal§l, ®s rekombin§ci·t kataliz§l. Ez a m·dszer fŖleg 

transzgenikus ®lŖl®nyek l®trehoz§s§hoz haszn§latos (ld. 14.3.2. fejezet). A Gateway kl·noz§sr·l tov§bbi 

r®szleteket a 14.3.2. fejezetben olvashatnak. 

 

 

4.3. G®nbeviteli elj§r§sok 
 

A plazmid DNS bakt®rium, ®lesztŖ vagy egy®b eukari·ta (®lesztŖ, nºv®ny, §llat) sejtbe val· bejuttat§s§ra 

sz§mos lehetŖs®g §ll rendelkez®s¿nkre. Ebben a fejezetben a g®nbeviteli m·dszerek kºz¿l a bakt®rium sejtek 

transzform§l§s§t, az eukari·ta sejtek transzfekt§l§s§t, az infekci·t, az elektropor§ci·t ®s a g®npuska 

haszn§lat§t mutatjuk be.  

 

 

4.3.1. Transzform§l§s 
 

A bakt®rium sejtek k®pesek a kºrnyezetbŖl DNS molekul§k (pl. plazmid DNS) felv®tel®re. A jelens®get 

transzform§ci·nak nevezz¿k, s ez a horizont§lis g®ntranszfer egyik form§ja (ld. 1.1.2. fejezet). A 

g®ntechnol·gi§ban a transzform§ci· a rekombin§ns DNS bakt®rium sejtbe juttat§s§nak egyik 

leg§ltal§nosabban haszn§lt m·dja. A sikeres g®nbevitelhez elŖszºr ¼n. kompetens sejteket kell 

l®trehoznunk (az a sejt kompetens, amelyik k®pes a kºrnyezet®bŖl DNS-t felvenni). Mivel az E. coli sejtek 

viszonylag kºnnyen kompetenss® tehetŖk, ez a t®ny is hozz§j§rult, hogy a g®ntechnol·gi§ban a legfontosabb 

gazdasejt ez a bakt®rium faj lett. 

 

http://www.igmm.cnrs.fr/IMG/pdf/BP_clonase_manuel-2.pdf
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Kompetens sejteket legegyszerŤbben ¼gy hozunk l®tre, hogy a sejteket CaCl2-ot tartalmaz· oldatban 

inkub§ljuk (t§ptalaj ºsszetevŖk n®lk¿l). Ez elŖseg²ti a plazmid DNS kºtŖd®s®t a bakt®riumfal 

lipopoliszacharidj§hoz. A pozit²v tºlt®sŤ Ca
2+

-ok vonzz§k a negat²v tºlt®sŤ DNS-t. HŖsokk hat§s§ra pedig a 

sejtmembr§n fluidabb lesz, ®s a DNS be tud jutni a citoplazm§ba (a pontos mechanizmust nem ismerj¿k). 

Ilyenkor a sejteket 4ÁC-r·l 42ÁC-ra meleg²tj¿k 30-60 sec-ra (hŖsokk). A sejteket ezut§n t§panyagd¼s 

kºzegben hagyjuk regener§l·dni, majd szelekt²v t§ptalajra sz®lesztj¿k Ŗket. A kompetens sejt 

transzform§ci·s hat®konys§g§t sz§madattal ¼gy fejezz¿k ki, hogy kis mennyis®gŤ (n®h§ny ng) plazmidot 

transzform§lunk a gazdasejtbe, megsz§moljuk a kol·ni§k sz§m§t az agar lemezen, s azt 1 ɛg plazmid DNS-

re vonatkoztatjuk. 10
7
-10

8
 telep/ɛg plazmid DNS eset®n magas kompetenci§r·l besz®lhet¿nk. Tapasztalati 

alapon kidolgoztak olyan protokollokat is (k¿lºnbºzŖ f®mion kever®kkel kezelve az E. coli sejteket), 

amelyekkel m®g enn®l is erŖsebb kompetencia ®rhetŖ el (max. 10
10

 telep/ ɛg plazmid DNS). A 4.18. §bra§n 

bakt®rium telepek l§tszanak agar lemezen. 

 

 

4.18. §bra: E.coli telepek agar lemezen 

 

 

4.3.2. Transzfekt§l§s 
 

A transzfekci· alapja ugyanaz, mint a transzform§l§s®, csak itt a c®lsejtek emlŖs sejtekbŖl sz§rmaznak. Az 

elsŖk®nt alkalmazott ®s legelterjedtebb m·dszer, a k®miai ¼ton tºrt®nŖ transzfekt§l§s, amikor valamilyen 

kationos hordoz·hoz kºtŖdik a negat²v tºlt®sŤ DNS, ®s ezt a komplexet juttatjuk a sejtbe. A k®miai 

m·dszerek h§tr§nya, hogy sok faktort·l f¿gg a transzfekci·s hat®konys§g, mint p®ld§ul a DNS nukleinsav 

ºsszet®tele, az oldat pH-ja ®s a sejtmembr§n aktu§lis §llapota. Leggyakrabban olyan kationos lipidet 

haszn§lunk (pl. lipofektamin), amely liposz·m§kat k®pez, mag§ba foglalva a DNS-t. A liposz·ma fuzion§l 

a sejtmembr§nnal ®s ez §ltal juttatja be a DNS-t a sejt citoplazm§j§ba. 

 

Igen olcs· ®s egyszerŤ m·dja a k®miai transzfekt§l§snak, amikor kalcium-foszf§tot alkalmazunk. Foszf§t 

ionokat tartalmaz· pufferhez (pl. HEPES) kalcium-klorid oldatot adunk a transzfekt§lni k²v§nt DNS-sel. Ez 

§ltal egy precipit§tum k®pzŖdik a pozit²v tºlt®sŤ kalciumb·l ®s a negat²v tºlt®sŤ foszf§tb·l, ami megkºti a 

fel¿let®n a DNS-t. Ezt a szuszpenzi·t adjuk v®g¿l a sejtekhez, amelyek felveszik a precipit§tumot a DNS-sel 

egy¿tt. Egy m§sik m·dszer a kationos polimerekkel (pl. DEAE-dextr§n, polietil®nimin) tºrt®nŖ 

transzfekt§l§s. A negat²v tºlt®sŤ DNS a polikationhoz kºtŖdik, majd a sejt endocit·zissal veszi fel a 

komplexet. 

 

A j·val hat®konyabb, ®s ¼jabban haszn§latos fizikai transzfekt§l§s m·dszerei kºz® tartozik m®g az optikai 

transzfekt§l§s ®s az elektropor§ci·. Az optikai transzfekt§l§s eset®ben l®zer seg²ts®g®vel kism®retŤ (~1 ɛm) 

lyukakat k®pez¿nk a sejtek plazmamembr§nj§n. A m®dium ®s a citoplazma kºzºtti ozmotikus k¿lºnbs®g 

miatt a DNS be§ramlik a sejtbe. 
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4.3.3. Elektropor§ci· 
 

Az elektropor§ci· az egyik leghat®konyabb m·dszer a cirkul§ris DNS sejtbe juttat§shoz. 

Ez a technika a sejt lok§lis transzmembr§n- fesz¿lts®g®tŖl f¿gg. Az elektropor§ci·t egy elektropor§tor 

nevŤ berendez®ssel v®gezz¿k, amely egy elektrom§gneses teret hoz l®tre a sejteket tartalmaz· oldatban.  

 

A sejtszuszpenzi·t, a bejuttatni k²v§nt DNS-sel egy olyan k¿vett§ba pipett§zzuk, aminek a k®t oldal§n 

alum²nium elektr·d§k tal§lhat·ak, ®s nagyfesz¿lts®get hozunk l®tre (10,000-100,000 V/cm n®h§ny Õsec-

msec-ig, a sejt t²pus§t·l ®s m®ret®tŖl f¿ggŖen). Nagyon fontos a megfelelŖ s·koncentr§ci·. Ha t¼l magas, 

akkor elektromos kis¿l®s jºhet l®tre, ami nagyar§ny¼ sejtpusztul§st okoz. A nagy t®rerŖ ideiglenesen 

lyukakat k®pez a foszfolipid kettŖs r®tegen ®s a sejtfalon. A sejten k²v¿li nagy plazmid koncentr§ci· miatt 

hirtelen megindul a lyukakon kereszt¿l a DNS be§raml§sa a sejt belsej®be. Majd a membr§n tºltºtts®ge 

megszŤnik, a foszfolipid kettŖs r®teg ºssze§ll ism®t, ²gy gyorsan megszŤnnek a p·rusok. Ezt kºvetŖen az 

®letben maradt sejtek nagy ar§nyban tartalmazz§k a plazmidot, de azonnal m®diumba kell Ŗket helyezni, 

hogy regener§l·dhassanak. Az elektropor§ci· nagy elŖnye, hogy szinte minden sejtt²pusra alkalmazhat·, ®s 

nagy hat®konys§ggal lehet vele bejuttatni a DNS-t a sejtbe. H§tr§nya viszont, hogy ha az elektromos 

pulzusok hossza vagy intenzit§sa t¼l nagy, akkor nagy lyukak keletkeznek a sejteken, ®s elpusztulnak. A 

4.19. §bra mutat be egy elektropor§tort ®s a sejteket tartalmaz· k¿vett§t. 

 

 

4.19. §bra: Elektropor§l· k®sz¿l®k ®s k¿vetta 

 

 

4.3.4. Infekci· 
 

Az infekci· rekombin§ns f§g illetve rekombin§ns eukari·ta, v²rus §ltal kºzvet²tett g®ntranszfer bakt®rium 

vagy eukari·ta (elsŖsorban rovar ®s emlŖs) sejtekbe. Egy donor bakt®rium popul§ci·ban szapor²tjuk fel a 

f§gokat ®s a recipiens bakt®riumokat fertŖzz¿k a rekombin§ns f§g popul§ci·val. Az eukari·t§k eset®ben is 

csak a v²rus specifikus gazdasejtj®be lehet rekombin§ns DNS-t bejuttatni. A m·dszer nagy elŖnye, hogy a 

transzform§ci·val ellent®tben, ami igen kis hat®konys§g¼ g®nbeviteli m·dszer, az infekci· gyakorlatilag 

100% hat®konys§g¼ (nºv®nyi gazdasejtek kiv®tel®vel). 

 

 

4.3.5. G®npuska 
 

Ez a m·dszer egy kºzvetlen g®ntranszfer, melyet eredetileg nºv®nyi sejtek transzform§l§s§ra fejlesztettek ki. 

Egy f®mbŖl k®sz¿lt (pl. arany) elemi hordoz·t bevonnak a bejuttatni k²v§nt DNS-sel. A g®npuska k®sz¿l®k 

seg²ts®g®vel szinte ak§rmilyen sejtbe be lehet lŖni a g®neket. A puska hajt·ereje nagynyom§s¼ h®lium 
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g§ztart§ly, ezzel gyors²tjuk fel a lºved®ket. A makrolºved®kek egy f®kezŖ lemezen fennakadnak, m²g a 

mikrolºved®kek meghat§rozott sebess®ggel sz®tsz·r·dva becsap·dnak a c®lszºvetbe. Az elj§r§s sikeress®g®t 

a DNS-sel bejuttatott markerek megjelen®se jelzi. Egy g®npuska v§zlatos rajz§t a 15.1.2.1. fejezetben, a 

15.3. §bra§n mutatjuk be. 

 

 

4.4. Tov§bbi olvasnival· a fejezethez 
 

Brown TA (2010): Gene Cloning and DNA Analysis: An Introduction. Wiley-Blackwell, 6th Edition. ISBN-

10: 1405181737. 

 

Sambrook, J and Russel, DW (2001) Molecular Cloning. A Laboratory Manual. CSHL Press, volume 1-3,  

Third edition. ISBN: 0879695773.  

http://eu.wiley.com/WileyCDA/WileyTitle/productCd-EHEP002314.html
http://eu.wiley.com/WileyCDA/WileyTitle/productCd-EHEP002314.html
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5. DNS szekven§l§s 
 

A DNS molekula felfedez®s®t kºvetŖen intenz²ven foglalkoztatta a tudom§nyt, hogy a k¿lºnbºzŖ fajok vagy 

fajon bel¿li egyedek DNS-e milyen m®rt®kben mutat egyez®st vagy elt®r®st. Mi az, ami befoly§solhatja 

k¿lºnbºzŖ tulajdons§gok megl®t®t vagy hi§ny§t, illetve bizonyos betegs®gek kialakul§s§t. Ez®rt egyre 

fontosabb§ v§lt olyan m·dszerek kifejleszt®se, melyek seg²ts®g®vel meg lehet hat§rozni a DNS 

szekvenci§j§t. Defin²ci· szerint a DNS szekven§l§s az a folyamat, melynek sor§n meghat§rozzuk egy 

DNS molekula nukleotid sorrendj®t. Napjainkban a DNS szekven§l§s a molekul§ris biol·gia egyik 

legmeghat§roz·bb eszkºz®v® v§lt. A modern szekven§l· technik§kkal m§r sz§mos ®lŖl®ny teljes genomj§t, 

kºzt¿k az ember®t is sikeresen meghat§rozt§k (ld. 9. fejezet).  

 

Az 1970-es ®vektŖl kezdve k®t m·dszert fejlesztettek ki, amelyek kºz¿l a Sanger-f®le l§nctermin§ci·s 

(enzimatikus) m·dszer szinte egyeduralkod·v§ v§lt. A fluoreszcens detekt§l§s megjelen®s®vel ®s 

automatiz§l§s§val kºnnyebb® ®s gyorsabb§ v§lt a DNS szekven§l§s. V®g¿l az ezredfordul·n jelentek meg a 

teljesen m§s mechanizmuson alapul·, m®g nagyobb hat®konys§g¼ ®s olcs·bb ¼n. ¼j-gener§ci·s szekven§l· 

m·dszerek (next-generation sequencing), amelyek az inform§ci·szerz®s mennyis®g®t tekintve ¼jabb 

forradalmi v§ltoz§st ind²tottak el a molekul§ris biol·gi§ba. Jelenleg ezeket a m·dszereket ®s az automata 

l§nctermin§ci·s szekven§l§st p§rhuzamosan haszn§lja a g®ntechnol·gia. A fejezetben ezeket a m·dszereket 

tekintj¿k §t. 

 

 

5.1. K®miai szekven§l§s: radioakt²v v®gjelºlt templ§t 
 

Az elj§r§st kidolgoz·ir·l Maxam-Gilbert-f®le szekven§l§snak is nevezz¿k. 1977-tŖl ez volt az elsŖ sz®les 

kºrben elterjedt szekven§l· elj§r§s. Manaps§g azonban m§r nem igaz§n haszn§lj§k, mert kiszorult a Sanger-

f®le m·dszer kidolgoz§s§t kºvetŖen. 

 

A m·dszer a DNS k®miai m·dos²t§s§n ®s az azt kºvetŖ specifikus b§zis ment®n tºrt®nŖ has²t§son alapult. A 

DNS sz§lak 5ô-v®g®t radioakt²v 
32

P-tal jelºlt®k (polinukleotid-kin§z enzimmel, ld. 3.4.3. fejezet), majd a k®t 

komplementer sz§lat g®lelektrofor®zissel izol§lt§k. Ezut§n n®gy r®szre osztott§k a mint§t ®s n®gyf®le k®miai 

kezel®s hat§s§ra, meghat§rozott nukleotidok vagy nukleotid p§rok ment®n (A+G, G, C+T, C) tºr®sek 

keletkeztek a DNS-ben. A n®gyf®le reakci·: a purinok (A+G) hangyasavval depurin§lhat·ak; a guanin 

dimetil-szulf§ttal metil§l·dik; a pirimidinek (C+T) hidrazinnal metil§l·dnak; a hidrazinhoz adott NaCl 

g§tolja a timin metil§l·d§s§t, ²gy csak a citozinok m·dosulnak. A reakci· lezajl§sa ut§n mindegyik mint§hoz 

forr· piperidint adnak, aminek a hat§s§ra a cukor-foszf§t gerinc elhasad. A reagensek koncentr§ci·j§t ¼gy 

§ll²tott§k be, hogy §tlagosan egy DNS molekula csak egyszer m·dosult. V®g¿l denatur§l· poliakrilamid 

g®lelektrofor®zis seg²ts®g®vel elv§lasztott§k a k¿lºnbºzŖ m®retŤ, ak§r egy b§zis k¿lºnbs®gŤ DNS-

fragmentumokat, melyek azonos²t§sa autoradiogr§fi§val tºrt®nt. A g®lben l®vŖ n®gy reakci·sor mint§inak 

nukleotid sorrendj®re a s§vok helyzet®bŖl lehetett kºvetkeztetni. 

 

 

5.2. Enzimatikus szekven§l§s: l§nctermin§ci·s m·dszer 
 

Tºrt®netileg az elsŖ DNS szekven§l§si m·dszert Sanger m§r 1975-ben kidolgozta (ez volt az ¼n. Ăplusz-

m²nuszò m·dszer, amelyet itt nem ismertet¿nk), de az igazi §ttºr®st az 1977-ben publik§lt l§nctermin§ci·s 

(m§s n®ven didezoxi-) szekven§l§s jelentette. EgyszerŤs®g®nek ®s megb²zhat·s§g§nak kºszºnhetŖen hamar 

elterjedt, ®s nagyon n®pszerŤv® v§lt. Nagy elŖnye volt a k®miai m·dszerrel ºsszevetve, hogy maga az elj§r§s 

kevesebb m®rgezŖ vegyszert ®s radioakt²v vegy¿letet ig®nyelt. 

 

A DNS-t enn®l a m·dszern®l kl·nozni kell, az eredeti m·dszer szerint egysz§l¼ term®ket eredm®nyezŖ 

vektorba. Erre a c®lra az M13-alap¼ bakteriof§g vektorok feleltek meg (ld. 7.3.2. fejezet), ma azonban m§r 

haszn§lhatunk b§rmilyen k®tsz§l¼ rekombin§ns DNS-t is a Sanger-f®le szekven§l§s c®lj§ra, sŖt PCR 

term®keket is kºzvetlen¿l szekven§lhatunk. A templ§tk®nt szolg§l· sz§lr·l DNS-polimer§z seg²ts®g®vel egy 
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szintetikus primertŖl kezdŖdŖen jelºlt ¼j sz§lat szintetiz§lunk, de a n®gyfel® osztott reakci·hoz olyan 

didezoxinukleotid anal·gokat haszn§lunk, amelyeket ugyan az enzim elfogad szubsztr§tk®nt, de 

l§ncv®gzŖd®st (l§nctermin§ci·t) okoznak. A didezoxinukleotidokr·l hi§nyzik a 3'-hidroxil csoport, ez®rt 

nem k®pesek foszfodi®szter kºt®st l®trehozni a templ§tnak megfelelŖ kºvetkezŖ aktiv§lt nukleotiddal, azaz a 

DNS-polimer§z mŤkºd®se egy ilyen nukleotid anal·g be®p¿l®se ut§n le§ll. A didezoxinukleotidokat a 

Ănorm§lò dNTP-hez k®pest olyan ar§nyban kell hozz§adni a szekven§l· reakci·khoz, hogy a szint®zis egy 

adott ddNTP jelenl®t®ben a templ§ton tal§lhat· komplementer nukleotidnak megfelelŖ ºsszes poz²ci·ban 

le§lljon. Ily m·don annyif®le hossz¼s§g¼ ¼j l§nc keletkezik, ah§ny poz²ci·ban a ddNTP-vel komplementer 

b§zis a templ§t sz§lon elŖfordul. A didezoxiribonukleozid-trifoszf§tok szerkezet®t az 5.1. §bra, a random 

l§nctermin§ci· s®m§j§t pedig az 5.2. §bra mutatja be. 

 

 

5.1. §bra: A didezoxinukleotid hat§s§ra bekºvetkezŖ DNS-polimer§z l§nctermin§ci·. A ddNTP-hez, a 3ô-hidroxil 

csoport hi§nya miatt, nem k®pes tov§bbi aktiv§lt nukleotid kapcsol·dni a szint®zis sor§n, ²gy a DNS polimeriz§ci· 

megszakad. 

 

 

5.2.1. Manu§lis l§nctermin§ci·s szekven§l§s 
 

A manu§lis szekven§l§s eredm®ny®nek l§that·v§ t®tele autoradiogr§fi§val tºrt®nt. A radioakt²v jelºl®s 

lehetett a primeren, a dNTP-ken (leggyakrabban a dCTP-t jelºlt®k) vagy a ddNTP-ken egyar§nt. A m·dszer 

hŖskor§ban kiz§r·lag a viszonylag rºvid felez®si idejŤ (13,4 nap), b®ta-sug§rz· 
32
P izot·pot haszn§lt§k. 

H§tr§nya volt, hogy a jelºlt nukleotid minta hamar lefelezŖdºtt ®s csak szigor¼ biztons§gi int®zked®seket 

betartva lehetett a szekven§l§st v®gezni. K®sŖbb ezt az izot·pot felv§ltotta az alfa-sug§rz·, ez§ltal kev®sb® 

vesz®lyes 
35

S izot·p (a foszf§t-csoport egyik oxig®n atomj§t lehet kicser®lni k®nre), ami r§ad§sul sokkal 
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hosszabb felez®si idejŤ (87,5 nap) is. Ennek az izot·pnak a h§tr§nya viszont az volt, hogy a gyeng®bb 

sug§rz§s miatt az autoradiogramok elŖh²v§sa hosszabb idŖt ig®nyelt. A Sanger-f®le l§nctermin§ci·s 

szekven§l§s s®m§j§t az 5.2. §bra§n l§thatjuk. 

 

 

5.2. §bra: A l§nctermin§ci·s enzimatikus szekven§l§s s®m§ja. Az §bra alj§n a szekven§l· l®tr§r·l olvashat· le az 

¼jonnan szintetiz§lt DNS l§nc nukleotid sorrendje (a primertŖl kezdve, ami nem l§tszik) alulr·l felfel® 

 

Az elj§r§s azzal kezdŖdik, hogy a DNS mint§t (templ§t) n®gyfel® osztj§k. Az egyes mint§khoz a n®gyf®le 

dNTP-t ®s sorra az egyik ddNTP-t adj§k. P®ld§ul az elsŖ csŖbe a n®gyf®le dNTP mellett ddATP is tesznek, 

²gy az ¼j sz§l szint®zise a templ§ton levŖ timin nukleotidok ut§n random le§llhat. A n®gy reakci·elegy teh§t 

abban k¿lºnbºzik, hogy k¿lºnbºzŖ didezoxi-nukleotidot tartalmaz, de elvileg nem lehet benn¿k azonos 

hossz¼s§g¼, ¼jonnan szintetiz§l·dott sz§l. A reakci· eredm®nyek®nt kapott, k¿lºnbºzŖ hossz¼s§g¼ DNS-

fragmentumok v®g¿l egy nagym®retŤ, lap alak¼ (Ăslabò) denatur§l· poliakrilamid-urea elektrofor®zis 

g®len v§laszthat·k el egym§st·l. Az®rt kell a g®lhez urea denatur§l·szert adni, hogy a jelºlt ¼j sz§lon esetleg 

kialakul· b§zisp§rosod· r®gi·k vagy a jelen levŖ templ§t sz§llal kialakul· duplex DNS (t®rszerkezete l®v®n) 

ne befoly§solja a DNS sz§lak mobilit§s§t az elektrofor®zis sor§n. 
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A reakci·elegyeket k¿lºn futtatj§k a n®gy ddNTP stop nukleotidnak megfelelŖen. Egy adott reakci· csak 

egyf®le ddNTP-t tartalmaz, p®ld§ul a ddCTP-t tartalmaz· elegy mindig a citozinok, a ddGTP-t tartalmaz· 

pedig a guaninok elhelyezked®s®t mutatja meg, ²gy a n®gy mint§b·l ºssze§ll a DNS szekvenci§ja 

(l®nyeg®ben mindegy, hogy az ¼jonnan szintetiz§lt vagy a komplementer templ§t sz§l szekvenci§j§t 

Ăolvassuk leò). Az elektrofor®zist kºvetŖen a s§vokat autoradiogr§fi§val teszik l§that·v§. A nukleotidok 

sorrendj®nek leolvas§sa az egyes mint§knak megfelelŖ oszlopokn§l alulr·l felfel® tºrt®nik (ezt nevezz¿k 

szekven§l· l®tr§nak). Ha a legrºvidebb (a g®len a legnagyobb mobilit§s¼) cs²k a didezoxi-citidines 

reakci·elegyn®l tal§lhat·, akkor a DNS szekvenci§ja C-vel folytat·dik a primer ut§n (b§r a gyakorlatban a 

primer ut§ni elsŖ n®h§ny nukleotid §ltal§ban nem detekt§lhat·). Ha a kºvetkezŖ cs²k a didezoxi-guaninos 

elegyn®l l§that·, akkor a szekvencia guaninnal folytat·dik. A leolvas§s ²gy megy tov§bb, am²g m®g a cs²kok 

megb²zhat·an elv§lnak egym§st·l (500-1000 nukleotid hossz¼s§gig). 

 

 

5.2.2. Automata fluoreszcens szekven§l§s 
 

Az automata fluoreszcens szekven§l§s kidolgoz§sa ®s az automata szekven§torok megjelen®se (a technika 

kidolgoz§sa Leroy Hood nev®hez fŤzŖdik) tette lehetŖv® a genom projektek megsz¿let®s®t, mivel 

nagym®rt®kben felgyors²totta a Sanger-f®le szekven§l· reakci·k futtat§s§t (ld. 5.3. §bra).  

 

 

5.3. §bra: Egy automata fluoreszcens DNS szekven§tor (a Biomi Kft.-nek kºszºnj¿k a fot·t) 

 

Tov§bbi ¼j²t§s volt, hogy a reakci· Ăfokoz§saò ®rdek®ben egy PCR k®sz¿l®kben zajlik a l§ncszint®zis, 

ez§ltal kevesebb templ§ttal lehet ind²tani a reakci·t, illetve tºbb jelºlt ¼j DNS fragmentum keletkezik, ²gy a 

detekt§l§s is kºnnyebb® v§lik. Az automata fluoreszcens szekven§l§s sor§n radioakt²v jelºl®sek helyett 

kiz§r·lag fluoreszcens fest®ket alkalmaznak. A fluorof·rt vagy a ddNTP-kre vagy a szekven§l· primerekre 

lehet bevinni. Ma leggyakrabban a BigDye nevŤ, n®gyf®le fluoreszcens tulajdons§ggal (ez n®gyf®le 

hull§mhosszon megjelenŖ emitt§lt f®nyt jelent) rendelkezŖ ddNTP anal·gokat haszn§lj§k (ld. 5.4. §bra). 

 

A m·dszer egyszerŤs®g®t az adja, hogy n®gy reakci·elegy helyett elegendŖ eggyel dolgozni, kºszºnhetŖen a 

n®gyf®le elt®rŖ fluoreszcens fest®kkel jelºlt didezoxi-nukleotidoknak. A jelºlt DNS fragmentumokat 

kapill§ris g®lelektrofor®zissel v§lasztj§k sz®t. Az elt®rŖ m®retŤ fragmentumok kimutat§sa fluoreszcencia-

spektroszk·pi§val tºrt®nik.  A g®lt UV-l®zerrel vil§g²tj§k meg (bele van ®p²tve a detektorba), ®s amikor 

§thalad egy jelºlt oligonukleotid, akkor az emitt§lt f®ny amplit¼d·j§t n®gyf®le hull§mhosszon egy detektor 

®rz®keli. Az adatokat v®g¿l sz§m²t·g®ppel lehet analiz§lni, amely azonnal megmutatja a nukleotidok 

sorrendj®t (kromatogram vagy szekvenogram). N®gy sz²n reprezent§lja a k¿lºnbºzŖ nukleotidokat: piros = 
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T, zºld = A, s§rga = G, k®k = C. Egy automata szekven§l§s eredm®ny®t (szekvenogram) az 5.5. §bra 

mutatja be.  

 

 

5.4. §bra: A BigDye fluoreszcens ddNTP anal·gok szerkezete 

 

 

5.5. §bra: Automata fluoreszcens l§nctermin§ci·s szekven§l§s eredm®nye (kromatogram vagy szekvenogram) 

 

Szekven§tort·l f¿ggŖen egyszerre ak§r 96 mint§t is tudnak szekven§lni kapill§ris g®llel, ®s egy fut§ssal 

kºr¿lbel¿l 900-1000 nukleotidig lehet leolvasni a szekvenci§t. Enyhe h§tr§nya a m·dszernek, hogy a 

l§nctermin§l· nukleotidok be®p¿l®se a DNS fragmentumokba elt®rŖ m®rt®kŤ lehet, ²gy egyenetlen alak¼ ®s 

magass§g¼ cs¼csokat lehet kapni az elektronikusan ki®rt®kelt kromatogramon. Ezeket a probl®m§kat ¼gy 

pr·b§lj§k meg kik¿szºbºlni, hogy m·dos²tott DNS-polimer§z enzim rendszert ®s fest®ket alkalmaznak, 

amely minimaliz§lja az egyenlŖtlen be®p¿l®s okozta hib§kat. Tov§bbi elv§r§s minden DNS szekven§l· 

projekt eset®ben, f¿ggetlen¿l a m·dszertŖl, hogy mindk®t DNS sz§lat szekven§lni kell, mivel ²gy, ha a k®t 

f¿ggetlen inform§ci· a komplementarit§snak megfelelŖ lesz, biztosak lehet¿nk benne, hogy a templ§t val·s 

szekvenci§j§t olvastuk le, vagyis fejtett¿k meg. 
 

Manaps§g tºbb biotechnol·giai c®gtŖl is v§s§rolhatunk l§nctermin§ci·s szekven§l· kitet, amely tartalmazza 

a szekven§l§shoz sz¿ks®ges reagenseket, ²gy a reakci·t magunk is el tudjuk v®gezni, csak a futtat§shoz 

vesz¿nk ig®nybe szolg§ltat§st. Alternat²v megold§s, hogy csak a szekven§land· templ§tot (®s esetleg 

oligonukleotid primert) k¿ldj¿k el a szolg§ltat·nak, akitŖl egy szekvencia kromatogramot kapunk vissza. (A 

l§nctermin§ci·s szekven§l§sr·l m®g ld. 18.4. anim§ci·.) 
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5.3. Đj-gener§ci·s szekven§l§s 
 

Az ¼j gener§ci·s szekven§l§sok kºz® tartoznak azok a m·dszerek, amelyek p§rhuzamosan sok mint§t 

k®pesek szekven§lni, azaz nagy §teresztŖk®pess®gŤ (HTP: high-throughput) m·dszerekrŖl van sz· (angolul 

m§s n®ven deep sequencing-nek, Ăm®lyò szekven§l§nak ®s massively paralel sequencing-nek is h²vj§k az ¼j 

m·dszereket). Az ¼j-gener§ci·s m·dszerek mind a l§ncszint®zis, mind a detekt§l§s ter®n l®nyegileg t®rnek el 

a hagyom§nyos Sanger-f®le szekven§l§st·l. Haszn§latukhoz fejlett robottechnika ®s igen nagy sz§m²t·g®p-

kapacit§s sz¿ks®ges. H§tr§nyuk, hogy valamivel tºbb hib§t ejtenek ®s egy reakci· sor§n viszonylag rºvid 

(n®h§ny 100 b§zis) DNS-darabot szekven§lnak, igaz, hogy p§rhuzamosan ak§r 1 milli·t is. Az ¼j-gener§ci·s 

m·dszerek bevezet®s®vel robban§sszerŤen megnºvekedett a DNS-alap¼ vizsg§latok hat®konys§ga ®s 

csºkkent a fajlagos kºlts®ge. Egy ¼j-gener§ci·s szekven§torral p§r h®t vagy ak§r p§r ·ra alatt szekven§lni 

lehet ak§r az emberi genomot is. ElsŖsorban a funkcion§lis ®s a kºrnyezeti genomika (metagenomika), 

valamint a transzkriptomok vizsg§lata ter¿let®n alkalmazz§k Ŗket. Fontos megjegyezni, hogy ezek a 

m·dszerek nem csak DNS szekven§l§s§ra, hanem mRNS (RNAseq), kis RNS-ek (small RNA-Seq), ®s az 

¼n. CHipseq szekven§l§sra (enn®l a m·dszern®l az ¼n. kromatin immunoprecipit§ci·val elŖ§ll²tott 

g®nexpresszi· szab§lyoz§sban r®sztvevŖ DNS r®gi·kat szekven§lj§k ¼j-gener§ci·s m·dszerekkel) is 

alkalmasak, melybŖl kºzvetlen¿l kºvetkeztethet¿nk egy sejt, vagy a vizsg§land· anyag expresszi·s 

§llapot§ra, ®s DNS szab§lyoz· r®gi·ira. 

 

 

5.3.1. Piroszekven§l§s 
 

A piroszekven§l§st 1996-ban dolgozt§k ki, ®s n®h§ny ®ve m§r teljesen automatiz§ltt§ v§lt. A m·dszer 

alapelve teljes m®rt®kben elt®r a Sanger-f®le szekven§l§st·l. A piroszekven§l§s a Ăszekven§l§s szint®zisselò' 

elv®n alapul, vagyis egy egysz§l¼ DNS templ§tr·l enzimatikusan komplementer sz§lat szintetiz§lnak. Val·s 

idŖben a DNS- polimer§z aktivit§s§t detekt§lj§k egy kemilumineszcens enzim seg²ts®g®vel. Amikor egy 

nukleotid be®p¿l a DNS sz§lba, pirofoszf§t (PPi) keletkezik, ®s ennek a mennyis®g®t m®rj¿k egy kapcsolt 

reakci·val, ami v®gsŖ soron a lucifer§z enzim felvillan§ssal jelez. Egyszerre csak egyf®le nukleotidot adnak 

a rendszerhez, ²gy biztos, hogy csak egy nukleotid fog be®p¿lni nºvekvŖ sz§lba. Ha tºbb nukleotid ®p¿l be, 

akkor arra a f®nyintenzit§s nºveked®s®bŖl lehet kºvetkeztetni. Kemilumineszcencia csak a megfelelŖ, 

komplementer nukleotid eset®ben kºvetkezik be, hiszen csak akkor szabadulhat fel a pirofoszf§t. A nem 

komplementer, felhaszn§latlan nukleotid, m®g a kºvetkezŖ b§zis be®p¿l®se elŖtt degrad§l·dik. AlapvetŖen 

azt kell detekt§lni, hogy ®ppen milyen nukleozid-trifoszf§tot adtak a rendszerhez, ®s az be®p¿lt-e az 

egysz§l¼ DNS-l§ncba vagy sem.  

 

Az elj§r§s egy ¼n. emulzi·s PCR seg²ts®g®vel p§rhuzamos²that·, aminek a seg²ts®g®vel m§r nincs sz¿ks®g 

arra, hogy a szekven§land· DNS darabokat kl·nozz§k. A piroszekven§l§snak k®t t²pusa van, a szil§rdf§zis¼ 

®s a folyad®k f§zis¼ elj§r§s. Az elsŖ esetben a templ§tokat szil§rdf§zis¼ polisztir®n gyºngyºkre rºgz²tik, m²g 

a m§sodik esetben enzimatikusan, apir§z ®s exonukle§z kezel®ssel k®sz²tik elŖ. Rºgz²tett DNS templ§t 

eset®ben a vizsg§land· DNS sz§lat feldarabolj§k ®s PCR-rel felszapor²tj§k mikºzben a primerrel biotin§lj§k. 

Majd a sz§lakat sztreptavidint tartalmaz· mŤgyanta (polisztir®n) gyºngyºkhºz kºtik. Egy gyºngyhºz 

mindig csak 1-1 DNS darabot kapcsolnak. Ezt kºvetŖen a gyºngyºket egy olaj/v²z emulzi·hoz adj§k. A 

v²zcseppek - melyek a PCR-hez sz¿ks®ges anyagokat tartalmazz§k - m®rete pontosan akkora, hogy 

mindegyikbe 1 db gyºngy f®r el. A gyºngyºket olyan sz§loptik§b·l k®sz²tett lemezre viszik fel, ami n®h§ny 

cm
2
 m®retŤ, de kb. m§sf®l milli· ¼n. nanom®lyed®st tartalmaz. Egy ilyen m®lyed®s ~15 pikoliter t®rfogat¼, 

®s csak egy gyºngy f®r bele. Ezekbe centrifug§l§ssal juttatj§k be a DNS-t, majd hozz§adj§k a reakci·hoz a 

tºbbi sz¿ks®ges ºsszetevŖt. A v²zcseppekben egym§st·l elv§lasztva, k¿lºn-k¿lºn zajlanak le a reakci·k. 

Minden gyºngyºn 100-500 b§zis hossz¼s§g¼ DNS szakasz szapor²that· fel. A m§sf®l milli· miniatŤr csŖben 

egyszerre zajlanak le a reakci·k, ®s ez §ltal nagyon gyorsan, nagysz§m¼ nukleotidot lehet szekven§lni. 

  

Az egysz§l¼ DNS templ§tot elŖszºr egy primerrel hibridiz§ltatj§k, majd DNS-polimer§z, ATP-szulfuril§z, 

lucifer§z, apir§z, adenozin-5ô-foszfoszulf§t (APS, mint szubsztr§t) ®s luciferin  (szint®n szubsztr§t) 

jelenl®t®ben inkub§lj§k. A reakci· elsŖ l®p®se, hogy valamilyen dNTP-t adnak a rendszerhez. Ha az 

komplementer a templ§ttal, akkor be®p¿l a sz§lba, lev§lik r·la a pirofoszf§t, melyet a szulfuril§z megkºt ®s 
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az APS-bŖl ATP-t §ll²t elŖ. Az ATP-bŖl luciferin jelenl®t®ben, a lucifer§z oxiluciferint hoz l®tre, amely egy 

f®nyvillan§ssal j§r· folyamat (kemilumineszcencia). Fontos megjegyezni, hogy az ATP-nek egy m·dos²tott 

v§ltozat§t, (ATPŬS) alkalmazz§k, melyet a DNS-polimer§z igen, de az ATP-szulfuril§z nem tud 

hasznos²tani. Ez®rt a keletkezŖ ATP biztosan a pirofoszf§tb·l sz§rmazik, ®s nem a mesters®gesen hozz§adott 

ATP-t haszn§lja fel a szulfuril§z. Minden egyes felvillan§st a sz§loptika egy kamer§hoz vezet, ami detekt§lja 

®s rºgz²ti a k®pet. Ism®tlŖdŖ b§zisok eset®ben (pl.: TTTTT), ºt darab dATP fog be®p¿lni a szint®ziskor, ®s ºt 

luciferint fog felhaszn§lni a lucifer§z. A kamera k®pes arra, hogy ezt pontosan ®rz®kelje, hiszen a keletkezett 

f®nymennyis®g ar§nyos a be®p¿lŖ b§zisok sz§m§val, teh§t ºtszºr erŖsebb lesz. 

 

A be nem ®p¿lt dNTP-ket ®s felesleges ATP-t rºgz²tett DNS-templ§t eset®ben lemoss§k, szabad templ§t 

eset®ben pedig apir§z enzimmel lebontj§k, m®g a kºvetkezŖ nukleotid hozz§ad§sa elŖtt, ®s kezdŖdhet ¼jra a 

ciklus. Egy reakci· ~10 mp alatt megy v®gbe, ²gy egy lapocsk§n ~20 milli· nukleotidot lehet meghat§rozni. 

A m·dszerhez megfelelŖ informatikai szoftver(ek) kellett fejleszteni, ami pontosan ®rtelmezni tudja a kapott 

jeleket, melyeket nukleotid sorrendre ford²t, majd a rºvid szekvenci§k §tfed®sei §ltal, ºsszerakja a teljes 

DNS molekula pontos szekvenci§j§t. A piroszekven§l§s s®m§j§t az 5.6. §bra szeml®lteti. 

 

Amellett, hogy a piroszekven§l§s egy rendk²v¿l kºlts®ges m·dszer, tov§bbi h§tr§nya, hogy mivel nagyon kis 

t®rfogatban zajlanak a reakci·k, teljesen egyedi DNS templ§tokkal, egy reakci·ban 300-500 nukleotidn§l 

hosszabb templ§t DNS-t nem lehet alkalmazni, ami j·val rºvidebb a Sanger-f®le l§nctermin§ci·s 

m·dszern®l szintetiz§lt ¼j sz§lhoz k®pest (800-1200 nt). Azonban a leg¼jabb technik§kkal 5-10 ·ra leforg§sa 

alatt meghat§rozhat· ak§r 400 Mbp hossz¼s§g¼ szekvencia is egyetlen k®sz¿l®kkel (egy ilyen futtat§s kb. 5-

7 ezer doll§rba ker¿l). Bakt®riumok eset®ben 4-5 ·ra, eukari·t§k eset®ben p§r h®t alatt meg lehet 

szekven§lni egy teljes genomot. 

 

 

5.6. §bra: A DNS piroszekven§l§s s®m§ja 
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5.3.2. Illumina/Solexa szekven§l§s 
 

Ezt a m·dszert a Solexa c®g fejlesztette ki, melyet az Illumina c®g k®sŖbb felv§s§rolt. Jellegzetess®ge, hogy 

ez volt az elsŖ rºvid leolvas§sokat v®gzŖ technika. A szekven§lni k²v§nt DNS-t (ak§r teljes genomot) apr·, 

100 bp-os darabokra fragment§lj§k. A dupla sz§l¼ DNS k®t v®g®t kijav²tj§k (ragad·s v®gek elt¿ntet®se), ®s 

egy adeninnel toldj§k meg az 3ô v®geket. Ehhez egy timin t¼lny¼l· v®ggel rendelkezŖ adapter DNS-t 

lig§lnak. A lig§lt DNS-darabokat ezt kºvetŖen szelekt§lj§k, ®s egysz§l¼s²tj§k NaOH-dal. Majd a mint§t egy 

szekven§l· lemezre viszik fel, ahova az adapterrel komplementer oligonukleotidokat (primerek) 

horgonyoznak ki. Ezekhez hibridiz§ltatj§k a DNS fragmentumokat. Ezut§n az ¼n. h²d-amplifik§ci·s (bridge 

amplification) m·dszerrel (ld. 5.7. §bra) klasztereket k®peznek az egyes sz§lak kºzºtt ®s felszapor²tj§k a 

meghat§rozni k²v§nt DNS-szakaszt.  

 

5.7. §bra: A Bridge-amplifik§ci·s m·dszer. A felsz²nen tºrt®nŖ amplifik§ci· §lland· hŖm®rs®kleten (60ÁC) zajlik 

megfelelŖ puffer ®s denatur§l·szer jelenl®t®ben. Minden reagens egy ciklus erej®ig van jelen, azt§n lemos·dik. A PCR 

reakci· v®g®n kapott dupla sz§l¼ DNS templ§t sz§l§t (amit eredetileg hibridiz§ltattak a horgonyra) formamiddal 

lev§lasztj§k ®s lemoss§k. Az egysz§l¼ DNS elhajlik, ®s a szabad v®g®vel egy m§sik lehorgonyzott primerrel hibridiz§l. 

Ezzel is v®gbemegy a PCR, ®s a v®gsŖ denatur§ci·. Ezt kºvetŖen az §t²rt sz§lak egym§ssal vagy m§sik primerrel 

hibridiz§lhatnak ®s duplik§l·dnak, majd tov§bbi amplifik§ci· ut§n k®szen §llnak a szekven§l§sra. 

 

Maga a szekven§l§s itt is szint®zissel tºrt®nik. A templ§thoz egy primert lig§lnak, majd a reakci·hoz 

egyszerre adj§k hozz§ a 4 nukleotidot (reverzibilis termin§torok, ld. 5.8. §bra), melyeket k¿lºnbºzŖ 

fluoreszcens jelºl®ssel l§tnak el.  

 

 

5.8. §bra: Egy ¼n. reverzibilis  nukleotid anal·g szerkezet 
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A be®p¿lt nukleotid fluoreszcens jel®t CCD kamer§val detekt§lj§k. A nukleotid be®p¿l®se ut§n k®miai ¼ton 

lev§gj§k r·la a fluorof·rt ®s a 3' blokkol·t, majd lemoss§k a be nem ®p¿lt nukleotidokkal egy¿tt. Ezzel a 

m·dszerrel a hum§n genomot 7-10 nap alatt lehet szekven§lni, r§ad§sul a kºlts®gek is alacsonyabbak.  

 

 

5.3.3. SOLiD (Sequencing by Oligonucleotid Ligation and Detection) 
 

 

A szekven§l§s oligonukleotid lig§l§ssal ®s detekt§l§ssal (SOLiD: Sequencing by Oligonucleotid Ligation 

and Detection) technika 2006-ban sz¿letett meg. ElŖnye, hogy nagys§grendekkel alacsonyabb kºlts®gekkel 

dolgozik, mint a kor§bbi m·dszerek, viszont h§tr§nya, hogy rºvid leolvasott szekvenci§kat eredm®nyez 

(ez®rt p®ld§ul genom projektekhez nem igaz§n alkalmas). Az elj§r§s ebben az esetben is azzal kezdŖdik, 

hogy feldarabolj§k a genomot (35-50 b§zis hossz¼ fragmentumokra), ®s egy fragmentum kºnyvt§rat 

hoznak l®tre. ElŖszºr a fragmentumok k®t v®g®re k¿lºnbºzŖ adaptereket (pl. A1 ®s A2) lig§lnak. M§sodik 

l®p®sk®nt a sz§lakat m§gneses gyºngyºkhºz kapcsolj§k ¼gy, hogy az 1Õm-es gyºngyºkhºz kapcsolt P1 ®s 

P2 primerek hibridiz§lnak a komplementer A1 ®s A2 templ§t v®gekkel. Minden gyºngyhºz csak egyf®le 

DNS darab kapcsol·dik. Ezt kºvetŖen emulzi·s PCR-rel felszapor²tj§k a sz§lakat a gyºngyºk felsz²n®n, 

denatur§lj§k a templ§tot ®s a gyºngyºket kovalensen szekven§l· lemezre kºtik. A szekvencia 

meghat§roz§s itt lig§l§ssal tºrt®nik olyan oligonukleotidok seg²ts®g®vel, melyek oktamerek, vagyis 8 

nukleotidb·l §llnak, ®s n®gyf®le fluorof·rral jelºlik Ŗket (ld. 5.9. §bra).  

 

 

5.9. §bra: A SOLiD szekven§l§shoz haszn§lt primerek. A pr·b§k 8 nukleotidb·l ®p¿lnek fel. Az 1. ®s 2. nukleotid 

specifikusak (X; komplementerek a szekven§land· templ§ttal), a 3.,4.,5. nukleotidok degener§ltak (N; k®pesek 

b§rmilyen nukleotiddal p§rosodni a templ§ton) ®s v®g¿l a 6.,7.,8. nukleotidok (z) univerz§lisak. A pr·b§k 

rendelkeznek egy 3'-hidroxil csoporttal, az 5'-v®gen egy fluoreszcens jellel, valamint az 5. ®s 6. nukleotid kºzºtti 

has²t·hellyel, ahonnan a fluoreszcens jelºl®s, a pr·ba be®p¿l®s®t kºvetŖen lehasad. A pr·b§knak, a k®t darab 

specifikus nukleotidot figyelembe v®ve teh§t 16-f®le (4x4) kombin§ci·ja lehets®ges.) 

 

Egy templ§t sz§l lig§l§s§shoz 7 ciklus sz¿ks®ges, ilyenkor az 5'-v®gtŖl sz§m²tott 1. ®s 2., a 6. ®s 7., valamint 

hasonl·an a tov§bbi poz²ci·k p§rosodnak. Ahhoz, hogy az ºsszes b§zis elhelyezked®s®t meg lehessen 

ismerni, ºtszºr kell megism®telni a h®tciklusos reakci·t. Minden ism®tl®sn®l ¼j primert adnak a reakci·hoz, 

ami a 3'-v®g fel® egy-egy b§zissal elcs¼szva (n-1, n-2, stb) anell§l a templ§thoz, ²gy v®gezet¿l minden b§zist 

k®tszer olvas le a rendszer. 

 

 

5.3.4. TSMS (True Single Molecule Sequencing: Val·di egymolekul§s 

szekven§l§s) 
 

2007-ben fejlesztett®k ki ezt a technik§t (Heliscope k®sz¿l®k), amely amplifik§ci· n®lk¿l is k®pes 

szekven§lni ak§r egyetlen molekula DNS-t is. Hasonl·an az eddig bemutatott elj§r§sokhoz, a szekven§lni 

k²v§nt DNS-t elŖszºr 100-200 bp-os darabokra has²tj§k. Majd 94ÁC-on denatur§lj§k a kettŖsh®lixeket. Az 

egysz§l¼ fragmentumokhoz adapter DNS-molekul§kkal fluoreszcensen jelºlt poli-A farkakat kºtnek. Erre 

az®rt van sz¿ks®g, mert a DNS-darabokat egy kamra fel¿let®hez kºtik, amihez hatalmas sŤrŤs®gben (100 

milli·/cm
2
) oligo-T-ket kapcsoltak, ®s ehhez hibridiz§ltatva lehet a fragmentumokat a felsz²nhez rºgz²teni. A 
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szekven§l§shoz elŖk®sz²tett kamr§t egy k®sz¿l®kbe helyezik, ami l®zerrel vil§g²tja meg a fel¿letet. Azok a 

pontok fognak vil§g²tani, ahov§ sikeresen hibridiz§ltak a DNS-darabok. Ezzel tulajdonk®ppen a detektor 

felt®rk®pezi, hogy hol vannak a szekven§l§sra vagyis szintetiz§l§sra alkalmas pontok. Ezt kºvetŖen 

lehas²tj§k, ®s lemoss§k a fluoreszcens molekul§kat a felsz²nrŖl, majd megkezdik a szint®zist. Ehhez DNS-

polimer§z ®s fluoreszcensen jelºlt dNTP-k sz¿ks®gesek, primerk®nt az oligo-T szolg§l. Ahogyan a 

piroszekven§l§sn§l, enn®l a technik§n§l is egyszerre csak egyf®le nukleotidot adnak a rendszerhez (pl. 

dGTP), ami a poli-A farok ut§ni elsŖ citozinnal p§rosodni fog. Gerjeszt®s hat§s§ra azok a sz§lak fognak 

vil§g²tani, ahova az adott nukleotid be®p¿lt. Majd lemoss§k a felsz²nt, ®s jºhet egy m§sik jelºlt nukleotid. A 

n®gyf®le nukleotidot mindig egym§st kºvetve, meghat§rozott sorrendben adj§k a felsz²nhez. Minden l®p®s 

v®g®n csak azok a sz§lak vil§g²tanak, ahov§ be®p¿lt az ®ppen aktu§lis dNTP. A k®sz¿l®k minden egyes 

l®p®st kºvetŖen egy f®nyk®pet k®sz²t a lemezrŖl. Ezzel a m·dszerrel naponta 1 milli§rd b§zist is lehet 

szekven§lni. H§tr§nya, hogy 0,5%-os hib§val dolgozik. 

 

 

5.3.5. SMRT (Single Molecule Real-time: Egymolekul§s val·sidejŤ) 

szekven§l§s 
 

2011-ben fejlesztette ki egy amerikai c®g a SMRT k®sz¿l®ket. Ezzel a m·dszerrel a hum§n genomot ak§r 15 

perc alatt meg lehet szekven§lni kb. 100 doll§rb·l. Ilyen k®sz¿l®kbŖl jelenleg kb. 10 darab ¿zemel a vil§gon. 

1,5-2,9 kbp hossz¼s§g¼ szakaszokkal dolgoznak, ami §ltal pontosabb szekvencia meghat§roz§s ®rhetŖ el. A 

reakci·k apr·, 'egymolekul§s' kamr§kban zajlanak, a DNS szint®zis pedig fluoreszcensen jelºlt 

nukleotidokkal tºrt®nik. Ez a jelºl®s abban k¿lºnbºzik az eddig le²rtakt·l, hogy a fest®ket nem a b§zisra, 

hanem a foszf§tcsoportra rakj§k, amely a nukleotid be®p¿l®skor lehasad a pirofoszf§ttal egy¿tt. A lev§l· 

fluoreszcens pirofoszf§tot egy nanofotonikus vizualiz§l· kamra detekt§lja. Egy-egy kamr§ban 20 zeptoliter 

(20
-21
) mint§t lehet ®rz®kelni. Minden kamra alj§ra egyetlen DNS-polimer§z van rºgz²tve, ami a szint®zist 

v®gzi. A m·dszer igazi erej®t az adja, hogy egy lemezen tºbb ezer ilyen kamr§cska tal§lhat·, ez®rt hossz¼ 

DNS-sz§lakkal, nagyon nagysz§m¼ minta szekven§lhat· meg p§rhuzamosan. Mint minden szint®zisen 

alapul· szekven§l· technik§n§l, itt is a homopolimerek pontos meghat§roz§sakor akadnak neh®zs®gek, 

ugyanis ebben az esetben csak a fluoreszcencia intenzit§sbeli k¿lºnbs®geire lehet hagyatkozni. 

 

 

5.4. Tov§bbi olvasnival· a fejezethez 
 

Schuster SC (2008) Next-generation sequencing transforms todayôs biology. Nature Methods 5:16-18. 

 

Harbers M, & Kahl G (2012) Tag-based Next Generation Sequencing. Wiley Online Library 

 

 

 

  

http://mammoth.psu.edu/pubs/nextgen.pdf
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9783527644582.fmatter/pdf
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6. Polimer§z l§ncreakci· (PCR) 
 

6.1. A PCR l®p®sei 
 

A polimer§z l§ncreakci· 1983-as felfedez®se ·ta (ld. 1.5.1 fejezet) m§ra a modern biol·giai kutat§sok ®s 

sz§mos alkalmazott tudom§nyter¿let n®lk¿lºzhetetlen m·dszer®v® v§lt. A PCR jelentŖs®g®t az adja, hogy 

DNS-polimer§z enzimet haszn§lva laborat·riumban, teh§t in vitro, molekul§ris kl·noz§s n®lk¿l is k®pesek 

vagyunk specifikus DNS molekul§kat sokszoros²tani. A PCR elj§r§s sor§n egy ciklusban h§rom f§zist 

k¿lºnbºztet¿nk meg (ld. 6.1. §bra).  

 

1. Denatur§l§s: a kettŖs sz§l¼ DNS sz®tv§laszt§s§t biztos²tja.  

2. Anell§l§s: szintetikus, rºvid DNS oligonukleotidok tapad§sa (b§zisp§rosod§ssal) a templ§t sz§lhoz, 

amelyek a DNS-polimer§z sz§m§ra primerk®nt szolg§lnak.  

3. Polimeriz§ci· (extenzi·): a c®l DNS szintetiz§l§sa aktiv§lt monomerek (dNTP-k) be®p²t®s®vel. 

 

 

6.1. §bra: A PCR elsŖ h§rom ciklus§nak sematikus §br§zol§sa. Sz²nk·d: piros, a tºbbszºrºzni k²v§nt 

c®lszekvencia; k®k, a teljes DNS szekvencia; fekete, primerek; zºld, ¼jonnan szintetiz§lt DNS. A m§sodik ciklusban a 

3 f§zist megism®telve ¼j v®gterm®k keletkezik, amelyeknek egyik v®ge m§r egybeesik a k²v§nt minta v®g®vel. V®g¿l 

l§thatjuk, hogy a 3. ciklusban v®gbemenŖ folyamatok a c®lszekvencia (az amplikon) megjelen®s®hez vezetnek. 

 

 

6.1.1. Denatur§l§s 
 

A DNS replik§ci· elsŖ f§zis§ban a kettŖsh®lixnek sz®t kell v§lnia, hogy az egyes sz§lak templ§tk®nt 

tudjanak szolg§lni a polimeriz§ci· sor§n. Ez a folyamat a sejten bel¿l enzimatikusan megy v®gbe, a 
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kettŖsh®lix sz®tteker®s®ben motorfeh®rj®k, DNS-helik§zok vesznek r®szt. A helik§zok ATP felhaszn§l§s§val 

a k®miai energi§t mechanikai munk§v§ alak²tj§k §t, azaz a DNS sz§lon v®gighaladva a b§zisok kºzºtti H-

kºt®seket sz®tbontj§k. A PCR sor§n a DNS k®t sz§l§nak sz®tv§laszt§sa nem enzimatikusan, hanem 

termodinamikai ¼ton tºrt®nik - magas hŖm®rs®klet hat§s§ra a b§zisokat ºsszetart· hidrog®nkºt®sek 

felszakadnak. A m§sodlagos kºt®sek sz®tes®s®hez sz¿ks®ges hŖm®rs®klet f¿gg az adott DNS hossz§t·l - 

min®l tºbb b§zisp§rt tartalmaz a polimer, ann§l magasabb hŖfok sz¿ks®ges a teljes felboml§s§hoz. A PCR 

elsŖ f§zis§ban, a denatur§ci· sor§n 92-98ÁC kºzºtti hŖm®rs®kletet haszn§lunk. Ez a hŖm®rs®klet 

tartom§ny elegendŖ ahhoz, hogy a DNS templ§t hossz§t·l (®s komplexit§s§t·l) f¿ggetlen¿l teljes m®rt®kben 

sz®tv§lasszuk a k®t sz§lat. A PCR ĂhŖskor§banò ez a magas hŖm®rs®kletŤ f§zis okozta azt a probl®m§t, hogy 

minden egyes ciklust kºvetŖen ¼j DNS-polimer§z enzimet kellett a reakci·hoz adni. Ezt a probl®m§t siker¿lt 

a Taq-polimer§z haszn§lat§val megoldani. A Thermus aquaticus bakt®riumot a Yellowstone Nemzeti Park 

egyik hŖforr§s§ban fedezt®k fel. A hŖforr§s vize 50-80ÁC kºzºtt ingadozik (a bakt®riumnak optim§lis 

hŖm®rs®klet pedig 72ÁC-on van), ennek kºszºnhetŖen a benne tal§lhat· feh®rj®k ezekhez a sz®lsŖs®ges 

kºr¿lm®nyekhez adapt§l·dtak, ²gy kºzel 100ÁC-on sem vesz²tik el nat²v szerkezet¿ket (pontosabban ezen a 

hŖm®rs®kleten lassan m§r csºkken az aktivit§suk, amit a PCR ciklusok elŖrehaladt§val folyamatosan 

kompenz§lni lehet). A manaps§g haszn§latos PCR enzimek kºzºtt tºbb hŖtŤrŖ (termofil) ®s extr®m hŖtŤrŖ 

(extremofil) bakt®riumb·l sz§rmaz· term®szetes vagy rekombin§ns, esetleg tov§bbi elŖnyºs tulajdons§ggal 

Ăfeljav²tottò DNS-polimer§z tal§lhat· (ld. 3.1.4. ®s 6.2.2. fejezetek). 

 

 

6.1.2. Anell§l§s 
 

Az PCR m§sodik f§zis§ban tºrt®nik a rºvid DNS primerek templ§thoz tapad§sa, anell§l§sa. Mivel a 

denatur§ci·hoz haszn§lt magas hŖm®rs®klet megakad§lyozn§ a DNS primerek megfelelŖ helyre val· 

tapad§s§t, ebben a f§zisban a hŖm®rs®kletet le kell csºkkenteni. A megfelelŖ tapad§shoz sz¿ks®ges 

hŖm®rs®klet f¿gg az adott primerek hossz§t·l ®s szekvenci§j§t·l, teh§t a reakci· sor§n ennek f¿ggv®ny®ben 

§ll²tjuk be az anell§ci·s hŖm®rs®kletet. Ha nem megfelelŖen §ll²tjuk be, akkor att·l f¿ggŖen, hogy 

alacsonyabb vagy magasabb hŖm®rs®kletet haszn§lunk, tºbb probl®m§ba ¿tkºzhet¿nk. ElŖszºr is, ha az 

optim§lisn§l alacsonyabb hŖm®rs®kletet §ll²tunk be, akkor a primerek tapad§sa aspecifikuss§ v§lhat, ®s nem 

a megfelelŖ szekvenci§j¼ r®szhez vagy tºbb helyhez kºtŖdve indul el a DNS polimeriz§ci·, ²gy nem a 

megfelelŖ, vagy tºbbf®le term®ket kapunk (ez a mispriming-nak nevezett jelens®g). Ha magasabb 

hŖm®rs®kletet §ll²tunk be az anell§ci·hoz, akkor a DNS primer¿nk nem lesz k®pes kºtŖdni a templ§t 

sz§lhoz. A gyakorlatban tapasztalt ide§lis hŖm®rs®klet tartom§ny a DNS primerek kºtŖd®s®re 55-65ÁC 

kºzºtt van (az anell§l§si hŖm®rs®kletet megbecs¿lhetj¿k az adott oligonukleotid olvad§si hŖm®rs®klet®nek 

kisz§m²t§s§val, ld.6.2.3 ®s 10.3.4. fejezet). 

 

 

6.1.3. Polimeriz§ci·/l§nchosszabb²t§s (extenzi·) 
 

A DNS l§nc szint®zise, a polimeriz§ci· vagy l§nchosszabb²t§s (extenzi·) a DNS-polimer§z elsŖdleges 

feladata. Az ®lŖvil§gban sz§mtalan k¿lºnbºzŖ tulajdons§g¼ DNS-polimer§z enzim tal§lhat· (ld. 3.1. 

fejezet). A kºzºs jellemzŖj¿k, hogy a templ§t sz§lra szintetiz§lt primerekbŖl kiindulva, azok 3ô OH-

csoportj§ra k®pesek a kºvetkezŖ dNTP-t a templ§tnak megfelelŖen be®p²teni. Az egyes polimer§z enzimek 

rendelkezhetnek 3ô-5ô ®s 5ô3ô exonukle§z aktivit§ssal, amelyek kºz¿l az elsŖ tulajdons§g a 

hibajav²t§s®rt, m²g a m§sodik elsŖsorban az RNS primerek elbont§s§®rt felelŖs (ld. 3.1. fejezet). A 

k¿lºnbºzŖ polimer§zok templ§tr·l tºrt®nŖ m§sol§si hŤs®ge is nagyban k¿lºnbºzhet egym§st·l, ez®rt fontos 

hogy a PCR sor§n olyan enzimmel dolgozzunk, aminek megfelelŖ a hat®konys§ga.  

 

A PCR harmadik f§zis§ban hŖtŤrŖ bakt®riumokb·l izol§lt, illetve manaps§g m§r rekombin§ns m·dszerekkel 

elŖ§ll²tott polimer§zok v®gzik a DNS szint®zis®t. Ezeknek az enzimeknek a megfelelŖ mŤkºd®s®hez 

optim§lis hŖm®rs®klet sz¿ks®ges, ami 70-80ÁC kºzºtt van. A m·dszer mindh§rom f§zis§ban fontos a 

megfelelŖ idŖintervallum be§ll²t§sa (el®g idŖ kell mind a teljes kettŖs sz§l¼ DNS sz®tny²l§s§hoz, mind a 

primerek megfelelŖ helyre val· letapad§shoz), de fŖk®nt a polimeriz§ci·s f§zisban kell odafigyelni, mivel 

min®l hosszabb DNS szakaszt akarunk felerŖs²teni, ann§l tºbb idŖre van sz¿ks®ge az enzimnek. 
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Ćltal§noss§gban sz§molhatunk ¼gy, hogy 1 perc alatt a DNS-polimer§z ezer nukleotidot ®p²t be, de ma 

m§r kaphat·ak enn®l gyorsabb enzimek is.  

 

A DNS term®k mennyis®ge nagyban f¿gg a ciklusok sz§m§t·l. A l§ncnºveked®s m®rt®ke elm®letileg 

exponenci§lis, amit a kºvetkezŖ egyenlettel lehet le²rni: 

 

Nt = Nk(1+H)
n-2 

 

Nk kiindul§si c®lszekvenci§k sz§m§b·l n ciklust kºvetŖen szintetiz§l·dott Nt (teljes) c®lszekvenci§k sz§ma a 

tot§lis v®gterm®k (amit amplikonnak is nevez¿nk), H hat®konys§g mellett. Ide§lis esetben H = 1, azonban a 

DNS-polimer§z tºbb ciklust kºvetŖen vesz²t a hat®konys§g§b·l, valamint a reakci· sor§n fogy· reagensek 

kºvetkezt®ben a polimeriz§ci· hat®konys§ga az idŖvel csºkken. V®g¿l figyelembe kell venni azt is, hogy a 

PCR molekul§ris saj§ts§ga miatt a reakci· elsŖ k®t ciklus§ban m®g nem keletkezik a k²v§nt m®retŤ DNS sz§l 

(ld. 6.1. §bra).  

 

L§that·, hogy a PCR folyam§n egy ciklus alatt a k¿lºnbºzŖ f§zisokhoz elt®rŖ hŖm®rs®klet sz¿ks®ges, ez®rt 

az automatiz§lt PCR k®sz¿l®k egy programozhat· termoszt§t (ld. 6.2. §bra). (A polimer§z l§ncreakci·r·l 

m®g ld. 11.1.2., 11.2.3., 16.2.1. fejezetek ®s a 18.5. anim§ci·.) 

 

 

6.2. §bra: PCR k®sz¿l®k 

 

 

6.2. A PCR reakci· komponensei 
 

Az in vitro DNS sokszoros²t§shoz a fent le²rtak szerint sz§mos komponensre van sz¿ks®g. Ezeket 

r®szletezz¿k ebben a fejezetben, elsŖsorban praktikus szempontokat elŖt®rbe helyezve. 
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6.2.1. PCR templ§t 
 

A k²v§nt c®lszekvencia felerŖs²t®s®hez sz¿ks®ges templ§t DNS sz§mos forr§sb·l sz§rmazhat. A molekul§ris 

biol·giai alapkutat§s sor§n sz§mtalan c®lb·l v®gezhet¿nk PCR reakci·t, p®ld§ul rekombin§ns feh®rj®t 

k·dol· g®n felerŖs²t®s®re (expresszi·s konstrukci· k®sz²t®s®hez), vagy taxon·miai azonos²t§shoz (pl. 

Ăkºrnyezetiò PCR). Az elsŖ esetben templ§tk®nt k¿lºnbºzŖ szºvetekbŖl vagy szervekbŖl sz§rmaz· RNS-rŖl 

k®sz¿lt cDNS-t haszn§lhatunk (ld. 6.4.4.). Ha nem §ll rendelkez®s¿nkre megfelelŖ minŖs®gŤ cDNS (ak§r 

cDNS kºnyvt§r, ak§r saj§t magunk §ltal tot§l RNS prepar§tumr·l k®sz²tett cDNS), akkor az egyes DNS 

konstrukci·khoz haszn§lt templ§tot meg is rendelhetj¿k valamely biotechnol·giai c®gtŖl vagy a non-profit 

rekombin§ns DNS Ăkl·nmegoszt·ò szervezettŖl, az Addgene-tŖl. 

 

 A faj alap¼ azonos²t§sokhoz ma m§r elengedhetetlen a PCR haszn§lata. A mikrobiol·gia ennek a 

m·dszernek a seg²ts®g®vel k®pes k¿lºnbºzŖ forr§sb·l sz§rmaz· mint§kban elŖfordul· bakt®riumokat nagy 

pontoss§ggal azonos²tani. Az orvosi diagnosztik§ban p®ld§ul a p§ciensbŖl sz§rmaz· mint§kb·l felerŖs²tett 

PCR term®k seg²ts®g®vel lehet megmondani, hogy a fertŖz®st milyen k·rokoz· okozhatta (legyen az ak§r 

egysejtŤ eukari·ta, ak§r bakt®rium, ak§r v²rus). Az igazs§g¿gyi orvostanban a DNS-t minta alapj§n lehet egy 

apas§gi perben a biol·giai ap§t, egy bŤn¿gyben pedig az elkºvetŖt (amennyiben DNS-t tartalmaz· biol·gia 

mint§t hagy h§tra a tett sz²nhely®n) azonos²tani. 

 

A PCR, mint DNS amplifik§ci·s m·dszer ·ri§si elŖnye, hogy a templ§t DNS-nek nem kell tiszt²tott 

prepar§tumnak lenni, azaz sejt- vagy szºvetminta, DNS-t tartalmaz· b§rmilyen, ak§r Ăkoszosò minta PCR 

templ§tk®nt szolg§lhat. ¦gyeln¿nk kell azonban egyes mint§kban (pl. v®r, talaj) a ĂPCR inhibitorokò 

jelenl®t®re. Ezeknek a negat²v hat§s§t sz§mos m·don lehet csºkkenteni (pl. a v®r eset®ben hozz§adott BSA-

val vagy Chelex gyant§val). 

 

 

6.2.2. PCR enzimek 
 

A forgalomba ker¿lt, magas hŖm®rs®kletet elviselŖ, rºviden hŖstabil DNS-polimer§z enzimek sz§ma az 

ut·bbi k®t ®vtizedben megtºbbszºrºzŖdºtt. Ezeket leggyakrabban hŖforr§sokban ®lŖ bakt®riumokb·l, 

m®lytengeri, vagy ·ce§naljzaton ®lŖ hipertermofil Ŗsbakt®riumokb·l izol§lj§k. 

 

A hŖtŤrŖ bakt®riumokb·l izol§lt enzimeket rendszerint kl·nozz§k, annak ®rdek®ben, hogy rekombin§ns 

feh®rjek®nt nagyobb mennyis®gben ®s nagyobb tisztas§ggal tudj§k elŖ§ll²tani megfelelŖ bakt®riumokban, 

p®ld§ul E. coli-ban. Ilyen enzim a Taq-polimer§z tulajdons§gaival rendelkezŖ AmplitaqÈ, amelyet szint®n a 

Cetus szabadalmaztatott, ®s m®g ma is ide§lis rºvid DNS szakaszok tºbbszºrºz®s®re. Ugyanakkor probl®ma, 

hogy az elt®rŖ gy§rt·kt·l kaphat· ugyanolyan fajta enzimek is elt®rnek egym§st·l a felerŖs²thetŖ term®k 

hossz§ban, mennyis®g®ben ®s m§sol§si pontoss§g§ban. A Taq-polimer§z h§tr§nya az alacsony m§sol§si 

pontoss§g (1 hiba/10
4
 bp), aminek az az oka, hogy az enzim nem rendelkezik 3ôŸ5ô hibajav²t· exonukle§z 

aktivit§ssal. Sz®les kºrben elterjedt a Vent- ®s a Pfu-polimer§z enzimek, amelyek 3ôŸ5ô exonukle§z 

aktivit§s¼ DNS-polimer§zok. A Vent DNS-polimer§zt a Thermococcus litoralis, m²g a Pfu DNS-

polimer§zt a Pyrococcus furiosus hipertermofil, m®lytengeri hidroterm§lis k¿rtŖkben elŖ Archea 

bakt®riumokb·l kl·nozt§k. Az ut·bbi a jelenleg ismert legnagyobb m§sol§si hŤs®ggel mŤkºdŖ polimer§z 

enzim (~10
-6

 hiba/bp). ElŖny¿k m®g, hogy magas hŖm®rs®kleten j·val alacsonyabb a felez®si idej¿k a Taq 

enzimhez k®pest. A 3ôŸ5ô exonukle§z aktivit§s¼ enzimek kiemelkedŖ m§sol§si hŤs®g¿knek kºszºnhetŖen 

j·val hosszabb l§nc¼ DNS szekvenci§k tºbbszºrºz®s®re is alkalmasak, mint a Taq enzim, ugyanakkor 

§ltal§ban lassabb a l§nchosszabb²t· sebess®g¿k. 

 

Helyspecifikus mut§ci·val a polimer§z enzimek pontoss§ga, hŖstabilit§sa tov§bb fokozhat·. P®ld§ul a Pfu 

polimer§zt ¼gy m·dos²tott§k, hogy a polimer§z dom®nj®hez egy kettŖs-sz§l¼ DNS-kºtŖ dom®nt 

fuzion§ltattak, ezzel megnºvelve az enzim pontoss§g§t ®s hat®konys§g§t (ez a Phusion DNS-polimer§z). 

(A hŖstabil DNS-polimer§zokkal a 3.1.4. fejezet is foglalkozott.) 

 

https://www.addgene.org/
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Bizonyos DNS-polimer§zok, megfelelŖ kºr¿lm®nyek mellett, RNS reverz transzkripci·j§ra is k®pesek; ilyen 

enzim a Thermus thermophilus-b·l izol§lt Tth DNS-polimer§z. Ennek az enzimnek a haszn§lat§val nem 

sz¿ks®ges k¿lºn reverz transzkript§z enzimet adni a reakci·hoz, amennyiben RNS mint§b·l indulunk ki ®s 

RT-PCR (ld. 6.4.4. fejezet) vagy kvantitat²v, val·s idejŤ PCR-t (ld. 6.3.2. fejezet) v®gz¿nk. A v®gterm®k 

tisztas§g§nak nºvel®se ®rdek®ben egyes DNS-polimer§zokat ¼gy m·dos²tottak, hogy csak a denatur§ci·s 

hŖm®rs®kleten aktiv§l·djon. Ezt a m·dszert h²vjuk ĂHot Startò PCR-nek. Tºrt®nhet az ideiglenes 

inaktiv§l§s ellenanyaggal is, amely a DNS-polimer§zhoz kapcsol·dik, majd a denatur§ci·s hŖm®rs®kleten 

elv§lik tŖle, ®s visszaford²thatatlanul denatur§l·dik. A Hot Start PCR-rel mŤkºdŖ enzimek kºzºtt igen 

sz®les a v§laszt®k, ilyen DNS-polimer§z p®ld§ul az AmpliTaq Gold  n®ven forgalmazott m·dos²tott Taq-

polimer§z. 

 

 

6.2.3. PCR primerek 
 

A PCR sor§n tºrt®nŖ DNS sokszoros²t§shoz szintetikus (dezoxi)oligonukleotid primereket haszn§lunk. A 

reakci·hoz egy ¼n. "forward" (5ô-) ®s egy "reverse" (3ô-) primer sz¿ks®ges. Az elsŖ a felerŖs²teni k²v§nt 

DNS szakasz 5ô-v®g®n a komplementer sz§lhoz fog anell§lni, m²g az ut·bbi az §t²rand· DNS szakasz 3ô-

v®g®vel komplementer. A mindennapi g®ntechnol·giai alkalmaz§s sor§n §ltal§ban 18-25 nukleotid 

hossz¼s§g¼ primereket ®rdemes tervezni, enn®l hosszabb primerek m§r nem nºvelik jelentŖsen a reakci· 

fajlagoss§g§t. A primerek szekvenci§j§nak a 3ô-v®gtŖl legal§bb 10 nukleotid t§vols§gra tºk®letesen 

komplementernek kell lennie a templ§t sz§llal, a primer 5ô-v®gen viszont nem felt®tel a komplementarit§s 

(ezt a lehetŖs®get lehet kihaszn§lni p®ld§ul a PCR term®k vektorba tºrt®nŖ be®p²t®se sor§n, ld. 6.4.1.)  

 

A primerek tervez®se sor§n tºbb szempontot figyelembe kell venni. ElŖszºr is a k®t tervezett primer 

(forward, reverse) ne legyen egym§s komplementere, m®g r®szlegesen sem. Ekkor ugyanis ¼n. primer 

dimerek jºnnek l®tre, mivel a k®t primer kapcsol·d§s§t kºvetŖen a DNS-polimer§z az egyiket templ§tk®nt 

haszn§lva rºvid szakaszokat szintetiz§l. A primer dimerek kialakul§sa nagyban csºkkenti a helyes PCR 

term®k keletkez®s®t. ¦gyelni kell arra is, hogy a tervezett primeren bel¿l ne alakuljon ki m§sodlagos 

szerkezet, p®ld§ul hajtŤkanyar, mert az erŖsen g§tolja a templ§t DNS-re val· kºtŖd®s®t. A reakci· sor§n az 

alkalmazott primer koncentr§ci· is dºntŖ fontoss§g¼, mivel t¼l alacsony koncentr§ci· eset®n csºkken a 

letapad§s es®lye az anell§l§s sor§n, m²g t¼l magas primer mennyis®get alkalmazva nem k²v§nt, aspecifikus 

term®keket is kaphatunk. Az anell§l§s hŖm®rs®klet®nek meghat§roz§s§hoz kiemelkedŖen fontos a primerek 

szekvenci§ja. A templ§thoz kºtŖd®s jellemzŖ tulajdons§g a Tm, m§s n®ven olvad§si hŖm®rs®klet. Ez a 

param®ter jelzi azt a hŖm®rs®kletet, ahol a kettŖs sz§l¼ DNS-ek fele sz®tv§lik. Ennek meghat§roz§s§hoz 

figyelembe kell venni a primerek hossz§t ®s nukleotid tartalm§t. Kºr¿lbel¿l 20-40 nukleotid hossz¼s§gig a 

kºvetkezŖ egyszerŤ formul§val (¼n. Wallace-szab§ly, ld. 10.3.4. fejezet) sz§molhatjuk ki az olvad§si 

hŖm®rs®kletet:  

 

Tm(ÁC) = 4(G + C) + 2(A + T) 

 

A k®plet szerint a guanin-citozin (G-C) b§zisp§rok 4ÁC-kal, m²g az adenin-timin (A-T) b§zisp§rok 2ÁC-kal 

j§rulnak hozz§ az olvad§si hŖm®rs®klethez. A primerek olvad§spont sz§m²t§s§r·l tov§bbi r®szletek 

tal§lhat·k a 10.3.4 fejezetben. A PCR reakci· alatt az anell§ci·hoz sz¿ks®ges hŖm®rs®kletet (Ta) §ltal§ban a 

Tm-n®l 5ÁC-kal alacsonyabban hat§rozzuk meg. A tervez®s sor§n ¿gyelni kell arra, hogy a k®t primer 

anell§ci·s hŖm®rs®klete ne t®rjen el nagyon egym§st·l, ²gy a PCR sor§n mindk®t primer kapcsol·d§si es®lye 

kºzel azonos lesz. 

 

 

6.2.4. Egy®b PCR komponensek 
 

A megfelelŖ PCR-hez a fent le²rtakon k²v¿l sz§mos m§s reagens is sz¿ks®ges. Az egyes DNS-polimer§zok 

helyes mŤkºd®s®hez az adott enzimhez optim§lis puffert kell haszn§lni, amit §ltal§ban a megv§s§rolt 

enzimhez adnak. A DNS-polimer§zokhoz kaphat· k¿lºnbºzŖ pufferoldatokban §ltal§ban Tris-HCl ®s 

valamilyen s·, p®ld§ul NaCl, KCl tal§lhat·. Az oldatok pH-ja §ltal§ban 8,5 kºr¿l van, ami majd a reakci· 
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sor§n (a magasabb hŖm®rs®kleten) ~7,2-re csºkken. A kereskedelmi forgalomban l®vŖ pufferoldatok 

§ltal§ban t²zszer tºm®nyebbek a v®gsŖ koncentr§ci·khoz k®pest, ²gy h²g²tani kell Ŗket a reakci· 

ºsszem®r®sekor. A pufferoldatok ezen k²v¿l tartalmazhatnak egy®b, a reakci· hat®konys§g§t nºvelŖ 

anyagokat. P®ld§ul reduk§l·szereket (pl.: ditiotreitolt), detergenseket (pl: Triton X-100) vagy m§s ¼n. 

erŖs²tŖ szereket, p®ld§ul: glicerint, zselatint vagy DMSO-t. Ezek az anyagok fŖleg a DNS-polimer§zt 

stabiliz§lj§k, nºvelik a hat§sfok§t, de magas koncentr§ci·ban g§tolhatj§k is a PCR reakci·t.  

 

A reakci·hoz sz¿ks®ges m®g mind a n®gy fajta dezoxiribonukleotid (dNTP), egyenlŖ ar§nyban, ugyanis az 

eltolt dNTP ar§ny negat²van befoly§solhatja az amplikon keletkez®s®t. A dNTP-k egyfelŖl a DNS 

szint®zis®hez sz¿ks®ges aktiv§lt monomerek, m§sr®szt energiaforr§sk®nt szolg§lnak a DNS-polimer§z motor 

funkci·j§hoz (a polimer§z v®gighalad a templ§ton, teh§t nem csak k®miai, hanem mechanikai munk§t is 

v®gez). Kereskedelmi forgalomban kiv§l· minŖs®gŤ dNTP kever®kekhez juthatunk hozz§, 2-10 mM 

koncentr§ci·j¼ tºrzsoldatban. A PCR sor§n §ltal§ban 50-200 mM koncentr§ci· kºzºtt dolgozunk  

 

A DNS-polimer§zok helyes mŤkºd®s®hez az enzimnek sz¿ks®ge van valamilyen k®t®rt®kŤ kationra. A 

legide§lisabb a Mg
2+
, de a feh®rje k®pes Mn

2+
 mellett is mŤkºdni, igaz nem a legjobb hat§sfokon. Emellett 

ezek az ionok a dNTP-kel komplexet k®pezve szolg§lnak szubsztr§tk®nt az enzim sz§m§ra. MegjegyzendŖ, 

hogy sokszor a k®t®rt®kŤ kation koncentr§ci·ja befoly§solja az amplikon mennyis®g®t ®s specifit§s§t is, 

ez®rt nem minden pufferoldatban van benne elŖre a Mg
2+

,
 
mi is hozz§adhatjuk a reakci·hoz, amennyiben azt 

optimaliz§lnunk kell. 

 

 

6.3. A PCR term®k (amplikon) detekt§l§sa ®s kvantitat²v PCR 
 

6.3.1. Agar·z ®s poliakrilamid g®lelektrofor®zis 
 

A PCR helyes v®gbemenetel®nek ellenŖrz®s®re tºbb m·dszer §ll rendelkez®s¿nkre. A legegyszerŤbb ®s a 

leg§ltal§nosabban haszn§lt m·dszer az agar·z vagy poliakrilamid g®lelektrofor®zis, amelyek seg²ts®g®vel 

m®ret alapj§n tudunk DNS fragmentumokat elv§lasztani. Mindk®t m·dszer eset®n a polimeriz§lt szil§rd 

f§zis tºm®nys®g®vel lehet be§ll²tani az elv§laszt§si tartom§ny§t (ld. 4.1.2. fejezet), ²gy a v§rt PCR term®k 

hossz§nak megfelelŖen tudunk detekt§lni. A DNS sz§lak l§that·v§ t®tel®t valamilyen interkal§l· fest®kkel 

(pl.: et²dium-bromid, SYBR Green) v®gezz¿k el, amelyek a kettŖs sz§lba ®p¿lve UV-f®ny hat§s§ra 

megjelen²tik a term®ket. A PCR reakci·k dºntŖ tºbbs®g®t (amennyiben az amplikon hossza >100 bp) agar·z 

elektrofor®zissel detekt§ljuk (enn®l kisebb PCR term®k eset®n jºn sz·ba a PAGE) 

 

 

6.3.2. Val·s idejŤ (real-time) vagy kvantitat²v (q-) PCR 
 

A val·s idejŤ, angolul real-time PCR m·dszer l®nyege, hogy a DNS sokszoros²t§st kvantitat²van tudjuk 

nyomon kºvetni. Ezzel a technik§val nagy pontoss§ggal meg tudjuk hat§rozni a DNS templ§t kiindul§si 

mennyis®g®t, ami sok szempontb·l igen hasznos lehet (pl. az orvosi diagnosztika ter¿let®n, amikor egy 

v²rusfertŖz®s m®rt®k®re vagyunk k²v§ncsiak). A real-time PCR-t tºbbf®le m·don is meg lehet val·s²tani. 

 

A val·s idejŤ PCR sor§n a DNS mennyis®g®nek meghat§roz§s azon a kºzºs elven alapszik, hogy a 

c®lszekvenci§hoz olyan primer pr·b§t (szond§t) k®sz²tenek (harmadik oligonukleotid), amely nem a 

forward vagy reverse primer letapad§si hely®re kºtŖdik, hanem att·l k¿lºnbºzŖ helyre, valahol kºzºtt¿k. 

Kezdetben olyan szintetikus oligonukleotidot alkalmaztak, amely 5ô-v®g®n radioakt²v izot·p foszf§tot 

tartalmazott, a 3ô-v®get viszont ¼gy m·dos²tott§k, hogy arr·l ne tudjon a polimer§z sz§lhosszabb²t§st 

ind²tani. A polimeriz§ci· sor§n, mikor az enzim a szond§hoz el®rt, annak 5ô3ô exonukle§z aktivit§sa 

elbontotta azt ®s k®sŖbb az oldatban megjelenŖ izot·pjelet m®rni lehetett. Napjainkban m§r olyan szond§kat 

alkalmaznak, amelyek az izot·p haszn§lat§val szemben j·val biztons§gosabbak. A Taqman n®ven ismert 

m·dszern®l a szonda oligonukleotid v®gein k¿lºnbºzŖ fluoreszcens csoportokat tartalmaznak, egy riporter 

®s kiolt· (quencher) fluorof·rt, amelyek a fluoreszcens rezonancia-energiatranszfer (FRET) jelens®get 
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kihaszn§lva biztos²tj§k a detekt§l§s lehetŖs®g®t. A quencher molekula a riporter csoporthoz kºzel kioltja 

annak emisszi·j§t, ha azonban a DNS-polimer§z elbontja a szond§t, a k®t fluoreszcens molekula az oldatban 

t§vol ker¿l egym§st·l, ®s ²gy m§r k®pesek vagyunk a riporter molekul§n kereszt¿l detekt§lni a mennyis®gi 

nºveked®st (a fluoreszcencia jel nºveked®se ®s az ¼jonnan szintetiz§l·d· DNS mennyis®ge egyenes 

ar§nyos). A gyakorlatban a Taqman m·dszer sor§n haszn§lhatunk k®t szond§t is, amelyek letapad§si helye 

egym§shoz kºzel kell hogy legyen. Ebben az esetben az egyik a kiolt·t, m²g a m§sik oligonukleotid pr·ba 

pedig a riporter fluorof·rt tartalmazza ®s a polimer§z 5ô3ô exonukle§z aktivit§sa biztos²tja a m®rt jel 

nºveked®s®t.  

 

A Taqman m·dszer egy alternat²v§ja a Molecular Beacon m·dszer, ahol a szonda egy hajtŤkanyar 

m§sodlagos szerkezetet tartalmaz, ®s ennek kºvetkezt®ben ker¿l egym§shoz kºzel a kiolt· ®s riporter 

fluoreszcens csoport. A DNS polimeriz§ci·t kºvetŖen a szonda k®pes kºtŖdni az ¼jonnan szintetiz§l·dott 

sz§lra, ²gy ez a m§sodlagos szerkezet kiny²lik, a k®t fluorof·r t§vol ker¿l egym§st·l ®s a riporter emisszi·j§t 

kºvetni tudjuk. 

 

A val·s idejŤ PCR megval·s²t§s§nak h§rom lehets®ges m·dj§t a 6.3. §bra mutatja be. 

 

 

6.3. §bra: Val·s idejŤ PCR m·dszerek. A k¿lºnbºzŖ panelek (A: TaqMan, B ®s C: Molecular Beacon) az elt®rŖ 

m·dszereket §br§zolj§k sematikusan. Az R-rel jelºlt molekula a fluoreszcens riporter, a Q az elnyom· fluoreszcens 

molekula, R1 ®s R2 elt®rŖ fluoreszcens fest®kek. 
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6.4. A PCR az alapkutat§sban 
 

6.4.1. A PCR term®k (amplikon) kl·noz§sa ®s kl·noz§s PCR-rel 
 

A mindennapi g®ntechnol·giai gyakorlatban a PCR term®ket, az amplikont sokszor Ăhagyom§nyos 

kl·noz§ssalò rekombin§ns DNS-s® alak²tjuk. MegjegyzendŖ, hogy az amplikon szigor¼an v®ve nem 

molekul§ris kl·n, mivel nem felt®tlen¿l egyf®le szekvenci§t tartalmaz (eml®kezz¿nk, hogy a hibajav²t· 

aktivit§ssal nem rendelkezŖ PCR enzimek tºbb hib§t v®tenek, s a PCR sor§n, l®v®n in vitro m·dszer, 

hi§nyoznak a sejtek nagy replik§ci·s hŤs®g®t biztos²t· tov§bbi hibajav²t· mechanizmusok is).  

 

Az amplikont tal§n legtºbbszºr a rekombin§ns feh®rjegy§rt§shoz sz¿ks®ges konstrukci· elk®sz²t®s®hez 

haszn§ljuk fel (azaz a PCR seg²ts®g®vel kl·nozunk, ld. 6.4. §bra). Ahhoz, hogy valamely prokari·ta vagy 

eukari·ta expresszi·s rendszerben feh®rj®t tudjunk elŖ§ll²tani, az adott feh®rj®t k·dol· DNS szakaszt egy 

expresszi·s vektorban kell bejuttatnunk a gazdasejtbe. PCR seg²ts®g®vel az amplifik§ci· ut§n k®t egyszerŤ 

l®p®ssel elŖ tudjuk §ll²tani a megfelelŖ konstrukci·t. ElŖszºr a k²v§nt DNS szakasz felerŖs²t®se sor§n a 

primerekbe m§r a tervez®s sor§n restrikci·s endonukle§z helyeket ®p²t¿nk be, amelyek megfelelnek az 

adott vektor kl·noz· helyeinek. Ezut§n has²tjuk a megfelelŖ enzimekkel az amplikont, s m§ris jºhet a lig§l§s 

a megfelelŖ m·don elŖk®sz²tett expresszi·s vektorba (ld. 4.2. fejezet).  

 

6.4. §bra: PCR term®k kl·noz§s§nak elsŖ l®p®sei a primerekbe be®p²tett restrikci·s helyek (zºld ®s s§rga) seg²ts®g®vel 

 

 

6.4.2. Szekven§l§s PCR k®sz¿l®kben 
 

A Sanger §ltal 1977-ben kidolgozott l§nctermin§ci·s DNS szekven§l§s (ld. 5.2. fejezet) j·val hat®konyabb§ 

®s gyorsabb§ v§lt a PCR m·dszerrel kombin§lva. A Sanger-f®le szekven§l§s sor§n a denatur§ci·t kºvetŖen 
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az alap PCR reakci·val szemben itt csak egy primerrŖl indul a DNS szintetiz§l§s. Ennek megfelelŖen a 

templ§t mennyis®ge minden ciklusban szaporodni fog (de term®szetesen nem exponenci§lisan, mint a k®t 

primeres PCR reakci·n§l). 

 

 

6.4.3. Mutagenezis 
 

A PCR seg²ts®g®vel a feh®rjem®rnºks®g eszkºzt§ra is sz§mottevŖen bŖv¿lt. Mind az in vitro, mind az in 

vivo vizsg§latokhoz k®pesek vagyunk olyan feh®rje mut§nsokat tervezni, vagy random m·don elŖ§ll²tani, 

amelyek seg²ts®g®vel jobban megismerhetj¿k az egyes feh®rj®k szerkezeti ®s funkcion§lis tulajdons§gait. 

Ebben a fejezetben csak rºviden eml²tj¿k azokat a mutagenezis m·dszereket, amelyeket PCR seg²ts®g®vel 

lehet elv®gezni. Az in vitro mutagenezis m·dszerekrŖl tov§bbi r®szletek a 11.2.3. fejezetben olvashatnak. 

 

 

6.4.3.1. Random (error prone: hib§t ejtŖ) PCR mutagenezis 
 

A random mutagenezis sor§n v®letlenszerŤen okozunk mut§ci·t a DNS sz§lban. Ezt tºbb m·don is 

el®rhetj¿k. P®ld§ul ha UV-f®nnyel vil§g²tjuk meg, vagy mutag®n szert alkalmazzunk a PCR sor§n. A 

random mut§ci·k ¼gy is bekºvetkeznek a DNS sokszoros²t§s sor§n, ha a PCR reakci·t ºssze§ll²tva nem 

optim§lis kºr¿lm®nyeket biztos²tunk a Taq-polimer§z sz§m§ra (error prone PCR). P®lda erre, ha 

egyenlŖtlen dNTP ar§nyt haszn§lunk, vagy Mg
2+

 helyett Mn
2+

-t tesz¿nk a reakci·pufferbe. A m·dszert 

r®szletesebben a 11.1.2. fejezetben mutatjuk be. 

 

 

6.4.3.2. Helyspecifikus mutagenezis PCR-rel 
 

A helyspecifikus vagy m§s n®ven ir§ny²tott mutagenezis sor§n a DNS sz§lon bel¿l j·l meghat§rozott helyre 

tudunk tervezni mut§ci·t. Az ¼n. megaprimer PCR ®s az overlapping PCR m·dszerek r®szleteit a 11.2.3. 

fejezetben ismertetj¿k. 

 

 

6.4.4. Reverz transzkripci·s (RT-) PCR 
 

A reverz transzkripci·s (RT-) PCR m·dszer alapja, hogy a reakci·ban l®vŖ reverz transzkript§z enzim k®pes 

az RNS templ§tr·l DNS-t szintetiz§lni. EbbŖl ad·d·an ezzel a m·dszerrel tudunk mRNS molekul§kat 

sokszorozni. Az orvosi diagnosztik§ban az RT-PCR ®s a val·s-idejŤ PCR kombin§l§sa ide§lis p®ld§ul az 

RNS alap¼ v²rusfertŖz®sek vagy r§kos sejtmarkerek azonos²t§s§ra. Az RT-PCR alkalmaz§s§val lehetŖs®g 

van arra is, hogy kvantitat²v m·don hat§rozzunk meg transzkripci·s szinteket, valamint a m·dszer 

seg²ts®g®vel k®pesek vagyunk sejt- vagy szºvetspecifikus cDNS kºnyvt§rakat l®trehozni. Amennyiben egy 

adott g®n expresszi·s szintj®t akarjuk meghat§rozni, az mRNS-re specifikus 3ô- ®s a komplementer sz§lra 

specifikus 5ô-oligonukleotidot kell tervezn¿nk. Ha cDNS kºnyvt§r k®sz²t®se a c®l, akkor az ®rett, teh§t 

intronokat nem tartalmaz· RNS-ek §t²r§s§t kell biztos²tani. Ehhez a reakci·hoz olyan oligo-dT primert 

adunk, ami az ®rett mRNS 3' v®g®n tal§lhat· poli-A fark§val komplementer ®s ²gy biztos²tja annak egy sz§l¼ 

DNS-s® val· §t²r§s§t.  

 

Az RT-PCR sor§n az elsŖ ciklusban a reverz transzkript§z enzim csak az RNS-sz§lra specifikus primert 

tudja meghosszabb²tani, de a m§sodik ciklus sor§n m§r a komplementer DNS l§nc is templ§tt§ v§lik, s 

mindk®t primerrel beindulhat a Ăl§ncreakci·ò (ld. 6.5. §bra). A probl®ma az, hogy ennek az enzimnek nincs 

kºnnyen hozz§f®rhetŖ, termofil ®lŖl®nybŖl sz§rmaz· v§ltozata, ez®rt a reakci·hoz egy hŖstabil DNS-

polimer§zra is sz¿ks®g¿nk van, amely a m§sodik ciklust·l kezdheti meg a mŤkºd®s®t. A RT-PCR sor§n 

figyelembe kell venni azt a molekul§ris saj§ts§got, hogy a reverz transzkript§z enzim dNTP kºt®se 

gyeng®bb a DNS-polimer§zokn§l, ²gy magasabb koncentr§ci·ban kell a reakci·hoz adni.  
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6.5. §bra: A reverz transzkripci·s (RT-) PCR s®m§ja.  

 

 

6.4.5. Tov§bbi PCR m·dszerek (random, f¼zi·s, multiplex, f®szkes ®s 

inverz) 
 

A PCR alkalmaz§sainak m®g sz§mos v§ltozata ismert, amelyekbŖl itt n®h§nyat ismertet¿nk. 

Az ¼n. random PCR (m§s n®ven RAPD: random amplification of polymorphic DNA) sor§n olyan DNS 

fragmentumok amplifik§l§sa is megoldhat·, amelyekre nem tudunk specifikus primert tervezni. Ilyen 

esetben k¿lºnbºzŖ, 8-12 nukleotid hossz¼s§g¼, tetszŖleges (arbitrary) szekvenci§j¼ primereket haszn§lnak 

(egy PCR-hez egyf®le primert), ®s ezzel v®gzik az §ltal§ban genomi§lis eredetŤ DNS sokszoros²t§s§t, annak 

ellen®re, hogy a primerek letapad§si hely®t nem ismerj¿k. Ennek a m·dszernek az elŖnye, hogy k®pesek 

vagyunk a pontos szekvencia ismerete n®lk¿l is polimorf DNS-ek ºsszehasonl²t§s§t elv®gezni.  

 

A f¼zi·s PCR (angolul jumping, azaz Ăugr§l·ò PCR-nek is nevezik) sor§n lehetŖs®g¿nk ny²lik k®t k¿lºn§ll· 

DNS fragmentumot az amplifik§ci· sor§nk ºsszekapcsolni, vagy r®szben degrad§l·dott DNS templ§tr·l 

specifikus, hosszabb DNS r®gi·kat amplifik§lni. A m·dszer alkalmaz§sa sor§n, ha a k®t k¿lºn§ll· 

fragmentum tartalmaz §tfedŖ szekvenci§t, akkor a k®t DNS sz§l egy-egy v®g®re tervezett, egy forward ®s 

egy reverz primerrel el®rhetj¿k, hogy a keletkezŖ DNS sz§l m§r mindk®t darabot egyszerre mag§ban 

foglalja. Ha a fuzion§ltatni k²v§nt fragmentumok nem tartalmaznak §tfedŖ szekvenci§t, akkor elsŖ l®p®sk®nt 

a sz§lakra egyenk®nt olyan primereket tervez¿nk, amelyek kºz¿l az egyik sz§l reverz, m²g a m§sik sz§l 

forward primere tartalmazza ugyanazt a szekvenci§t. Ezt kºvetŖen olyan amplikonokat kapunk, amelyek 

m§r rendelkeznek azonos, §tfedŖ r®gi·kkal ®s ezek ut§n m§r a fent le²rtaknak megfelelŖen tudjuk egyes²teni 

a k®t DNS darabot. Ennek a m·dszernek a seg²ts®g®vel az Ŗsmaradv§nyokb·l sz§rmaz· fragment§lt 

genomi§lis DNS-t k®pesek vagyunk (legal§bbis egy bizonyos hat§rig) ¼jra egy molekul§v§ alak²tani, 

valamint a f¼zi·s PCR alkalmaz§s§val k¿lºnbºzŖ g®nek egyes²t®s®vel egy l®p®sben tudunk kim®ra 

feh®rj®ket k·dol· konstrukci·kat (ld. 12.2.3. fejezet) elŖ§ll²tani (ld. 6.6. §bra). 
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6.6. §bra: A f¼zi·s PCR sematikus §br§zol§sa. Az elsŖ esetben (A) a k®t fuzion§ltatni k²v§nt DNS sz§l tartalmaz 

§tfedŖ r®gi·t. A m§sodik esetben (B) az elsŖ kºrben PCR-rel l®tre hozzuk §tfedŖ szakaszokat, amit a reakci· sor§n 

egy-egy primer biztos²t (narancs), majd ezt kºvetŖen egy ¼jabb PCR sor§n m§r a k²v§nt term®ket kapjuk. 

 

A multiplex PCR m·dszer l®nyege, hogy a reakci·hoz tºbb k¿lºnbºzŖ primer p§rt is adunk, ²gy tºbb 

amplikont kapunk egy amplifik§l§s sor§n. A tºbb primer p§r alkalmaz§sa miatt az egyes amplikonok 

mennyis®ge ar§nyosan kevesebb lesz, mintha k®t specifikus primert alkalmazn§nk. A multiplex PCR tov§bbi 

technikai neh®zs®ge, hogy el kell ker¿lni a k¿lºnbºzŖ primerek egym§ssal kialak²tott kºlcsºnhat§s§t, mert 

azok g§tolj§k a reakci· megfelelŖ v®gbemenetel®t. Fontos a detekt§l§s szempontj§b·l, hogy az 

amplikonokat k¿lºnbºzŖ m®retŤre tervezz¿k. A m·dszert tºbbek kºzºtt patog®nek azonos²t§s§ra, DNS-

profil k®sz²t®s®re (ld. 6.5.2. fejezet) ®s nagy teljes²tm®nyŤ genotipiz§l§sra alkalmazz§k. 

 

A nested (f®szkes) PCR seg²ts®g®vel a nem k²v§natos term®kek (mispriming) megjelen®s®t k¿szºbºlhetj¿k 

ki, amely abb·l eredhet, hogy az egyik alkalmazott primer aspecifikusan (is) kºt a c®lszekvenci§hoz. A 

m·dszer sor§n k®t, egym§st kºvetŖ PCR-t alkalmaznak, mely sor§n a m§sodik primer p§r az elsŖ p§ron bel¿l 

anell§l az elsŖ term®khez, ezzel nagyban nºvelve a v®gsŖ term®k specificit§s§t. (ld. 6.7. §bra) 

 

6.7. §bra: A "nested" PCR sematikus §br§zol§s. Az elsŖ PCR sor§n a nem k²v§natos term®ket, valamint a 

c®lszekvenci§t tartalmaz· szakaszt erŖs²tj¿k fel. A m§sodik kºrben a k®t term®k kºz¿l a c®l szekvenci§t tartalmaz· 

term®ket haszn§ljuk a tov§bbiakban templ§tk®nt. 
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Az inverz PCR olyan esetekben alkalmazhat·, amikor egy ismert DNS r®gi· kºrnyezet®ben l®vŖ ismeretlen 

szekvenci§t szeretn®k felt®rk®pezni (ld. 6.8. §bra).  

 

6.8. §bra: Az inverz PCR s®m§ja 

 

A m·dszer l®nyegi l®p®se, hogy az ismert szekvenci§t·l nagy t§vols§gra valamely restrikci·s 

endonukle§zzal has²tjuk a DNS sz§lat, majd a mint§t h²g²tjuk, ®s DNS-lig§zzal a DNS fragmentumokat 

cirkul§riz§ljuk. Ezt kºvetŖen a cirkul§ris DNS-t az ismert szekvencia r®gi·n bel¿l has²tjuk egy m§sik 

endonukle§zzal, ²gy olyan line§ris term®ket kapunk, amelynek k®t v®g®t pontosan ismerj¿k. Erre a templ§tra 

m§r k®pesek vagyunk PCR-t alkalmazni az ismert r®gi·nak megfelelŖ primerek seg²ts®g®vel. A m·dszer 

gyakorlati szempontb·l fŖk®pp mobilis DNS elemek (retrov²rusok, transzpozonok) genomba val· 

be®kelŖd®s®nek pontos hely®nek meghat§roz§s§ra alkalmazhat·. 

 

 

6.5. PCR az alkalmazott kutat§sban 
 

Napjainkra a PCR-rel sz§mos alkalmazott tudom§ny§gban ®rtek el §t¿tŖ sikereket. Az orvosi 

diagnosztik§ban, az igazs§g¿gyi orvostanban ma m§r alapm·dszerr® v§lt, de ®rdekes m·don a r®g®szet, sŖt 

az Ŗsl®nytan is alkalmazza (amennyiben a k®rd®ses mint§ban DNS-t vagy legal§bbis nukleinsav tºred®ket 

lehet detekt§lni). Ezen k²v¿l haszn§lj§k a mezŖgazdas§gban, az ®lelmiszeriparban is. A kºvetkezŖkben 

rºviden §ttekintj¿k a PCR szerep®t az alkalmazott tudom§nyokban.  

 

 

6.5.1. Orvosi diagnosztika 
 

Az orvosi diagnosztik§ban egyes betegs®gek kimutat§sa a diagnosztik§hoz haszn§lt m·dszer 

®rz®kenys®g®tŖl f¿gg. Min®l ®rz®kenyebb az elj§r§s, ann§l hamarabb meg lehet kezdeni a sz¿ks®ges 
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beavatkoz§st, valamint jobban elker¿lhetŖek a hib§s negat²v eredm®nyek (igaz, hogy a fals pozit²v esetek 

sz§ma nºvekedhet). V²rusfertŖz®sekn®l, mint p®ld§ul a HIV, a v²rusos hepatitisz, k¿lºnºsen fontos a PCR-

rel tºrt®nŖ ®rz®keny diagnosztika haszn§lata. Tumorok vizsg§lat§ra a val·s-idejŤ kvantitat²v reverz 

transzkripci·s PCR a megfelelŖ eszkºz. A r§kos sejtek vagy a v²rusfertŖz®sek transzkriptumaik alapj§n 

kimutathat·ak.  

 

Az onkol·giai diagnosztik§ban a g®n§trendezŖd®sek kºvetkezt®ben megjelenŖ f¼zi·s mRNS term®kek 

kimutat§s§ra is haszn§lnak PCR-t. Akut mieloid leuk®mi§ra utal p®ld§ul az AML1ïETO f¼zi·s 

transzkriptum megjelen®se. A gy·gyult betegekn®l k¿lºnºsen fontos kimutatni a minim§lis rezidu§lis 

betegs®get (MRD), a kis mennyis®gŤ visszaes®shez vezetŖ marad®k rosszindulat¼ sejtet. PCR-rel az AML1ï

ETO f¼zi·s transzkriptum mennyis®ge pontosan megbecs¿lhetŖ. Az MRD meg§llap²t§sa alapulhat m®g 

klon§lis tumor markereken, kromoszom§lis transzlok§ci·s markereken ®s egy®b, ¼jonnan l®trejºtt f¼zi·s 

transzkriptumokon. A val·s-idejŤ PCR technik§k haszn§lat§val a felsorolt markereket vizsg§lva ®letbev§g· 

elŖrejelz®sek sz¿lethetnek. A telomer§z aktivit§s a tumorok 85%-ban kimutathat·, m²g az eg®szs®ges 

szºvetekben §ltal§ban j·val alacsonyabb m®rt®kben vagy egy§ltal§n nem fordul elŖ, ²gy tºbb r§kos 

megbeteged®sn®l is ²g®retes diagnosztikai marker lehet a PCR-rel tºrt®nŖ kimutat§suk. Hasny§lmirigyr§k 

vizsg§lat§n§l a hasny§lmirigy nedvben m®rve is siker¿lt val·sidejŤ idejŤ PCR-rel a telomer§z hTERT 

alegys®g mRNS-®nek szintj®t m®rni. A kutat§sban a kimutatott hTERT mRNS szintje korrel§lt a 

hasny§lmirigyr§k megjelen®s®vel. Sok m§s p®ld§t is fel lehetne m®g sorolni a PCR tumordiganosztikai 

alkalmaz§s§r·l. 

 

 

6.5.2. Igazs§g¿gyi orvostan (DNS Ăujjlenyomatò) 
 

Az igazs§g¿gyi orvostanban (forensic science) komoly fejlŖd®st eredm®nyezett a DNS profilok megjelen®se. 

A hum§n genomban tºbb t²zezer rºvid, tandem ism®tlŖdŖ (STR: Short Tandem Repeat)) szekvencia 

tal§lhat·, amelyek szem®lyenk®nt elt®rŖek. Napjainkban a DNS ujjlenyomat k®sz²t®s®re fŖk®pp az STR 

szekvenci§kat vizsg§lj§k PCR seg²ts®g®vel. Az elj§r§s sor§n multiplex, azaz egyszerre tºbb, l·kusz-

specifikus primer p§rt haszn§lva amplifik§lj§k az STR szekvenci§kat, s az ²gy kapott, (§ltal§ban kapill§ris) 

elektrofor®zissel kimutathat·, elt®rŖ hossz¼s§g¼ fragmentumok k®pezik az azonos²t§s t§rgy§t. Az USA-ban 

®s Eur·p§ban bizonyos elt®r®sek vannak a vizsg§lt STR l·kuszok haszn§lat§ban. Az azonos DNS 

ujjlenyomatok elker¿l®s®nek ®rdek®ben a ô90-es ®vekben haszn§lt STR l·kuszok sz§m§hoz k®pest m§ra 

j·val tºbbet, ak§r 16 STR l·kuszt is amplifik§lnak egyszerre. A DNS ujjlenyomat haszn§lat§val apas§gi 

tesztet is v®gezhet¿nk, amennyiben a gyerek apj§nak szem®lye k®rd®ses. Rokons§gi viszonyok felt§r§sa is 

lehets®ges PCR anal²zis (DNS profil) seg²ts®g®vel. Hogy csak egy p®ld§t eml²ts¿nk: n®h§ny ®vvel ezelŖtt 

ezzel a m·dszerrel azonos²tott§k a Jekatyerinburgban 1918-ben lem®sz§rolt Romanov orosz c§ri csal§d fºldi 

maradv§nyait. 

 

 

6.5.3. Ăŕsò-PCR  
 

Az ŖsidŖk kutat·inak is nagy seg²ts®get ny¼jt a PCR m·dszer. Egyr®szt a paleontol·giai vizsg§latokn§l az 

Ŗsmaradv§nyokb·l kinyert DNS felsokszoros²t§s§val ®s tov§bbi m·dszerek alkalmaz§s§val pontosabb 

inform§ci·kat nyerhet¿nk az adott ®lŖl®ny taxon·miai azonos²t§s§hoz, ®s ezzel evol¼ci·s l®pt®kben is 

tiszt§bb k®pet kaphatunk az adott Ŗstºrt®neti kor bioszf®r§j§r·l. £p DNS-t nyilv§nval·an nem lehet egy 

Ŗsmaradv§nyb·l rem®lni, de pl. a f¼zi·s PCR seg²ts®g®vel kisebb darab DNS-eket is lehet amplifik§lni, a 

benn¿k t§rolt inform§ci·t szekven§l§ssal kinyerni, majd evol¼ci·s kºvetkeztet®seket levonni. A PCR 

legnagyobb h²rver®st kapott Ŗsl®nytani alkalmaz§s§nak a dinoszauruszok kor§b·l sz§rmaz· DNS minta 

(borosty§nkŖbe z§rt rovarb·l) PCR sokszoros²t§sa ®s szekven§l§sa tŤnt, de k®sŖbb kider¿lt, hogy a minta 

k®sŖbbi korok DNS-®vel volt szennyezve. Viszont val·s eredm®nyeket kaptak tºbb ezer ®ves mint§kb·l. Az 

eddigi leg®rdekesebb eredm®ny a legal§bb 50 ezer ®ve kipusztult neandervºlgyi Ŗsember gyakorlatilag 

teljes genomj§nak felt§r§sa volt (ld. 9.4. fejezet), annak ellen®re, hogy tºredezett DNS-t lehetett csak a 

csontmaradv§nyokb·l kivonni. 
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Az archeol·giai kutat§sok eset®n a PCR-t tºbb szempontb·l is haszn§lhatjuk. Az egyik fŖ ir§ny az emberi 

popul§ci·k, n®pcsoportok csontmaradv§nyaib·l sz§rmaz· DNS anal²zise, m§sr®szt a r®g®szeti lelŖhelyeken 

tal§lt tov§bbi biol·giai eredetŤ mint§k (h§zi§llatok, termesztett nºv®nyek, ®telmaradv§nyok, szerves eredetŤ 

t§rgyak) PCR sokszoros²t§sa, szekven§l§sa ®s azonos²t§sa. M§sr®szt azt a biol·gia saj§ts§got haszn§lhatjuk 

ki, hogy a megterm®keny²t®s ut§n a fejlŖdŖ embri· mindig az anyai mitokondriumot ºrºkli. A 

mitokondriumban tal§lhat· DNS alapj§n pedig k®pesek vagyunk az egyes n®pcsoportok fºldrajzi 

elhelyezked®s®t ®s ennek v§ltoz§sait nyomon kºvetni, valamint a n®pcsoportok kºzºtt tal§lhat· rokons§gi 

kapcsolatokat is felder²thetj¿k ezzel a m·dszerrel. P®ld§ul archeo-PCR vizsg§latsorozattal igyekeznek 

genetikusok ®s archeol·gusok egy¿ttmŤkºd®s®ben felt§rni a honfoglal§s kori magyars§g genetikai eredet®t. 

A honfoglal§s idŖszak§b·l sz§rmaz· csontmaradv§nyokb·l vonnak ki DNS-t ®s ebben az esetben az apai 

ºrºklŖd®sŤ Y kromosz·m§ra jellemzŖ marker r®gi·kat amplifik§lnak (a tºredezetts®g miatt a mint§kat 

elŖszºr random PCR-nek vetik al§) multiplex PCR-rel. 
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7. Vektor-gazda rendszerek 
 

Kor§bban bemutattuk, hogy rekombin§ns DNS elŖ§ll²t§s§hoz sz¿ks®g¿nk van egy hordoz· DNS v§zra, a 

vektorra, amibe in vitro a molekul§ris kl·noz§s t§rgy§t, az inszert DNS-t be®p²thetj¿k (2.2. ®s 4.2. 

fejezetek). A kl·noz§s in vivo r®sz®hez a rekombin§ns DNS-t megfelelŖ gazdaszervezetbe kell juttatnunk 

(g®nbevitel, ld. 4.3. fejezet). Ebben a fejezetben a vektorok t²pusait ismertetj¿k. A vektor legfŖbb 

tulajdons§ga, hogy k®pes ºn§ll· szaporod§sra valamilyen gazdaszervezetben, azaz egy replikon . A 

replik§ci·hoz sz¿ks®g van egy replik§ci·s orig·ra ®s az azt kºr¿lvevŖ szab§lyoz· szekvenci§kra. A replikon 

milyens®ge dºnti el, hogy az adott vektor milyen gazdasejtben k®pes szaporodni. Vektorokat eredet¿k 

szerint plazmidokb·l, bakteriof§gokb·l, v²rusokb·l, transzpozonokb·l ®s kromosz·m§kb·l (bakteri§lis, 

®lesztŖ, sŖt hum§n kromosz·m§k) lehet elŖ§ll²tani, g®ntechnol·giai ¼ton. A plazmidok ®s a f§gok hasznos 

tulajdons§gainak ºtvºz®s®bŖl sz¿lettek meg a kevert t²pus¼ kozmid ®s f§gmid vektorok. 

 

A gazdasejteket tekintve a mindennapi g®ntechnol·giai gyakorlatban a Gram-negat²v E. coli legelterjedtebb 

gazdaszervezet. Kl·nozni gyakorlatilag csak k·li sejtekben szoktunk. Egyes alkalmaz§sokhoz (pl. feh®rj®k 

t¼ltermeltet®s®re) kutat§si ®s ipari c®lra m§s bakt®rium fajokat is haszn§lnak, mint pl. a Gram-pozit²v 

Bacillus subtilis, de ebben a jegyzetben csak E. coli gazdatºrzsekkel foglalkozunk. A bakteri§lis rendszer 

elŖnye, hogy sokf®le vektor t²pushoz haszn§lhat·, egyszerŤ ®s relat²ve olcs· a laborat·riumi fenntart§sa, 

gyorsan szaporodik (optim§lis kºr¿lm®nyek kºzºtt 20 perc alatt oszt·dik), ®s mivel az emberi vastagb®l 

biofl·r§j§nak tagja, ez®rt nem allerg®n. Ugyan l®teznek patog®n E. coli tºrzsek is (pl. az O104:H4), a 

g®ntechnol·giai gyakorlatban elsŖsorban haszn§lt K-12-es tºrzs ®s tºbb sz§z genetikai vari§nsa igen 

biztons§gosnak tekinthetŖk, az emberi b®lcsatorn§ban nem k®pesek szaporodni. A g®ntechnol·gi§ban 

haszn§latos legfontosabb E. coli K-12 altºrzseket, genot²pusukat ®s jelentŖs®g¿ket, valamint a fontosabb 

genetikai markereket a 7.1. t§bl§zatban ®s 7.2. t§bl§zatban foglaljuk ºssze (nem mindegyik fenot²pussal 

foglalkozunk a jegyzetben, ezekrŖl mikrobiol·giai k®zikºnyvekben, illetve ezen a weblapon tal§lhat· 

tov§bbi inform§ci·). A K-12 tºrzs mellett a B tºrzs n®h§ny vari§ns§t is haszn§ljuk a g®ntechnol·gi§ban, pl. 

a feh®rjeexpresszi·hoz a BL21-et ®s sz§rnaz®kait. EzekrŖl r®szletesebben a 12.2.2.2. fejezet olvashatnak. 

 

Az eukari·ta gazdasejtek kºz¿l a laborat·riumi teny®szt®st tekintve az ®lesztŖ §ll legkºzelebb az E. coli 

sejtekhez. K¿lºnbºzŖ g®ntechnol·giai c®lokra haszn§lunk m®g rovarsejteket, nºv®nyi ®s §llati sejteket is, 

amelyekkel a jegyzet k®sŖbbi fejezeteiben foglalkozunk. Fontos megjegyezni, hogy az eukari·ta gazdasejtek 

eset®ben gyakorlatilag minden esetben ¼n. Ăshuttleò (ing§z·) vektorokat haszn§lunk, amelyek k®tf®le 

gazd§ban is szaporodni tudnak (bin§ris = kettŖs replikonnal rendelkeznek). Ennek az az oka, hogy mint azt 

m§r eml²tett¿k, a molekul§ris kl·noz§s, a rekombin§ns DNS elk®sz²t®se minden esetben E. coli gazd§ban 

tºrt®nik, s a m§r felszapor²tott konstrukci·t juttatjuk be az eukari·ta gazd§ba. 

 

7.1. t§bl§zat: E. coli K-12 altºrzsek 

 
 

http://ecoliwiki.net/colipedia/index.php/Welcome_to_EcoliWiki
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7.2. t§bl§zat: N®h§ny fontos E. coli genetikai marker 

 
 

 

7.1. A vektorok §ltal§nos jellemzŖi 
 

A vektorok az egyes gazda szervezetek DNS inform§ci·j§nak m·dos²t§s§hoz haszn§lt §ltal§nos 

g®ntechnol·giai eszkºzºk, a kl·nozand· DNS (az inszert) hordoz·molekul§i. 

 

Milyen tulajdons§gokkal kell rendelkezni egy DNS molekul§nak, hogy vektor c®lj§ra haszn§lhassuk? 

¥n§ll· replik§ci·ra kell k®pesnek lennie. Kicsi m®retŤnek kell lennie, mivel akkor kºnnyŤ dolgozni vele a 

laborat·riumban; az ide§lis m®ret 2-5 kbp (1,4-3,5 MDa). Egyedi restrikci·s helyekkel kell rendelkeznie, s 

v®g¿l kell tartalmazni legal§bb egy szelekci·s marker g®nt. 

 

 

7.1.1. Kl·noz· ®s expresszi·s vektorok 
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A vektorokat felhaszn§l§suk alapj§n k®t nagy csoportra oszthatjuk. Az elsŖ csoportba a kl·noz· vektorok 

tartoznak, melyeket specifikus DNS inform§ci· t§rol§s§ra, sokszoros²t§s§ra haszn§lhatunk fel. Ezek a 

vektorok a gazdaszervezetre jellemzŖ replik onnal kell, hogy rendelkezzenek A Ăj· vektorokò 

alapkºvetelm®nye, hogy az organizmus DNS §llom§ny§nak replik§ci·j§t·l f¿ggetlen¿l k®pesek 

sokszoroz·dni, ebbŖl kifoly·lag tºbb k·pi§ban is elŖfordulhatnak. Minden vektornak, amelybe 

mesters®gen k²v§nunk idegen DNS inform§ci·t ®p²teni, rendelkeznie kell kl·noz· hellyel. A legtºbbszºr 

ezek ¼n. multikl·noz· (polikl·noz·) helyek (MCS: Multiple Cloning Site), amelyek a vektorban csak 

egyszer elŖfordul·, egym§s mellett elhelyezkedŖ k¿lºnbºzŖ restrikci·s endonukle§z felismerŖ helyek. 

Szelekci·s marker g®nk®nt a legtºbb vektorban antibiotikum rezisztencia g®nt haszn§lnak. 

 

A m§sodik nagy csoportba az expresszi·s vektorok tartoznak. Ezek a DNS konstrukci·k olyan szab§lyz· 

elemeket tartalmaznak, amelyek lehetŖv® teszik, hogy a benn¿k t§rolt DNS inform§ci· (az inszert) k®pes 

legyen feh®rjek®nt kifejezŖdni, expressz§l·dni. Az expresszi·s vektoroknak tartalmazniuk kell a kl·noz· 

hely elŖtt egy prom·ter r®gi·t, ami lehetŖv® teszi a transzkripci·t, ®s ami legink§bb meghat§rozza az 

expressz§land· feh®rje mennyis®g®t. A prom·ter mŤkºd®s®nek szab§lyozhat·s§ga kulcsfontoss§g¼ a 

gyakorlatban - ennek seg²ts®g®vel elker¿lhetj¿k az ĂidŖ elŖttiò feh®rje expresszi·t, illetve azt 

k²v§nalmainknak megfelelŖen ind²thatjuk el. Az egyik legismertebb ®s legink§bb alkalmazott szab§lyz· 

mechanizmus az E. coli lac operon elemeire ®p¿l, amelynek l®nyege rºviden, hogy a g®nexpresszi· csak 

allolakt·z jelenl®t®ben indul be. A gyakorlatban az allolakt·zt metabolikusan nem bonthat· anal·g 

molekul§val, izopropil ɓ-D-tiogalaktoziddal (IPTG-vel) helyettes²tj¿k. 

 

 

7.1.2. Antibiotikum rezisztencia g®nek 
 

A plazmidok felfedez®sekor hamar f®ny der¿lt arra, hogy ezek az extrakromoszom§lis elemek gyakran 

tartalmaznak antibiotikum-rezisztencia g®neket, amelyek horizont§lis g®ntranszferrel nem csak a fajon bel¿l, 

de k¿lºnbºzŖ fajok kºzºtt is v§ndorolhatnak. A gyakorlatban az antibiotikum-rezisztencia g®neket 

szelekci·s marker g®nekk®nt haszn§ljuk. Ha a vektor rendelkezik valamely antibiotikum-rezisztencia 

g®nnel, az adott antibiotikumot tartalmaz· t§ptalajon csak azok az egyedek lesznek ®letk®pesek, amelyekbe 

beker¿lt a vektor DNS (azonban az antibiotikum az ¿res ®s az inszertet tartalmaz· vektor kºzºtt nem 

szelekt§l, arra p®ld§ul a Ăk®k-feh®rò szelekci· alkalmas (ld. 7.2.3.1). 

 

Az egyik legelterjedtebb antibiotikum az ampicillin, ami az elsŖk®nt felfedezett penicillin f®lszintetikus 

v§ltozata (ld. 7.1. §bra). Az ampicillin, elŖdj®hez hasonl·an, b®ta-lakt§m antibiotikum, amely kºtŖdik ®s 

¼n. ºngyilkos szubsztr§tk®nt g§tolja a sejtfal peptidoglik§n szint®zisben szerepet j§tsz· transzpeptid§z 

enzimet, ®s ez§ltal g§tolja a bakt®rium nºveked®s®t. Szerkezeti saj§ts§ga, hogy egy aminocsoport 

kapcsol·dik a penicillin alapstrukt¼r§j§hoz (aminopenicillin), ²gy n®h§ny Gram-negat²v bakt®rium 

feh®rjeburokkal v®dett membr§nj§n is §t tud hatolni, ezzel sz®lesebb bakt®riumºlŖ spektrummal rendelkezik. 

Egy m§sik penicillin v§ltozat a karbenicillin  (karboxipenicillin), ami a fent le²rt ampicillinhez k®pest a 

Gram-negat²v bakt®riumok fel® sz®lesebb hat§sspektrummal b²r. Annak ellen®re, hogy a karboxipenicillinek 

a b®ta-laktam§z enzimekkel szemben kev®sb® ellen§ll·ak, a kºnnyen degrad§l·d· ampicillinhez k®pest j·val 

stabilabbak. Mindk®t g§tl·szer elleni rezisztenci§t a m§r fent eml²tett b®ta-laktam§z enzim biztos²tja, 

amely k®pes elhas²tani a b®ta-lakt§m-gyŤrŤt, ez§ltal hat§stalan²tja a molekul§t. 

 

 

7.1. §bra: Az ampicillin szerkezete 
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A kloramfenikol antibiotikumot 1949-ben §ll²tott§k elŖ elŖszºr. Alkalmaz§sa igen elterjedt, mert gy§rt§sa 

olcs· ®s nagyon hat®kony bakt®rium-nºveked®st g§tl· szer, hat§sspektruma sz®les. Bakteriosztatikus 

k®pess®g®nek molekul§ris h§ttere, hogy a transzl§ci· sor§n a ribosz·ma komplex 50S alegys®g®hez kºt, ²gy 

g§tolja a feh®rjeszint®zist. A laborat·riumi gyakorlatban haszn§lt kloramfenikol rezisztencia g®n egy 

kloramfenikol-acetiltranszfer§z enzimet k·dol, amely ¼gy k®pes inaktiv§lni az antibiotikumot, hogy arra 

k®t darab acetil-csoportot kºt, ²gy a szer m§r nem k®pes kifejteni a hat§s§t.  

 

Egy m§sik feh®rjeszint®zis g§tl· antibiotikum a tetraciklin , amelyet a Streptomyces bakt®riumok termelnek 

®s egy sz®les spektrum¼ poliketid t²pus¼ term®szetes antibiotikum. A kloramfenikollal ellent®tben az 

aminoacil-tRNS mRNS-ribosz·ma komplexhez val· kºtŖd®s®t g§tolja a 30S alegys®ghez kºtŖdve. A 

tetraciklin rezisztenci§t egy 40 kDa-os membr§nfeh®rje biztos²tja, amely akt²v m·don kipump§lja az 

antibiotikumot  a sejtbŖl.  

 

A kanamicin nevŤ antibiotikumot a Streptomyces kanamyceticus bakt®rium termeli, ®s a tetraciklinhez 

hasonl·an a prokari·ta ribosz·ma 30S alegys®g®hez kºt, ®s ott transzl§ci·s hib§t induk§l, amellyel g§tolja a 

feh®rj®k §t²r·d§s§t. A kanamicinnel kºzeli rokon molekula a neomicin. Mindk®t antibiotikum 

aminoglikozid t²pus¼ szer, tov§bb§ mindkettŖ hat®konyan g§tolja fŖk®pp a Gram-negat²v, kisebb r®szben a 

Gram-pozit²v bakt®riumok nºveked®s®t. Inaktiv§l§sukat egy acetil-transzfer§z enzim v®gzi, amely egy 

vektorban k·dolva biztos²tja a rezisztenci§t. 

 

A sztreptomicin nevŤ antibakteri§lis szert, ahogyan nev®bŖl is kider¿l, a Streptomyces griseus nevŤ 

bakt®rium bioszint®zis®nek term®szetes term®kek®nt fedezt®k fel 1943-ban. Gy·gy§szati felhaszn§l§sban a 

tuberkul·zis kezel®s®ben v§lt igen n®pszerŤv®. A kanamicinhez ®s neomicinhez hasonl·an ez az 

antibiotikum is az aminoglikozidok kºz® tartozik, ®s a feh®rjeszint®zist g§tolja. Hat§s§t a 30S ribosz·ma 

alegys®g 16S rRNS-®hez kºtve fejti ki. Ennek kºvetkezt®ben kodon elcs¼sz§s alakul ki, ami v®gsŖ soron a 

bakt®rium hal§l§hoz vezet. A rezisztencia g®nje sztreptomicin -6-foszfotranszfer§z enzimet k·dol, ami az 

antibiotikumot foszforil§lva g§tolja annak mŤkºd®s®t. 

 

Az utols·k®nt bemutatott antibakteri§lis molekula a zeocin, amely egy glikopeptid, ®s mikr·ba ºlŖ 

k®pess®ge abban rejlik, hogy a kettŖssz§l¼ DNS-be interkal§l·dva, kettŖssz§l-tºr®st okoz. Ezen 

tulajdons§g§nak kºszºnhetŖen sz®les spektrum¼ antibiotikum. A sejten k²v¿l a zeocin r®z-ionnal komplexet 

k®pezve inakt²v form§ban van, m²g a sejten bel¿l a reduk§l· kºrnyezetben a r®z-ion lev§lik a glikopeptidrŖl 

®s ²gy akt²vv§ v§lik. A zeocin-rezisztencia g®n egy Streptoalloteichus hindustanus nevŤ organizmusb·l 

sz§rmaz· 14 kDa molekulatºmegŤ feh®rj®t k·dol, ami megkºti az antibiotikumot, ®s ²gy az nem k®pes a 

DNS-t has²tani.  

 

 

7.2. Plazmid vektorok 
 

7.2.1. A plazmidok §ltal§nos jellemzŖi 
 

Az elsŖ plazmidot az 1940-es ®vek elej®n azonos²tott§k egy Shigella bakt®rium fajb·l. A plazmidok rºvid, 

n®h§ny kbp ®s 200 kbp kºzºtti m®retŤ, extrakromoszom§lis, kettŖs sz§l¼ cirkul§ris DNS molekul§k, 

amelyek az organizmus kromosz·m§j§t·l f¿ggetlen¿l k®pesek replik§l·dni (azaz replikonok).  

 

Replik§ci·jukat a bakt®rium kromosz·m§j§nak replik§ci·j§hoz sz¿ks®ges enzimek egy r®sze v®gzi (DNS-

polimer§z I, DNS-polimer§z III, stb.). A replik§ci· kezdŖpontj§t itt is a replik§ci·s orig· jelºli ki. Az orig· 

kºrny®k®n tal§lhat· szekvenci§k szab§lyozz§k a k·piasz§mot. A legtºbb plazmid a kromoszom§lis DNS-ek 

§ltal§nos bidirekcion§lis replik§ci·s mechanizmus§t·l elt®rŖen unidirekcion§lisan m§sol·dik (azaz az 

orig·t·l csak egy replik§ci·s villa indul el). A ma haszn§latos plazmid vektorok replik§ci·ja f¿ggetlen a 

sejtoszt·d§st·l, ¼n. relax§lt kontroll alatt §ll. Ilyen p®ld§ul a pMB1 plazmidban tal§lhat· replikon. (Ezt a 

plazmidot elŖszºr egy klinikai mint§b·l izol§lt§k 1974-ben). Az eredeti szekvenci§j¼ pMB1 replikont 

tartalmaz· vektorok k·piasz§ma sejtenk®nt 15-20. Az E. coli plazmidok kºzºtt tºbb k¿lºnbºzŖ replikon 

szekvenci§t is tal§ltak (ColE1, p15A, pSC101). K®t k¿lºnbºzŖ szekvenci§j¼, k¿lºnbºzŖ t²pus¼ replikont 
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tartalmaz· plazmid egym§s mellett stabilan fenntarthat· ugyanabban a sejtben. Az azonos replik§ci·s 

orig·t hordoz· plazmidok azonban egym§ssal inkompatibilis ek, ezekbŖl csak egyf®le fordulhat elŖ egy 

sejtben (kiv®ve, ha k®t k¿lºnbºzŖ antibiotikummal kettŖs szelekci·t alkalmazunk a k®t azonos replikonnal 

rendelkezŖ plazmid eset®n). 

 

Minthogy a plazmidok replik§ci·ja nem f¿gg feh®rj®k expresszi·j§t·l (a sz¿ks®ges enzimek hossz¼ 

®letidejŤek a sejtben), a gazdasejt feh®rjeszint®zis®nek kloramfenikollal val· g§tl§s§val el lehet azt ®rni, 

hogy a sejt nem lesz k®pes a kromoszom§lis DNS-®t replik§lni, de a plazmid szint®zise tov§bb folyik. Ezzel 

az elj§r§ssal, melyet amplifik§l§snak nevez¿nk, tov§bb nºvelhetŖ egy plazmid k·piasz§ma. 

 

A plazmidokat funkcion§lis szempontb·l tºbb csoportba oszthatjuk. Az elsŖbe az ¼n. konjugat²v plazmidok 

tartoznak, mint pl. az E. coli F-faktor a (fertilit§si-faktor), amelyek a bakt®riumok kºzºtti ivaros 

szaporod§st, a konjug§ci·t biztos²t· episz·m§k (kromosz·m§n k²v¿li genetikai elemek). A konjug§ci· sor§n 

a k®t bakt®rium az F-faktor-k·dolta pilin oligomer feh®rj®bŖl §ll· piluson kereszt¿l kapcsol·dik ºssze. A 

plazmidok nagy m§sik csoportj§ba tartoznak a m§r eml²tett rezisztencia g®neket hordoz· plazmidok, 

amelyek szint®n k®pesek horizont§lis g®ntranszferrel m§s egyedekbe §tjutni ®s biztos²tani az adott 

antibiotikummal szemben ellen§ll·s§got. A harmadik plazmid csoport az E. coli bakt®riumra jellemzŖ, 

§ltaluk termelt ®s m§s E. coli vonalakra (®s m§s bakt®riumokra) hat· toxinokat k·dol. 

 

Ebben a fejezetben n®h§ny Ăklasszikusò plazmid-alap¼ vektort ®s vektorcsal§dot fogunk bemutatni, tov§bbi 

plazmid vektorokr·l a k®sŖbbi fejezetekben lesz sz·. 

 

 

7.2.2. A pBR322 vektor 
 

Az elsŖ sz®les kºrben ismertt® v§lt E. coli kompatibilis kl·noz· vektort 1977-ben §ll²tott§k elŖ a Kaliforniai 

Egyetemen, amelyet  pBR322 n®vre kereszteltek el (BR a feltal§l· Bolivar Rodriguez monogramja). Ez a 

vektor 4361 b§zisp§rb·l §ll, megtal§lhat· benne egy ampicillin ®s egy tetraciklin rezisztencia g®n, valamint 

egy term®szetes E. coli plazmidb·l, a pMB1-bŖl sz§rmaz· replik§ci·s orig·. A plazmidon bel¿l 40 egyedi 

restrikci·s has²t·hely tal§lhat·, amelyekbe inszertet lehet be®p²teni. 11 kl·noz· hely a tetraciklin 

rezisztenci§t, m²g 6 darab az ampicillin rezisztenci§t k·dol· r®gi·ban tal§lhat·, ²gy az inszert be®p¿l®s®re az 

adott rezisztencia g®n funkci·veszt®se mellett lehet szelekt§lni. (Ebben a vektorban m®g nem volt 

multikl·noz· hely) (ld. 7.2. §bra). 

 

 

7.2. §bra: A pBR322 vektor t®rk®pe. A replik§ci·s orig·n k²v¿l (ori) l§that· a k®t antibiotikum rezisztencia g®n 

(AmpR ®s TcR), valamint a benn¿k tal§lhat· 6, illetve 11 restrikci·s endonukle§z felismerŖ hely. 
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7.2.3. A pUC vektorcsal§d 
 

A pUC kl·noz· vektorcsal§d is a Kaliforniai Egyetemen l§tott napvil§got (az UC rºvid²t®s a University of 

California n®vbŖl ered). Siker®t egy igen ºtletes tulajdons§g§nak kºszºnheti, ami j·csk§n leegyszerŤs²tette a 

kl·noz§s siker®t bizony²t· m§sodlagos szelekci·t (az elsŖdleges szelekci· az antibiotikum rezisztencia, 

viszont annak eldºnt®s®re, hogy ¿res vektor vagy rekombin§ns DNS ker¿lt a gazdasejtbe, sz¿ks®g¿nk lehet 

egy m§sodlagos szelekci·ra is).  

 

 

7.3. §bra: A pUC18 vektor t®rk®pe. A replik§ci·s orig· (ori) mellett ampicillin rezisztencia g®nt (AmpR), a k®k-

feh®r szelekci·t biztos²t· ɓ-galaktozid§z (LacZŬ) Ŭ-fragmentum§t k·dol· g®nt ®s az ut·bbin bel¿l egy multikl·noz· 

helyet (MCS) tartalmaz. 

 

 

7.4. §bra: A pUC vektor csal§d k®t tagj§nak (pUC18 ®s pUC19) multikl·noz· helyei, amelyek egym§shoz k®pest 

reverz ir§nyban helyezkednek el 

 

A pUC vektor egy 2686 bp m®retŤ plazmid, ami a pMB1 replik§ci·s orig·n k²v¿l tartalmaz m®g egy 

ampicillin rezisztencia g®nt, valamint a ɓ-galaktozid§z (lacZ) enzimet k·dol· g®n egy darabj§t (lacZô). 

Ennek a g®nnek kºszºnhetŖ a m§sodlagos, ¼n. k®k-feh®r szelekci· (ld. lentebb). Tov§bbi elŖnye, hogy a 

pMB1 replikon szekvenci§j§nak m·dos²t§s§val a k·piasz§m 500-700-ra nºvekedett. A vektorcsal§don bel¿l 

a pUC18 ®s a pUC19 abban k¿lºnbºznek, hogy a multikl·noz· hely¿k (MCS) egym§shoz k®pest reverz 

m·don helyezkedik el (ld. 7.3. §bra ®s 7.4. §bra).  
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7.2.3.1. A Ăk®k-feh®rò szelekci· 
 

A k®k-feh®r szelekci· seg²ts®get ny¼jthat annak eldºnt®s®ben, hogy a l®trehozni k²v§nt rekombin§ns 

plazmid tartalamazza-e az inszertet. Azok a bakt®rium telepek, amelyekben sikeresen kl·nozott, inszertet 

tartalmaz· plazmid van, feh®rek lesznek, az ¿res vektort tartalmaz· telepek viszont k®kek. A 

l§tv§nyos teszt molekul§ris alapja a ɓ-galaktozid§z enzim mŤkºd®s®ben rejlik ®s az ¼n. a-

komplement§ci·n alapszik. A ɓ-galaktozid§z n®gy azonos alegys®gbŖl §ll· feh®rje, ®s csak ebben a 

form§ban akt²v. Az egyes alegys®gek k®t peptidre bonthat·k sz®t (egy rºvidebb N-termin§lis LacZ a-

fragmentumra ®s egy nagym®retŤ LacZ w-fragmentumra), aminek kºvetkezt®ben felbomlik a 

homotetramer szerkezet, ®s az enzim inakt²v lesz. Ha a k®t peptidet ¼jra ºsszekeverj¿k (vagyis az w-

fragmentumot kieg®sz²tj¿k az a-fragmentummal, amit genetikai kifejez®ssel a-komplement§ci·nak 

h²vunk), spont§n kialakul az akt²v enzimszerkezet. 

 

A szelekci· sor§n az enzimnek ezt a spont§n ºsszeszerelŖd®si k®pess®g®t haszn§ljuk ki oly m·don, hogy 

az a-fragmentumot a plazmid k·dolja, m²g az w-fragmentumot a gazdasejt genomja. Mivel a c®l az inszert 

be®p¿l®s®nek a vizsg§lata, a vektorban a multikl·noz· hely (MCS) az a-fragmentumot k·dol· 

szakaszba van be®p²tve. Vagyis sikeres kl·noz§s eset®n az a-fragmentumot k·dol· szakasz elromlik, 

®s az a-fragmentum nem tud kifejezŖdni. Ebben az esetben teh§t az IPTG-vel val· indukci· 

eredm®nyek®nt az inszert §ltal k·dolt feh®rje fog expressz§l·dni, ®s a telepek feh®rek lesznek. Az ¿res 

vektort tartalmaz· bakt®riumok IPTG indukci· hat§s§ra az enzim mindk®t fragmentum§t szintetiz§lj§k, 

ami azt eredm®nyezi, hogy egy kromog®n szubsztr§t, az 5-br·m-4-kl·r-3-indolil-Ç-D-galaktozid (X-gal) 

jelenl®t®ben k®k sz²nŤ bakt®rium telepek keletkeznek. (ld. 7.5. §bra). 

 

7.5. §bra: A Ăk®k-feh®rò szelekci· molekul§ris h§ttere. A csonkolt ɓ-galaktozid§z enzim (s§rga) IPTG jelenl®t®ben 

a gazdasejtben termelŖdik, de inakt²v marad, m²g a vektorban k·dolt enzim a-fragmentum (piros) akt²vv§ nem teszi. 

Ez az a-komplement§ci· jelens®ge. Az akt²v enzim az X-gal szubsztr§tot bontja, k®k csapad®k ®s k®k sz²nŤv® telepek 

keletkeznek. Ha az inszerci· sikeres, akkor az Ŭ-fragmentum nem termelŖdik,  a kol·nia feh®r sz²nŤ marad. 
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7.2.4. F§gmidok 
 

A f§gmidok, mint k®pzett sz· fonalas (bakterio)f§g ®s plazmid kombin§ci·j§ra utalt. EbbŖl ad·d·an 

jellemzŖi az elŖbbi kettŖ tulajdons§gainak kever®ke. A f§gmidok a gyakorlatban kl·noz· vektork®nt 

haszn§lhat·k. Egyr®szrŖl tartalmaznak egy plazmid replik§ci·s orig·t, m§sr®szrŖl megtal§lhat· benn¿k az 

f1 f§gb·l sz§rmaz· f1 orig· is. Ez ut·bbi a fonalas (fibr·zus) f§gokra jellemzŖ ®s biztos²tja azt, hogy a 

f§gmidrŖl egysz§l¼ DNS is §t²r·djon, majd az virionba pakol·dva, a k®sŖbbi gazda organizmusba §tvihetŖ 

legyen. A f§g r®szecsk®be csomagol§shoz sz¿ks®g van ¼n. seg²tŖ (helper) plazmidokra is, amelyek az 

egysz§l¼ DNS replik§ci·j§t biztos²tj§k ®s a virionba val· pakol§shoz sz¿ks®ges g®neket k·dolj§k. A 

f§gmidok, a fibr·zus f§gokhoz hasonl·an nem l²tikusak, teh§t kiszabadul§sukkor nem esik sz®t a gazdasejt, 

hanem a sejtet folyamatosan ¼j v²rusr®szecsk®k kiv§laszt§s§ra k®szteti. A fonalas f§gok, s ebbŖl ad·d·an a 

f§gmidok fertŖzŖ k®pess®g®hez az is sz¿ks®ges, hogy a gazdasejt rendelkezzen pilussal. A f§gmidok teh§t 

kiz§r·lag olyan gazdasejttel alkalmazhat·ak, amelyben megtal§lhat· vagy F-faktor, vagy annak valamilyen 

v§ltozata. A f§gmidokat kor§bban szekven§l§sra, valamint ir§ny²tott mutagenezishez alkalmazott 

konstrukci·khoz haszn§lt§k, mivel egysz§l¼ templ§tot lehet r·la egyszerŤen elŖ§ll²tani (maga a rekombin§ns 

f§gmid a f§g r®szecsk®ben egysz§l¼). 

 

Az egyik legismertebb kl·noz· f§gmid a pBlueScript (pBS) vektor, amely a pUC vektorcsal§dra nagyon 

hasonl²t (ld. 7.6. §bra). Egyr®szt tartalmaz egy plazmid ®s egy f1 replik§ci·s orig·t. Ezen k²v¿l ampicillin 

rezisztencia g®nt k·dol, valamint 21 restrikci·s endonukle§z kompatibilis MCS-t, amely a pUC vektor 

csal§dra jellemzŖ ɓ-galaktozid§z Ŭ-peptidet k·dol· r®gi·j§n bel¿l tal§lhat·. Ut·bbinak kºszºnhetŖen az 

inszert be®p¿l®se nyomon kºvethetŖ a k®k-feh®r szelekci· seg²ts®g®vel. Megeml²tendŖ m®g, hogy a 

polikl·noz· hely k®t v®g®n egy-egy T7 illetve T3 f§g-specifikus prom·ter tal§lhat·, amelyekrŖl az adott 

prom·terre specifikus RNS-polimer§zzal in vitro transzkripci·t lehet v®gezni az inszert mindk®t sz§l§r·l. 

 

 

7.6. §bra: A pBlueScript f§gmid vektor t®rk®pe. A vektor tartalmazza, mind a plazmid (ori), mint a fonalas f§gokra 

jellemzŖ f1 replik§ci·s orig·t. Ezen k²v¿l tal§lhat· benne egy ampicillin (AmpR) rezisztencia g®n, valamint a "k®k-

feh®r" szelekci·t biztos²t· ɓ-galaktozid§z (LacZŬ) fragmentum k·dol· r®gi·ja, ®s ez ut·bbin bel¿l egy MCS. A 

kl·nozott g®n kifejezŖd®s®t T7, illetve T3 prom·terrel is el lehet ind²tani 
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7.3. Bakteriof§g vektorok 
 

A bakteriof§g-alap¼ vektorok elŖnye a plazmidokkal szemben, hogy fertŖzŖ tulajdons§guk r®v®n sokkal 

hat®konyabban k®pesek az idegen DNS-t a gazdasejtbe bejuttatni (a g®nbeviteli m·dszereket r®szletesen a 

4.3. fejezetben t§rgyaljuk). A tipikus bakteriof§g egy k¿lsŖ, feh®rj®bŖl §ll· kapszidb·l ®s a benne l®vŖ 

ºrºk²tŖanyagb·l §ll. A genomjukat alkothatja RNS ®s DNS is, egy- vagy k®tsz§l¼ form§ban is. Vektor 

elŖ§ll²t§s§ra elsŖsorban az ikoza®deres ɚ-f§got ®s a filament·zus M13 f§got haszn§lj§k. 

 

 

7.3.1. ɚ-f§g vektorok 
 

A g®ntechnol·gia alkalmaz§sban az egyik legelterjedtebb bakteriof§g az E. coli specifikus ɚ-f§g (m§s n®ven 

enterobakteriof§g-ɚ). Szerkezet®ben tipikus f§g strukt¼r§t mutat, rendelkezik fej, m§s n®ven egy kapszid 
r®gi·val, amelyben line§ris kettŖs sz§l¼ DNS ºrºk²tŖanyag tal§lhat·, valamint farok r®gi·val, amin 

kereszt¿l a DNS bejuthat a gazdasejtbe. A v²rus genomja ~48500 bp-b·l §ll ®s kºzel 60 g®nt k·dol, amelyek 

biztos²tj§k a f§g szaporod§s§hoz ®s becsomagol§s§hoz sz¿ks®ges enzimeket, azok szab§lyz· feh®rj®it, 

valamint burokfeh®rj®ket. A v²rus line§ris genomja k®pes cirkulariz§l·dni a gazdasejten bel¿l, ezt a DNS 

sz§lak v®g®n tal§lhat· k®t ragad· cos r®gi· biztos²tja. Az ɚ-f§g k®tf®le ®letciklust mutat. A l²tikus 

®letciklus sor§n a v²rus ºrºk²tŖanyaga miut§n bejutott a gazdasejtbe, ott tºbbszºr replik§l·dik, majd a fej ®s 

farok strukt¼r§t k®pzŖ feh®rj®k expresszi·j§t kºvetŖen ¼j v²rusr®szecsk®k k®pzŖdnek, amik a gazdasejt 

elpusztul§sa ut§n tov§bbi sejteket fertŖznek. Ezzel ellent®tben a lizog®n ®letciklusba akkor l®p a f§g, amikor 

az ºrºk²tŖanyaga be®p¿l az E. coli kromosz·m§j§ba, azzal egy¿tt replik§l·dik. A sejt oszt·d§s§val tov§bb 

ºrºklŖdŖ, l§tens f§got prof§gnak nevezz¿k (ld. 7.7. §bra). 

 

7.7. §bra: A l-f§g l²tikus ®s lizog®n ®letciklusa 

 

A ɚ-f§g-alap¼ vektorokon bel¿l megk¿lºnbºztet¿nk inszerci·s ®s szubsztit¼ci·s (helyettes²tŖ) vektorokat. 

ElŖbbi eset®n a line§ris DNS-ben tal§lhat· egy restrikci·s endonukle§z hely, ahova maximum 7 kbp m®retŤ 

DNS inszertet ®p²thet¿nk be. Ezt a t²pust fŖk®nt cDNS kºnyv§rak elŖ§ll²t§s§hoz haszn§lj§k (ld. 8.3. 

fejezet). A helyettes²tŖ vektorok eset®n a line§ris DNS-en bel¿l tal§lhat· egy "kitºltŖ" szekvencia (amely 

r®gi· eredetileg a v²rus l²tikus ®letciklus§hoz nem esszenci§lis g®neket tartalmaz), amelyet elsŖk®nt ki kell 

v§gni a vektorb·l ®s annak hely®re tudjuk be®p²teni az idegen g®nszakaszt). Szubsztit¼ci·s vektorok 

alkalmaz§s§n§l a maxim§lis be®p²thetŖ inszert m®ret 20 kbp, ®s fŖleg genomi§lis kºnyvt§rakat §ll²tanak 

elŖ belŖl¿k (ld. 8.2. fejezet). Egy helyettes²tŖ l-f§g vektor konstrukci·t §br§zol a 7.8. §bra.  

Az ɚ-f§g alap¼ vektorok alkalmaz§sakor ¿gyelni kell a be®p²teni k²v§nt inszert m®ret®re, ugyanis ha az 

inszert t¼l kicsi, akkor nem alakul ki a f§g fej®ben a fertŖz®shez n®lk¿lºzhetetlen nyom§s, m²g ha t¼l nagy, 
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akkor nem f®r el a DNS a virion feji r®sz®ben. A rekombin§ns konstrukci·k elk®sz²t®s®n®l neh®zs®get jelent, 

hogy a vektor Ăbalò ®s Ăjobbò karj§t kell az inszerttel lig§lni, azaz h§rmas lig§l§s tºrt®nik. A l-f§g vektorok 

haszn§lat§nak viszont nagy elŖnye, hogy a rekombin§ns DNS in vitro Ăbecsomagolhat·ò a 

v²rusr®szecsk®kbe (ehhez olyan Ăcsomagol· kitò-eket haszn§lunk, ami a virionok kialakul§s§hoz sz¿ks®ges 

ºsszes komponenst tartalmazza), s ez§ltal infekci·val a megfelelŖ gazdasejtbe juttat§s hat§sfoka kiv§l·.  

 

 

7.8. §bra: Rekombin§ns DNS helyettes²tŖ l-f§g vektorban. A l-f§g genomj§nak kºz®psŖ szakasza (piros) a f§g 

mŤkºd®s®hez nem esszenci§lis, ez®rt az inszerttel helyettes²thetŖ. Mivel a DNS f§gba pakol§s§hoz a DNS m®ret®nek 

egy szŤk tartom§nyba kell esnie, ²gy az idegen DNS n®lk¿l a visszaz§r·d· forma t¼l kicsi ahhoz, hogy a specifikus 

feh®rj®k f§gba ®p²ts®k. Az in vitro pakol·rendszer a f§g genom k®t v®g®n ismer fel egy rºvid DNS szekvenci§t. 

 

 

7.3.2. M13-alap¼ vektorok 
 

Az M13 fonalas bakteriof§g egy 6,4 kbp-b·l §ll·, egysz§l¼ DNS ºrºk²tŖanyaggal rendelkezŖ, a ɚ-f§ghoz 

hasonl·an E. coli-t fertŖzŖ v²rus. A viriont kb. 2700 k·piasz§m¼ kapszidburok feh®rje (P8) alkotja, melynek 

egyik v®g®t a P9 (5 k·pi§ban) ®s P7, m²g m§sik v®g®t a P6 (5 db) ®s P3 feh®rj®k z§rj§k le (ld. 7.9. §bra).  

 

7.9. §bra: Az M13 f§g sematikus §br§zol§sa. Az egysz§l¼ cirkul§ris DNS-t kºr¿lvevlŖ kapszidot a P8 (k®k) feh®rje 

alkotja. A viriont az egyik oldalr·l a P6 (piros) ®s P3 (zºld), a m§sikr·l a P9 (s§rga), ®s a P7 (lila) feh®rj®k z§rj§k le. 
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A P3 feh®rje szerepe igen fontos a gazdasejt pilus§n §t tºrt®nŖ fertŖz®s®ben. Az M13 f§g nem l²tikus a 

gazdasejtre n®zve. A f§g egysz§l¼ DNS-e a replik§ci· sor§n k®tsz§l¼ replikat²v form§v§ alakul, amely a 

piluson §t tºrt®nŖ transzfer sor§n ¼jra egysz§l¼v§ v§lik ®s ²gy fertŖz tov§bb. A laborat·riumi gyakorlatban a 

k®tsz§l¼ replikat²v form§t haszn§lj§k kl·noz· vektork®nt. A v²rus restrikci·s endonukle§z has²t· helyeket 

tartalmaz (pl.: az M13mp18 f§g-vektor a pUC18 plazmid vektor tulajdons§gait ºrºkºlte), ahova kºnnyen be 

lehet ®p²teni az inszertet. A v²rusr®szecske m®rete nem limit§lt, mivel a P8 feh®rj®bŖl rendk²v¿l sok darab 

is k®pes kapszidburkot k®pezni, ez®rt a be®p²teni k²v§nt DNS m®rete igen nagy lehet. Legfontosabb 

felhaszn§l§sa az M13 f§g-alap¼ vektoroknak, hogy egysz§l¼ templ§tot szolg§ltat a Sanger-f®le DNS-

szekven§l§shoz ®s az ir§ny²tott mutagenezis egyes m·dszereihez. Ezek mellett az M13 f§g kiv§l·an 

alkalmazhat· ir§ny²tott evol¼ci·s m·dszerekhez, mint p®ld§ul a f§g-bemutat§s (ld. 16.3.2. fejezet). 

 

 

7.4. Kozmidok 
 

A kozmid vektorok ºtvºzik a plazmidok ®s a l-f§g vektorok elŖnyeit. A plazmid vektorok megfelelŖ 

gazdasejtekben val· fenntart§s§hoz nincs sz¿ks®g m§sra, csak replik§ci·s orig·ra, antibiotikum-rezisztencia 

g®nre ®s egy polikl·noz· helyre. M§r eml²tett¿k, hogy a l-f§g nagy elŖnye, hogy rendk²v¿l hat®konyan 

k®pes a f§g r®szecsk®be pakolt DNS sejtekbe juttat§s§ra. Ezen k²v¿l a f§g r®szecsk®ben hossz¼ inszerteket 

tartalmaz· kl·nok is biztons§gosan fenntarthat·ak annak vesz®lye n®lk¿l, hogy az inszert egy r®sze 

rekombin§ci·s folyamatok kºvetkezt®ben elveszik. A kozmid vektorokat ¼gy alak²tott§k ki, hogy a 

sejtekben plazmidk®nt fenntarthat·ak legyenek, ugyanakkor lehetŖs®g legyen a vektorok fertŖzŖk®pes ɠ-

f§g r®szecsk®kbe tºrt®nŖ becsomagol§s§ra, ®s ez §ltal a rossz hat®konys§g¼ transzform§ci· f§g fertŖz®ssel 

tºrt®nŖ kiv§lt§s§ra. Ezekhez a funkci·khoz nincs sz¿ks®g 5-6 kbp DNS-n®l tºbbre. Ennek kºszºnhetŖen a 

kozmid vektorokba ak§r 45 kbp-os inszert is be®p²thetŖ ¼gy, hogy a keletkezŖ vektor m®g f§g r®szecsk®be 

pakolhat· m®retŤ maradjon. A kozmid vektorok tulajdonk®ppen l-f§g cos szekvenci§t tartalmaz· 

plazmidok. Fontos kiemelni, hogy a kozmid vektorok a cos szekvenci§n k²v¿l nem tartalmaznak a l-f§g 

genomj§b·l sz§rmaz· szekvenci§t. 

 

A kozmidok rendelkezhetnek ak§r tºbbf®le replik§ci·s orig·val is. Ezek megl®te hat§rozza meg, hogy az 

adott kozmid vektor milyen sejtekben ®s milyen m·don szapor²that·. A kozmid vektor rendelkezhet p®ld§ul 

az emlŖs sejtekben mŤkºdŖ SV40 orig·val ®s ColE1 orig·val, ami a k®tsz§l¼ replikci·hoz sz¿ks®ges 

prokari·ta rendszerben. Bizonyos kozmid vektorok az F-plazmid replik§ci·s orig·j§t tartalmazz§k. Ez az 

orig· a plazmid k·piasz§m§t 1-2 p®ld§nyban hat§rozza meg. Ezeket a vektorokat fozmidoknak is nevezik. 

Egyes vektorok tartalmazz§k az f1 orig·t is, ami a vektor egyik (adott) sz§l§nak szapor²t§s§t teszi lehetŖv® 

bakt®rium sejtekben fonalas f§gok (pl. M13 f§g) feh®rj®inek jelenl®t®ben. A megfelelŖ pakol· szign§llal 

ell§tva ezek a vektorok fonalas f§g virionba is becsomagolhat·ak. 

 

 

7.5. Mesters®ges kromosz·m§k (PAC, BAC, YAC, HAC) 
 

A g®ntechnol·gia fejlŖd®s®vel megjelent az ig®ny egy olyan vektor t²pusra, amelybe genom-szintŤ 

anal²zisekhez sz¿ks®ges, m®ret®t tekintve igen nagy inszerteket (>100 kbp) lehet be®p²teni ®s kl·nozni. Ezt a 

c®lt el®rendŖ tervezt®k meg az ¼n. mesters®ges kromosz·m§kat.  

 

Az elsŖ ilyen mesters®ges kromosz·m§hoz a P1 E. coli f§g genomja adta az alapot. A P1 f§g a ɚ-f§ggal 

ellent®tben lizog®n ®letciklusa alatt a saj§t DNS-®t nem integr§lja a gazdaszervezet genomj§ba, hanem 

extrakromoszom§lisan, episz·mak®nt szaporodik a gazdasejttel egy¿tt. A v²rus genomja 93 kbp m®retŤ 

kettŖs sz§l¼ line§ris DNS, az E. coli-ba bejutva azonban cirkulariz§l·dik. A v²rus genomj§t felhaszn§lva kb. 

100-300 kbp m®rettartom§nyban lehet idegen DNS-t be®p²teni a P1 f§g-alap¼ mesters®ges kromosz·m§ba 

(PAC: P1-derived Artificial Chromosome). A gyakorlatban a PAC konstrukci·ba restrikci·s endonukle§z 

has²t·helyek seg²ts®g®vel be®p²tik az inszerteket, majd elektropor§ci·val a sejtbe juttatj§k.  
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A bakteri§lis mesters®ges kromosz·ma (BAC) csal§d az E. coli bakt®rium F-faktor episz·m§j§nak 

m·dos²tott v§ltozata. A BAC-t szint®n nagym®retŤ inszertek befogad§s§ra fejlesztett®k ki, s m®g a PAC-n§l 

is nagyobb, ak§r 350 kbp m®retŤ DNS darabokat is bele lehet ®p²teni. A BAC ®s PAC kºzºs von§sa, hogy 

mindk®t vektor tartalmaz a replik§ci·hoz sz¿ks®ges bakteri§lis g®neket, valamint szelekci·s markereket (pl.: 

antibiotikum-rezisztencia g®neket), amelyek lehetŖv® teszik a mesters®ges kromosz·m§t tartalmaz· sejtek 

kiv§laszt§s§t. A replik§ci·juk a bakteri§lis kromosz·m§hoz kºtºtt, azaz egy sejtben §ltal§ban csak egy 

k·pi§ban fordulnak elŖ (Ăszigor¼ò, azaz stringens replik§ci·). Ez a tulajdons§g nagym®retŤ rekombin§ns 

DNS-ek eset®ben hasznosabb, mint a nagy k·piasz§m, ugyanis ²gy kisebb val·sz²nŤs®ggel tºrt®nik homol·g 

rekombin§ci·, a konstrukci· stabilabb marad a felszapor²t§s sor§n.  

 

A harmadik mesters®ges kromosz·ma t²pus eukari·ta eredetŤ, ugyanis a sºr®lesztŖ gomba, a Saccharomyces 

cerevisiae genom tulajdons§gait ºrºkºlte meg. £lesztŖ mesters®ges kromosz·m§kat (YAC : Yeast Artificial 

Chromosome) haszn§ltak eleinte a Hum§n Genom Program sor§n is, mivel az elŖbb eml²tett PAC ®s BAC 

vektorokkal szemben ak§r Mbp  nagys§g¼ DNS inszerteket is k®pes t§rolni, ²gy az emberi genom teljes 

lefed®s®hez elegendŖ kb. 10000 ®lesztŖkl·n. (K®sŖbb azonban a YAC kl·nok instabilit§sa miatt teljesen 

elhagyt§k ezek haszn§lat§t.) Az elŖbbi kettŖ mesters®ges kromosz·m§val szemben a YAC nem cirkul§ris, 

hanem line§ris fel®p²t®sŤ. Rendelkezik az eukari·t§kra jellemzŖ centromer ®s telomer r®gi·kkal is, 

amelyek megakad§lyozz§k a vektor letºr®s®t ®s m§s DNS darabbal val· kapcsol·d§s§t. A YAC tartalmaz 

minden olyan szakaszt, amely a kromosz·ma replik§ci·j§hoz ®s az ut·dsejtbe ker¿l®shez (part²ci·) 

sz¿ks®ges. Ezeken a szakaszokon k²v¿l a YAC vektor rendelkezik m®g egy, a gazdasejtben mŤkºdŖk®pes 

replik§ci·s orig·val is. A YAC vektor h§tr§nya a m§sik k®t mesters®ges kromosz·m§val szemben, hogy 

mivel eukari·ta gazdasejtben tartj§k fenn, ²gy a rekombin§ci·s folyamatoknak jobban ki van t®ve, ezen k²v¿l 

a konstrukci· l®trehoz§sakor gyakrabban alakulnak ki konkatamer inszertek.  

 

V®g¿l meg kell eml®kezn¿nk a hum§n mesters®ges kromosz·m§kr·l (HAC : Human Artificial 

Chromosome) is, mint a legkomplexebb vektor t²pusr·l, amely ²g®retes eszkºz a g®nter§pia sz§m§ra is, mint 

Ăg®nsz§ll²t·ò molekula. MegjegyzendŖ, hogy az elsŖ emlŖs-alap¼ mesters®ges kromosz·m§t a Szegedi 

Biol·giai Kºzpontban Hadlaczky Gyula (1948-2013) §ll²totta elŖ, akinek tºbb ®vtizedes munk§ja lehetŖv® 

tette, hogy ezt a g®ntechnol·giai eszkºzt ma m§r emlŖs sejtvonalakban gy·gyszermolekul§k termel®s®re, 

nºv®nyekben a bio¿zemanyag-elŖ§ll²t§s§ra is fel lehet haszn§lni (ld. 15. fejezet). Mitotikusan stabil HAC-ot 

l®tre lehet hozni megl®vŖ kromosz·m§kb·l ®s de novo is (telomer ®s centromer szekvenci§k kellenek hozz§, 

az ut·bbiakon funkcion§lis kinetok·rral). M®ret¿k 1-10 Mbp kºzºtt lehet, ®s a HAC-ba be®p²thetŖ 

inszertnek potenci§lisan nincs m®rethat§ra. 

 

 

7.6. £lesztŖ ®s egy®b eukari·ta vektorok ®s gazdasejtek 
 

Az eukari·ta rendszerek bevon§sa a g®ntechnol·gi§ba hamar megkezdŖdºtt, hiszen vil§gos volt, hogy 

amennyiben a rekombin§ns DNS-t be lehet juttatni egy eukari·ta sejtbe, a bakt®riumokn§l megismert elvek 

alapj§n b§rmilyen sejtben fenn lehet tartani ®s ak§r ki is lehet fejezni idegen g®neket. Az elsŖ nem prokari·ta 

vektor t²pus a Saccharomyces cerevisiae sºr®lesztŖben tal§lt, ¼n. 2-mikronos gyŤrŤ nevŤ plazmid, amely 

egy auton·m m·don replik§l·d· DNS molekula. Van replik§ci·s orig·ja (ARS: Autonomously Replicating 

Sequence), ®s ¼n. REP g®njei, amelyek kis extrakromoszom§lis k·piasz§mot biztos²tanak ¼gy, hogy csak 

akkor v§lasztj§k sz®t a plazmid replik§ci·t az ®lesztŖ genomj§nak megdupl§z§s§t·l, amikor a plazmid 

k·piasz§ma lecsºkkent a sejtben. Ekkor beindul a plazmid f¿ggetlen replik§ci·ja, amely addig tart, am²g a 

k·piasz§m el nem ®ri a sejtenk®nti 30-50 darabot. A 2-mikronos gyŤrŤt YEp-nek is nevezik, azaz ®lesztŖ 

episzom§lis plazmidnak (yeast episomal plasmid), amelyeken bel¿l k®t t²pust k¿lºnbºztet¿nk meg. Az elsŖ 

az ®lesztŖ replik§l·d· plazmid, YRp (yeast replicating plasmid), amelyek tartalmazz§k a 2-mikronos 

gyŤrŤre jellemzŖ ¼n. ARS szekvenci§t, ami biztos²tja az auton·m replik§ci·t. Ennek a t²pusnak a h§tr§nya, 

hogy a sejt oszt·d§sakor nem biztos²tott a nagy k·piasz§m, ®s a vektor ut·dsejtbe tºrt®nŖ §tker¿l®se. A 

m§sik csoport az ®lesztŖ integr§l·d· plazmid, YIp  (yeast integrating plasmid), amely a YRp-vel 

ellent®tben a hordozott inform§ci·t be®p²ti az ®lesztŖ genomj§ba ®s azzal egy¿tt replik§l·dik, valamint 

oszt·d§skor az ut·dsejtbe is §tker¿l. Az ®lesztŖ vektorokkal az expresszi·s rendszerek kapcs§n a 13.1.6. 

fejezetben foglalkozunk r®szletesebben. 
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A plazmid t²pus¼ vektorokon k²v¿l az eukari·ta gazdaszervezeteket is transzform§lhatjuk v²rus alap¼ 

vektorokkal. A legtºbb v²rus alap¼ rendszer eset®n sz¿ks®ges egy kºztes prokari·ta §tmeneti rendszer 

haszn§lata is, mivel a kl·noz§s mindig E. coli-ban tºrt®nik. Ezeket a kettŖs replikon t²pus¼ vektorokat 

shuttle bin§ris vektornak h²vj§k.  

 

Az eukari·ta vektor-gazda rendszerek kºzºtt eml²t®sre ®rdemes a rovarsejtek haszn§lata bakulov²rus, azaz 

rovar-specifikus v²rus-alap¼ vektorok alkalmaz§s§val. Mivel a fŖ felhaszn§l§si ter¿let¿k a heterol·g 

g®nexpresszi·, r®szletesebben ott lesz r·luk sz· (ld. 13.2. fejezet). 

 

Nºv®nyi sejtek transzform§l§s§ra (transzgenikus nºv®nyek elŖ§ll²t§s§ra) egy nºv®nyi parazita, az 

Agrobacterium tumefaciens tumor induk§l· (Ti ) plazmidj§t alak²tj§k bin§ris vektorr§. A Ti plazmid 

vektork®nt val· alkalmaz§s§t r®szletesen a 14.4.4. fejezetben t§rgyaljuk.  

 

Az emlŖs gazdaszervezethez haszn§lt vektorok az esetek tºbbs®g®ben v²rus eredetŤek. A leggyakrabban 

haszn§lt vektorok SV40-, adeno-, retro-, vagy vakcina v²rusokon alapulnak. Az SV40 a legkor§bban le²rt ®s 

leg§ltal§nosabban haszn§lt emlŖs v²rus vektor. M®rete kicsi, a gºmb alak¼ kapszidfejben egy 5,2 kbp m®retŤ 

cirkul§ris DNS tal§lhat·. A kis m®ret elŖnyºs, ha in vitro beavatkoz§st v®gz¿nk, de h§tr§nyos olyan 

szempontb·l, hogy a genomon nincsenek felesleges r®szek, melyeket helyettes²teni lehetne a kl·nozand· 

DNS-sel. Ennek megold§sa az volt, hogy a v²rus k®sŖi g®njeit a kl·nozand· DNS-re cser®lt®k. A k®sŖi 

szakasz hi§nya a v²rusok termel®s®nek hi§ny§hoz vezet. Ennek elker¿l®s®hez a v²rustermel®st egy 

seg®dvektor (helper v²rus) alkalmaz§s§val oldott§k meg, amely tartalmazza a rekombin§ns v²rusb·l 

hi§nyz· g®neket. Ezt kºvetŖen a v²rus l²tikus ®letciklus§b·l ad·d· sejtpuszt²t· tulajdons§g§t kellett 

kik¿szºbºlni, amelyet ¼gy oldottak meg, hogy kifejlesztett®k a nem l²tikus SV40 v²rustºrzset ®s mell® egy 

speci§lis gazdasejt vonalat, amelyben fenntarthat· a vektor. 

 

EmlŖs vektorokk®nt adenov²rusokat is haszn§lhatunk. Az adenov²rusok az emlŖs szervezetekben norm§lis 

kºr¿lm®nyek kºzºtt enyhe lefoly§s¼ megbeteged®seket okoznak. A laborat·riumi gyakorlatban az 

adenov²rusokat §ltal§ban expresszi·s vektork®nt haszn§lj§k fel. Alkalmaz§suk sor§n a kl·nozand· feh®rje 

g®nj®t be®p²tik a v²rusgenomba, majd az in vitro becsomagolt v²russal fertŖzik a gazda organizmust. Az 

adenov²rusok m§s v²rusokhoz hasonl·an g®njeiket k®pesek ¼gy bekapcsolni, hogy nagy k·piasz§mban 

replik§l·djanak, ebbŖl ad·d·an a g®nek §ltal k·dolt feh®rje is nagy mennyis®gben fog termelŖdni. A 

vakc²nia v²rus a b§r§nyhimlŖ v²rus rokona, azonban §rtalmatlan ®s biztons§gos, amelyet a gyakorlatban 

tºbb ter¿leten is alkalmaznak. Sz§mos sejtvonalat k®pes fertŖzni ®s nagy elŖnye, hogy nagym®retŤ idegen 

DNS fragmentumokat lehet bele®p²teni. A retrov²rusok RNS genommal rendelkeznek. A k¿lºnbºzŖ RNS 

v²rusok fel®p²t®se igen hasonl·, az RNS genom egy kºz®psŖ magban helyezkedik el, ahol a reverz 

transzkript§z enzim ®s k¿lºnbºzŖ szerkezeti feh®rj®k is megtal§lhat·k. Ezt a magot lipidburok veszi kºr¿l. A 

retrov²rusok vektork®nt val· alkalmaz§sa igen sokr®tŤ, mivel szinte minden §llatfajn§l alkalmazhat·k 

c®lg®nek sejtmagba juttat§s§ra, ahol az a gazdasejt genomj§ba integr§l·dva kifejezŖdik. Az emlŖs 

gazdasejtekben haszn§lhat· v²rus-alap¼ vektorokr·l tov§bbi r®szleteket a 13.3. fejezetben olvashatnak. 
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8. Rekombin§ns DNS kºnyvt§rak 
 

A g®nek ®s az azokr·l termelŖdŖ feh®rj®k vizsg§lata ¼tj§ban az 1970-es ®vekig komoly akad§lyt jelentett az, 

hogy a kutat·k nem tudt§k a g®neket megfelelŖ tisztas§gban ®s mennyis®gben izol§lni. A rekombin§ns DNS 

technol·gi§k fejlŖd®se az 1970-es ®vek v®g®re lehetŖv® tette az egyes g®nek k¿lºnbºzŖ vektorokba tºrt®nŖ 

kl·noz§s§t (ld. 2. ®s 4. fejezet). A vizsg§lni k²v§nt g®nt tartalmaz· vektort a megfelelŖ gazdasejtbe juttatva a 

g®n illetve az arr·l termelŖdŖ feh®rje nagy mennyis®gben, tiszt§n elŖ§ll²that·. Ez lehetŖv® tette ak§r eg®sz 

genomok DNS szekvenci§j§nak meghat§roz§s§t, a g®nek mŤkºd®s®nek, szab§lyoz§s§nak megismer®s®t ®s a 

g®nekrŖl termelŖdŖ feh®rj®k biok®miai m·dszerekkel tºrt®nŖ vizsg§lat§t. 

 

A rekombin§ns DNS technol·gi§k nemcsak egyedi g®nek ®s feh®rj®k vizsg§lat§ra alkalmas rendszerek 

l®trehoz§s§ra haszn§lhat·ak. Ugyanezek a technik§k alkalmasak rekombin§ns DNS kºnyvt§rak 

l®trehoz§s§ra is. Ezek a kºnyvt§rak hatalmas mennyis®gŤ DNS-ben k·dolt inform§ci·t tartalmazhatnak. A 

kºnyvt§r l®trehoz§sa sor§n elŖszºr a kl·nozni k²v§nt DNS megfelelŖ m®retŤ fragmentumait §ll²tj§k 

elŖ, majd ezeket a fragmentumokat kl·nozz§k a v§lasztott vektorba. Az ²gy l®trejºvŖ kºnyvt§r teh§t a 

DNS k¿lºnbºzŖ r®szleteit tartalmaz· kl·nok ºsszess®ge. Az egyes kl·nok, amelyek a kl·nozott DNS m§s-

m§s r®szlet®t tartalmazz§k, megfeleltethetŖek egy hatalmas kºnyvt§rban elhelyezett k¿lºnbºzŖ kºnyveknek, 

innen ered a rekombin§ns DNS kºnyvt§r elnevez®s. A rekombin§ns DNS kºnyvt§rb·l a vizsg§lni k²v§nt 

g®nt tartalmaz· kl·nt vagy kl·nokat k¿lºnbºzŖ, k®sŖbb r®szletezett technik§k seg²ts®g®vel ki lehet 

v§lasztani, ®s a tºbbi kl·nt·l el lehet k¿lºn²teni. Ez az elj§r§s a kºnyvt§rak szŤr®se, angol eredetŤ 

kifejez®ssel szkr²nel®s. Ez§ltal a vizsg§latokat tiszta kl·nokon lehet elv®gezni. Az eg®sz DNS kºnyvt§r 

vagy az egyes kiv§lasztott kl·nok a megfelelŖ gazda rendszerben szapor²that·ak, azaz a DNS kºnyvt§r 

bizonyos ®rtelemben §lland· forr§sa a specifikus kl·noknak is. 

 

 

8.1. A kºnyvt§rak t²pusai 
 

Ahogy a hagyom§nyos kºnyvt§raknak, ¼gy a DNS kºnyvt§raknak is k¿lºnbºzŖ t²pusai vannak. A 

kºnyvt§rak csoportos²t§s§nak legfontosabb szempontjai a kºnyvt§r k®sz²t®se sor§n felhaszn§lt DNS forr§sa, 

®s a felhaszn§lt vektor. Az ¼gynevezett genomi§lis kºnyvt§rak kl·njainak ºsszess®ge egy adott ®lŖl®ny 

teljes genomj§t, vagy annak egy nagyobb r®sz®t, p®ld§ul egy kromosz·m§t tartalmaz. Az ¼gynevezett cDNS 

(complementary DNS) kºnyvt§rak egy adott sejtt²pusban egy adott pillanatban kifejezŖdŖ feh®rj®ket 

k·dol· ®rett mRNS-ek szekvenci§it tartalmazz§k. Egy ®lŖl®ny k¿lºnbºzŖ t²pus¼ sejtjeiben k¿lºnbºzŖ 

feh®rj®k fejezŖdnek ki, ²gy az ezekbŖl k®sz²tett cDNS kºnyvt§rak is k¿lºnbºzŖek lesznek. Egy adott DNS 

kºnyvt§r tulajdons§gait ®s felhaszn§lhat·s§g§t meghat§roz· m§sik fontos t®nyezŖ az, hogy az adott kºnyvt§r 

milyen vektor haszn§lat§val k®sz¿lt. Az egyes vektorok m§s-m§s m®retŤ inszertek befogad§s§ra alkalmasak. 

Ez alapvetŖen meghat§rozza azt, hogy egy kºnyvt§r milyen jellegŤ k²s®rletek sor§n haszn§lhat·. Ebben a 

fejezetben a k¿lºnbºzŖ t²pus¼ kºnyvt§rak l®trehoz§s§nak l®p®sei, az alkalmazott vektorok, valamint a 

kºnyvt§rak felhaszn§l§s§nak m·djai ker¿lnek ter²t®kre. 

 

 

8.2. Genomi§lis DNS kºnyvt§rak 
 

8.2.1. A genomi§lis kºnyvt§rak l®trehoz§s§r·l §ltal§ban 
 

Genomi§lis kºnyvt§r l®trehoz§sa sor§n az elŖzŖleg izol§lt genomi§lis DNS-t megfelelŖ m®retŤ 

fragmentumokra kell darabolni. A DNS fragment§l§sa kivitelezhetŖ restrikci·s endonukle§zokkal, vagy 

fizikai m·dszerekkel, p®ld§ul ultrahang alkalmaz§s§val (szonik§l§s). A felhaszn§lhat· fragmentumok 

m®ret®t a kºnyvt§r k®sz²t®s sor§n alkalmazott vektor hat§rozza meg, ez®rt elŖnyºs, ha a folyamat sor§n 

keletkezŖ §tlagos fragmentum m®retet a kutat· meg tudja hat§rozni. 
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Meg lehet-e becs¿lni, hogy adott inszert m®retn®l ®s ismert genom m®retn®l h§ny rekombin§ns kl·nb·l kell 

§llnia a kºnyvt§runknak? Igen, sŖt azt is megadhatjuk elŖre, hogy milyen val·sz²nŤs®ggel fogja tartalmazni 

a kºnyvt§r a teljes genom szekvenci§t. Az ide§lis c®l 100%, §m ez nem ®rhetŖ el, csak megkºzel²thetŖ. 

Legyen a k²v§nt val·sz²nŤs®g 99%, ez gyakorlatilag teljes lefedetts®get fog eredm®nyezni. V§lasszuk a 

hum§n genomot (3x10
9 
bp), valamint egy olyan vektort, amelybe 10

5
 bp m®retŤ inszerteket lehet be®p²teni. 

Az al§bbi k®plettel sz§molunk: 

 

N = ln(1-p)/ln[1-(I/G)] 

 

ahol N a rekombin§ns kl·nok sz§ma, p a teljes lefedetts®g val·sz²nŤs®ge, I az inszert m®ret ®s G a genom 

m®rete. A fenti p®lda eset®n: 

 

N = ln(1-0,99)/ln[1-(2x10
5
/3x10

9
)] = 70.000 

 

azaz 70 ezer egyedi kl·nb·l kell §llnia a kºnyvt§rnak, hogy nagy val·sz²nŤs®ggel lefedje a 23 

kromosz·m§nkon t§rolt teljes genetikai inform§ci·t.  

 

A restrikci·s endonukle§zokkal tºrt®nŖ fragment§l§s eset®n a megfelelŖ enzim kiv§laszt§s§val el®rhetŖ, 

hogy a legtºbb fragmentum a k²v§nt m®rettartom§nyban keletkezzen. Az enzim kiv§laszt§s§hoz tudni kell, 

hogy az egyes enzimek has²t·helyei elt®rŖ gyakoris§ggal fordulnak elŖ a fragment§lni k²v§nt c®lpont DNS-

en. 

 

Amennyiben a b§zisok v®letlenszerŤ eloszl§sban forduln§nak elŖ a DNS szekvenci§ban, ¼gy egy tetszŖleges 

4 nukleotidb·l §ll· restrikci·s has²t·hely 256 b§zisonk®nt ism®tlŖdne, egy 6 karakteres megkºzel²tŖleg 4 

kilob§zisonk®nt, m²g egy 8 karakteres nagyj§b·l 66 kilob§zisonk®nt fordulna elŖ. A val·s§gban a helyzet az, 

hogy a b§zisok eloszl§sa nem v®letlenszerŤ. P®ld§ul egy GC gazdag genomban egy AT gazdag szekvencia 

mot²vumot felismerŖ restrikci·s enzim has²t·helyei v®letlen eloszl§s eset®n a v§rtn§l t§volabb lehetnek 

egym§st·l. Az emberi genomban p®ld§ul a 8 karakteres szekvenci§t felismerŖ enzimek kºz¿l az SwaI 

has²t·helye a v®letlenszerŤ eloszl§s eset®n v§rtn§l gyakrabban fordul elŖ, m²g az FseI, AscI ®s NotI enzimek 

has²t·helye jelentŖsen ritk§bb. A helyzetet tov§bb bonyol²tja, hogy a restrikci·s endonukle§zok nem 

egyforma val·sz²nŤs®ggel has²tj§k a DNS-t az ºsszes has²t·helyn®l. Ezt p®ld§ul a szubsztr§t DNS komplex 

szerkezete hat§rozza meg. Ez®rt az alkalmazott enzim a kºnnyen hozz§f®rhetŖ has²t·helyeket hamar, m²g a 

nehezen hozz§f®rhetŖ has²t·helyeket csak hosszabb inkub§l§s alatt k®pes elhas²tani. 

 

A fent le²rtak illusztr§lj§k, hogy sz§mos szempontot figyelembe kell venni a k²v§nt eredm®ny el®r®s®hez. 

Ilyen szempontok a megfelelŖ restrikci·s enzim kiv§laszt§sa, valamint a DNS fragment§l§s 

kºr¿lm®nyeinek, nevezetesen a reakci· idŖtartam§nak vagy az alkalmazott enzim koncentr§ci·j§nak 

megv§laszt§sa. Mindazon§ltal a restrikci·s endonukle§zok felhaszn§l§s§val lehetŖs®g van a k²v§nt m®retŤ ®s 

kºnnyen vektorba ®p²thetŖ DNS fragmentumok elŖ§ll²t§s§ra. A genomi§lis DNS kºnyvt§rak elŖ§ll²t§sa 

sor§n §ltal§ban arra tºrekednek, hogy a has²t·helyeknek csak egy r®sz®n kºvetkezzen be has²t§s (r®szleges 

fragment§l§s). ĉgy egym§ssal §tfedŖ DNS szakaszok jºnnek l®tre, azaz a keletkezŖ kºnyvt§r tagjai 

egym§ssal §tfedŖ inszerteket hordoznak. Az egyes kl·nok §ltal hordozott inszertek kºzti §tfed®s a 

genomi§lis kºnyvt§rak fontos tulajdons§ga. 

 

A megfelelŖ m®retŤ fragmentumokat ezut§n a tºbbitŖl elv§lasztj§k. Ez §ltal§ban agar·z g®lelektrofor®zissel 

tºrt®nik. A DNS-t a g®lbŖl izol§lj§k, majd a v§lasztott vektorba kl·nozz§k. Ezzel l®trejºn a rekombin§ns 

DNS kºnyvt§r, azaz a kl·nozott DNS k¿lºnbºzŖ szakaszait tartalmaz· vektor kl·nok (illetve a 

rekombin§ns DNS-ek) ºsszess®ge. A kºnyvt§rat ezut§n a vektornak megfelelŖ gazdaszervezetbe, §ltal§ban 

E. coli, vagy ritk§bban S. cerevisiae sejtekbe juttatj§k (ld. 4.3. fejezet) a kºnyvt§rat alkot· vektorok 

szapor²t§sa c®lj§b·l (az ut·bbira p®lda az ®lesztŖ k®t-hibrid rendszer haszn§lata, ld. 17.1. fejezet). A 

genomi§lis kºnyvt§rak l®trehoz§s§nak §ltal§nos s®m§j§t a 8.1. §bra§n mutatjuk be. 
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8.1. §bra: Genomi§lis kºnyvt§rak l®trehoz§s§nak §ltal§nos s®m§ja 

 

 

8.2.2. Kºnyvt§r vektorok 
 

A kºnyvt§r legfontosabb param®tereit a v§lasztott vektor hat§rozza meg. A befogadhat· inszert m®reten 

k²v¿l a vektort·l f¿gg tºbbek kºzºtt az is, hogy milyen gazda rendszerben tarthat· fenn ®s szapor²that· a 

kºnyvt§r. Ez®rt mindenk®ppen sz·t kell ejteni az egyes vektorcsal§dok kºnyvt§rk®sz²t®s szempontj§b·l 

relev§ns tulajdons§gair·l. 

 

A kor§bban r®szletesen bemutatott plazmid vektorok (ld. 7.2. fejezet) elvileg alkalmasak b§rmilyen t²pus¼ 

kºnyvt§r befogad§s§ra, azonban van n®h§ny olyan alkalmazhat·s§gi korl§tjuk, ami miatt m®gsem 

haszn§ljuk Ŗket genomi§lis kºnyvt§rak k®sz²t®s®re. Az egyik ilyen probl®ma az, hogy a plazmidokkal val· 

transzform§l§s hat®konys§ga nagyon alacsony, ®s a plazmid m®ret®nek nºveked®s®vel ez a hat®konys§g 

tov§bb romlik. Ezen k²v¿l a nagy inszertet tartalmaz· plazmidok nem tarthat·k fenn stabilan, ugyanis tºbb 

p®ld§nyban vannak jelen a sejten bel¿l, ®s egym§s kºzti rekombin§ci·s folyamatok r®v®n hajlamosak 

elveszteni az inszert egy r®sz®t, illetve §trendezni azt. A plazmidok egy®bk®nt alkalmasak nagyobb, ak§r 10-

15 kbp m®retŤ inszertek befogad§s§ra, azonban a transzform§ci· rossz hat®konys§ga ®s a nagy inszertek 

instabilit§sa miatt kiel®g²tŖen mŤkºdŖ, azaz v§ltozatlan inform§ci·tartalommal fenntarthat· plazmid 

kºnyvt§rat csak sokkal kisebb, 3-5 kbp m®retŤ inszertek alkalmaz§s§val lehet l®trehozni. A plazmidoknak 

ezek a h§tr§nyos tulajdons§gai ºsztºnºzt®k a kutat·kat a hat®konyabban transzform§l·, ®s nagyobb 

inszertek befogad§s§ra k®pes vektorok fejleszt®s®re (ld. 7. fejezet). 

 

 

8.2.3. l-f§g kºnyvt§rak 
 

A l-f§got az 1950-es ®vek ·ta intenz²ven tanulm§nyozz§k. £letciklusa, g®njeinek szab§lyoz§sa r®szleteiben 

is j·l ismert. Ez tette lehetŖv®, hogy m·dos²t§s§val sz§mos, a mikrobi§lis genetikai, molekul§ris genetikai ®s 

molekul§ris biol·giai kutat§sokban haszn§lhat· eszkºzt fejlesszenek ki (ld. 7.3.1. fejezet). A l-f§g 

helyspecifikus (int) ®s homol·g (Red) rekombin§z rendszereit elterjedten alkalmazz§k rekombin§ns DNS 

konstrukci·k ®s genetikailag m·dos²tott ®lŖl®nyek elŖ§ll²t§s§ra (ld. 14. ®s 15. fejezetek). Ezen k²v¿l a l-f§g 

genom egyszerŤ m·dos²t§sokkal kl·noz· vektorr§ alak²that· §t. A l-f§g alap¼ kl·noz· rendszerek nagy 
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elŖnye a plazmidokkal szemben az, hogy seg²ts®g¿kkel a rekombin§ns DNS konstrukci·t a l-f§g fertŖz®s 

folyamat§nak hat®konys§g§t kihaszn§lva lehet a gazdasejtekbe juttatni. A f§g fertŖz®s hat®konys§ga a 

plazmiddal val· transzform§l§sn§l kb. h§rom nagys§grenddel nagyobb.  

 

 

8.2.3.1. l-f§g kºnyvt§rak l®trehoz§sa 
 

A l-f§g alap¼ helyettes²tŖ vagy szubsztit¼ci·s kl·noz· vektorok 25 kbp m®retŤ inszertek befogad§s§ra 

k®pesek annak f¿ggv®ny®ben, hogy a f§g genomj§nak mekkora, a l²tikus ciklusban val· szaporod§shoz nem 

n®lk¿lºzhetetlen r®sz®t t§vol²tott§k el az adott rendszerben. Genomi§lis kºnyvt§rak l®trehoz§s§ra alkalmas 

vektorok pl. a lEMBL3/4, a lDASH II ®s a lFIX II.  

 

A l-f§g kºnyvt§r l®trehoz§sa sor§n a genomi§lis DNS-t ragad·s v®get eredm®nyezŖ restrikci·s 

endonukle§zokkal has²tj§k, majd a megfelelŖ m®retŤ DNS fragmentumokat izol§lj§k. A l-f§g vektort olyan 

restrikci·s enzimmel kezelik, ami a genomi§lis DNS fragmentumain kialak²tott ragad·s v®gekkel 

komplementer v®geket eredm®nyez. A karokat ezut§n megtiszt²tj§k a kºztes, ¼gynevezett kitºltŖ (stuffer) 

szekvenci§t·l. A kitºltŖ szekvenci§ra az®rt van sz¿ks®g, hogy az Ă¿resò, eredeti §llapot¼ vektor m®rete 

megfelelŖ legyen ahhoz, hogy az azt tartalmaz· f§gr®szecsk®k fertŖzŖk®pesek legyenek. 

 

A nagyobb inszertek befogad§s§ra k®pes ¼gynevezett helyettes²tŖ l-f§g vektorok olyan tulajdons§gokkal 

vannak felruh§zva, amelyek lehetŖv® teszik a kitºltŖ szekvenci§t tartalmaz·, eredeti §llapot¼ kl·nok elleni 

szelekci·t. Az egyik lehetŖs®g, hogy a kitºltŖ szekvenci§r·l annak vektoron bel¿li orinet§ci·j§t·l 

f¿ggetlen¿l termelŖdnek azok a feh®rj®k, amelyek jelenl®te g§tolja a f§gok l²tikus ciklus§t ¼gynevezett P2 

prof§got tartalmaz· bakt®rium tºrzsekben. Ezeket a vektorokat P2 prof§got tartalmaz· tºrzsben haszn§lva az 

E. coli p§zsiton nem k®peznek plakkot azok a kl·nok, amelyek a kitºltŖ szekvenci§t tartalmazz§k. Ilyen 

vektort eredeti §llapot§ban elŖ§ll²tani nyilv§nval·an csak P2 prof§got nem tartalmaz· tºrzsben lehets®ges.  

 

Egy m§sik lehetŖs®g a kitºltŖ szekvencia ¼jra be®p¿l®se elleni szelekci·nak az, ha a kitºltŖ szekvencia k®t 

oldal§n egym§ssal megegyezŖ polikl·noz· helyek vannak egym§shoz k®pest ford²tott orient§ci·ban. Egy 

ilyen vektort k®t, a polikl·noz· helyen bel¿l has²t· enzimmel kezelve a keletkezŖ karok az egyik, m²g a 

kitºltŖ szekvencia a m§sik enzim §ltal gener§lt, egym§ssal nem kompatibilis tapad·s v®gekkel fognak 

rendelkezni. Az ²gy kezelt vektor karok kºz® a kitºltŖ szekvencia nem tud ¼jra be®p¿lni. A lEMBL3 vektor 

lehetŖs®get ad a kitºltŖ szekvencia ¼jra be®p¿l®se elleni szelekci· mindk®t m·dj§ra (ld. 8.2. §bra). 

 

 

8.2. §bra: Rekombin§ns l-f§g konstrukci·ra tºrt®nŖ szelekci· 




















































































































































































































































































































