12. A REKOMBINANS DNS
TECHNOLOGIA ELVI ALAPJAL

Vektorok, rekombinans DNS és molekuléris klonozas.
Restrikcios enzimek. Genomikus és cDNS-konyvtarak.
PCR.

A fejezetet Szabad Janos egyetemi tanar allitotta Ossze,
modositotta Lippai Monika.

BEVEZETES

Az 0roklédés alapja a DNS-ben tarolt genetikai
informacio. A szakemberek régi célja a DNS funkcidjanak
megismerése, felhasznalasa DNS-en alapulo
diagnosztikara, gyakorlati feladatok megoldasara. A 12.
fejezet a rekombinans DNS technolégia (,,génsebészet”)
elméleti alapjaival foglalkozik. Attekintjiik a restrikcios
enzimek, a vektorok és a molekularis klonozas elvi
alapjait, a géntarak jellemz6it, valamint a polimeraz
lancreakciot (a PCR-t).

Ugy tiinhet, hogy minden ember teste nagyon sok DNS-t
tartalmaz. Az ember (haploid) genomijat kb. 3x10° bazispar
(bp) alkotja, ami egyetlen sejtben is 93,5 cm hossz(, és az
emberi test kb. 10™ sejtbél 4ll. Azonban kis szamoléssal
kideriil, hogy még egy teljes emberi testbdl izolalt Gsszes
genom-DNS is az egyedi szekvenciak barmelyikébdl csak
nagyon csekély, mindossze kb. ~1 nanomolnyi DNS-t
tartalmaz, amely biokémiai kisérletek kivitelezéséhez nem
elegend6. Emellett a magasabbrendii é161ények DNS-e
nagyon sokféle szekvenciabol all, de a mindennapok
gyakorlataban a DNS vizsgalatdhoz ¢és molekularis
biologiai felhasznalasahoz altalaban nem a teljes genomra,
hanem csak egy-egy rovid DNS-szakaszra van sziikség.
Abbodl viszont akkora mennyiségre, amennyivel a kiilonféle
feladatok megoldhatéak. Fontos cél volt tehat olyan
modszerek kidolgozasa, amelyekkel viszonylag rovid DNS
szakaszok sokszorozhatbak meg tetsz6leges
mennyiségben.

Vektorok és a molekularis klonozas

Amint azt a baktériumok genetikajaval foglalkozo fejezet
emlitette, a defektiv fagok és a szexdukciot lehetévé tevd
F’ plazmid DNS-¢ is rekombindns: egyszerre alkotja fag-
és baktérium-, illetve plazmid- és baktérium-DNS. A
defektiv fagok és az F’ plazmidok segitségével egy-egy
rovid bakterialis DNS-szakasz korlatlan mennyiségben
sokszoros kopiaban létrejohet. Azaz teljesitik a fentebb
megfogalmazott célt: egy-egy rovid DNS-szakasz
tetsz6leges mennyiségben torténd szaporitasat. Vajon
hasznalhatéak a fagok és a plazmidok masfajta eredetii
DNS-szakaszok sokszorozasara is?

Miutan a DNS kémiai természete azonos a fagokban, a
plazmidokban, a baktériumok kromoszoémajiban, az
eukariotakban, vagy akar a mesterségesen szintetizalt DNS
esetében is, a fagokba és a plazmidokba épithet idegen
DNS elvileg barmilyen forrasbol szdrmazhat. A fagokat és
a plazmidokat vektornak is nevezik: olyan DNS-
molekulaknak, amelyek alkalmasak arra, hogy idegen
eredetii DNS-szakasz épiiljon beléjiik, azt valamilyen
gazdasejtbe juttassak és sokszorozzak. Ugyanis mikGzben
a vektor DNS-e a gazdasejtben replikalodik, a benniik 1év6
idegen DNS wveliik egyiitt felszaporodik. Az idegen
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genetikai anyagot is hordozd vektorok DNS-e a
rekombinans DNS jellegzetes példaja: kiilonbozd eredetii
DNS szekvenciakbdl all. A rekombinans DNS-t eldallito és
felhaszndlé  technikdkat hivjak rekombindns DNS
technologianak (vagy  kozkeletlibb elnevezéssel
génsebészetnek), ugyanazon DNS-szakasz nagyléptéki
sokszorozasat pedig (molekularis) klonozasnak.

A restrikcios enzimek

A DNS manipulaldsdhoz olyan eszkdzokre is sziikség
van, amelyekkel a DNS-t reprodukalhatdan, jol megha-
tarozott helyen lehet elvagni, hasitani. Az erre alkalmas
génsebészeti eszkdzok a restrikcios enzimek.

12.1. tablazat. Néhany restrikciés enzim eredete és
hasitasi helye.

Mikroorganizmus Az A felismert
enzim' | szekvencia’
7
Haemophilus 5’GGCC3’
b Haelll s ,
Aegyptius 3’CCGG5
0
7
. . 5°GGCC3’
Bacilus subtilis BsuRI 1CCGGS’
A
7
. 5’CCGGF
Moraxella faj Mspl 1 GGCCY’
A
7
5’AGCT3’
Arthrobacter luteus Alul PTCGAS’
h
7
Diplococcus Donll 5’GATC3’
pneumoniae P 3’CTAG5’
1
7
Haemophilus Hinfl 5’GAN TC3’
Influenzae 3’CTN°AGS’
0
7
- . 5’GAATTC3’
Escherichia coli RY13 EcoRlI PCTTAAGS’
h
7
- . 5’GATATC3’
Escherichia coli R EcoRV PCTATAGS’
P
7
Bacillus BStEIl 5’GGTNACC3’
stearothermophilus ET 3’CCTNTGGS’
1
7
Xanthomonas xeml 5’CCAN NTGG3’
campestris 3’GGTN°N°cACCS’
1

1 A restrikciés enzimeket azon baktériumok neve utan
nevezik el, amelyekbdl izolaltdk oket. Az 1-V az
ugyanabbol a fajbol szarmazdé kiilonféle restrikcios
enzimek jele. A nyilak azokat a helyeket jel6lik, ahol a
restrikcids enzim a DNS-t elvagja.

ZN=azA,G,C vagy T bazisok valamelyike, amely a
komplementer (N°) bazissal parosodik.




A restrikciés enzimek a baktériumok természetes
endonukledzai, a fagfertézések elleni védekezés
eszkdzei. A molekularis technikdkban felhasznalhato
restrikcios enzimek tobbsége Gn. palindrom szekvencidt
ismer fel és ott is vagja el a DNS-t (a palindromok oda és
visszafelé olvasva ugyanazt jelentik, ebben az esetben
persze mindkét szalon 5°—3’ iranyba, azaz ellentétesen
olvasva). A restrikcios enzimek hasitohelyeit restrikcids
helyeknek nevezik. Tobb szaz kiilonféle ilyen palindrom
szekvencia van (12.1. tablazat). Ugyanazt a palindrom
szekvenciat tobbféle restrikcios enzim is felismerheti.
Vannak olyan restrikciés enzimek, amelyek négyes
palindromokat ismernek fel, masok o6tdsoket, hatosakat,
nyolcasokat és van néhany olyan is, amely ugyan
specifikus, de nem palindrom szekvenciat ismer fel (12.1.
tablazat).

A restrikciés enzimek egy részével végzett kezelés —
emésztés - Utan Ggynevezett ragadds végek (sticky end)
képzédnek: olyan, néhany nukleotidbol allo egyszalu,
tulnyalé DNS szakaszok, amelyek kénnyen parosodnak a
komplementer szakasszal. A ragados végeket ezért nagyon
jol lehet DNS-darabok 6sszekapcsolasara, példaul idegen
DNS vektorokba illesztésére hasznalni. De vannak olyan
restrikcios enzimek is, amelyek ugy vagjak el a DNS-t,
hogy a végek tompdk (blunt end), vagyis nem képzddnek
ragados végek. Ezek nehezebben kapcsolhatdak dssze egy
masik DNS-darabbal, de bizonyos esetekben ezekre az
enzimekre van sziikség.

Klénozas vektorokba

A klonozas molekularis bioldgiai eljarasként azt jelenti,
hogy egy adott DNS-darabot baktériumokban torténd
sokszorositas soran nagy szamban allitanak el6, azért,
hogy a kiilonféle vizsgalatokhoz, eljarasokhoz megfeleld
mennyiségben alljon rendelkezésre. A klonozott DNS-t
el6szor szilard taptalajon kialakulo fag tarfolt (plakk) vagy
baktérium-kolonia tartalmazza, az egyes plakkokbol vagy
klonokbol folyadék-kdzegben lehet tovabb ndvelni a kivant
DNS mennyiségét.

1. Klénozas A fagha

A L fag DNS-ébdl eltavolithatoak azok a gének, amelyek
a fag mérsékelt jellegét, azaz a genomba ¢Epiilését
biztositjak (ezek egy blokkban vannak), helyiikre pedig
idegen DNS illeszthet6 (12.1. abra). A rekombinans DNS-t
hordoz6é A fag virulens fagként viselkedik, és litikus
ciklusok soran megsokszorozza az idegen DNS-t.

A klonozas soran a A fag DNS-t a BamHI restrikcios
enzimmel emésztik. Az emésztés utdn harom kiilonboz6
méretli DNS-fragment képz6dik: az n. bal kar, a jobb kar
és egy mintegy 20 kb (kilobazispar) hosszii kozépso
fragment. Ez a kozéps6 fragment cserélheté ki kb. 20 kb
hossziisag  idegen DNS-re. A  karokat ujra
Osszekapesoljak, de most mar az idegen DNS-el, majd a
ligdz enzimmel ligdljak a fragmenteket. A ligdlds nyoméan
képz6dott DNS-hez fagfehérjéket adnak, hogy a DNS a
fagfejbe pakolodhasson. A folyamat végén csak a
rekombinans DNS-b6l képzddnek fert6zoképes fagok: a
csak fagkarokat vagy a csak idegen DNS-t tartalmazd
DNS-darabok nem megfelel6 méretiiek, igy nem
szerel6dik Ossze a fagfej.
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Az elegyet baktériumpazsitra viszik, amelyen a
fertézoképes fagok szaporodnak. Minden egyes fag
utddfagjai  egy-egy tarfoltot (plakkot) képeznek a
baktériumpazsiton. A A fag ugyan csak 20 kb-nyi idegen
DNS-szakaszt tud befogadni, de vannak olyan fagok is,
amelyek akar 100 kbp klonozasara is alkalmasak!
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12.1. abra. A mérsékelt fagok vektorként hasznalhatoak a
molekularis klonozasban: segitségiikkel idegen eredetii
DNS-szakaszokat lehet sokszorozni.

2. Klénozas plazmidba

A plazmidokat egyszertien lehet izolalni: a baktériumokat
feltarjak,  majd  centrifugalassal  elvalasztjak  a
kromoszomalis DNS-t a plazmidoktol. A kromoszomalis
DNS a sejthartyahoz rogziil, ezért az elpusztult baktérium
sejtfal-darabjaival egylitt a cs6 aljara tilepedik (12.2. abra).
A molekularis bioldgidban hasznalt plazmidok egy vagy
tobb rezisztenciagént is tartalmaznak (ahogy err6l mar volt
sz0, ezek a plazmidok rezisztenciat biztositanak az Oket
hordozd baktériumoknak egy adott antibiotikummal
szemben). A plazmidokat a restrikciés enzimek
valamelyikével fel lehet nyitni, és miutan idegen eredetii
DNS-t épitenek bele, ismét gyliriivé lehet 6ket zarni (12.3.
abra). A plazmidok felnyitdsara altalaban olyan restrikcids
enzimet hasznalnak, amelynek minddssze egyetlen
felismert (restrikcios) helye van a plazmidban. A
klénozasra hasznalt plazmidokban mesterségesen Sok
kiilonb6z6, egy kopidban jelen 1évo restrikcids helyet
,zsufolnak” egymas mellé, ezt polilinker régionak vagy
MCS-nek (multiple cloning site) nevezik.

Egy idegen, ismeretlen szekvenciajt DNS plazmidba
épitésére két megoldas kinalkozik.
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12.2. abra. A plazmid-izolalas sémaja.

\
'\\\
\QI::;— =
Plazmid vekior Genomikus DNS
lgcunl l}nnHI
v
4]
P JaEN AP
o~ Ve, O
y 4 o s,
/y/ 1; ‘: P&\%B C(
| ¥ g 44
'l‘ 05 e gc
S ’
¢ ¥\ A : : S
:/ N R ) )\/\
- = Cr v
= Gsar ¥
DNS ligaz
ATP
/§:;::__:\\
///
i
|
LY Vi
\ J
N &
<=1
Rekombinans plazmid

12.3. abra. Idegen DNS beépitése plazmidba ECORI
restrikcidos enzim altal generdlt ragados végekkel. A
polilinker olyan rovid DNS szakasz, amely kiilonféle, egy
példanyban jelen 1év6 restrikcios helyeket tartalmaz.

amp™: ampicillin rezisztenciat biztosito gén; ORI: a
plazmid sajat replikacios kezddontja (origdja).
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(i) Klonozas ragadés véggel: ahogy fentebb mar sz6 volt
rola, sok restrikcios enzim a hasitas soran ragados végeket
képez (12.1. tablazat és 12.3. 4bra). Miutan a
plazmidokba hatékonyan maximum ~15 kb idegen DNS
klonozhaté, az idegen DNS-t olyan enzimmel kell
emészteni, hogy kb. 15 Kkb-os DNS-fragmentek
képzddjenek (példaul rovidebb ideig tartd, ezért nem
minden restrikcids helyet elhasito részleges emésztéssel).
A plazmidot ugyanazzal a restrikcids enzimmel emésztik,
egyetlen helyen, mint az idegen DNS-t (a felnyitott
plazmidot linearizalt plazmidnak is nevezik).

A plazmid és a klonozand6 DNS ragados végei
parosodhatnak, lehet6séget teremtve az idegen DNS
beépiilésére a plazmidba (12.3. abra). A DNS-oldathoz
ligahz enzimet adnak, hogy Osszekapcsoljak a szabad
DNS-végeket. A plazmidok  baktériumsejtekbe
transzformalhatoak: Ca’* ionok jelenlétében egymillio-
bol kb. 1-10 baktérium veszi fel a plazmidot a kdzegbdl.
A plazmidot tartalmazé baktériumok valamilyen
antibiotikumra rezisztensek lesznek, és utddsejtjeik
koléniakat képeznek antibiotikum jelenlétében is (az egy
telepet alkotd baktériumok egyetlen sejt utddsejtjei.)

(ii) Klénozas tompa véggel: A klonozandd DNS-t
nagysebességli  turmixgéppel vagy  ultrahanggal
fragmentekre apritjdk (ezek az eljardsok nem ragados,
hanem tompa véget generalnak), vagy olyan restrikcios
enzimmel emésztik, amely tompan vag. A fragmentek
koziil elektroforézissel kivalasztjak és izolaljak a kb. 15 kb
méretiicket. A tompa végli fragmentek plazmidba
illesztésére két lehet6ség kinalkozik. (1) A tompa végii
ligalas soran a plazmidokat iS tompa véget képezd
restrikcids enzimekkel nyitjak fel (12.1. tablazat). A tompa
végekhez illeszkedd idegen DNS szakasz a ligaz-kezelés
utan a plazmidok részévé valhat (bar ez a folyamat joval
kisebb hatékonysaggal megy végbe, mint a ragados végek
Osszekapesolodasa). (2) Az apritas soran képz6dé DNS
szakaszok 3' végeire rovid poli-T szekvencidkat, a
linearizalt plazmidok 3° végeire pedig poli-A
szekvencidkat, Iényegében elére gyartott ragadds végeket

plazmid
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12.4. abra. DNS beépitése poli-A/poli-T farkakkal.



kapcsolnak. Az idegen DNS beépiilésekor a komplementer
poli-A és poli-T szekvencidk igy ragadds végként is
viselkednek és parosodnak. A fennmarad6 réseket DNS
polimerazzal toltik ki, a DNS-szalakat ligdljak, a
plazmidokat baktériumokba transzformaljak (12.4. abra).

A poli-A/poli-T farkakkal torténd klénozas kivételével a
ligalas soran a plazmidok végei altaldban egymassal is
Osszekapcsolodhatnak. Vagyis a plazmidot tartalmazo,
antibiotikum-rezisztens baktériumoknak nem mindegyike
hordoz olyan plazmidot, amely idegen DNS-t is tartalmaz.
Egy lehetséges (bar ma mar kevésbé alkalmazott, de
érdekes) megoldas a valoban rekombinans plazmidok
izolalasara olyan plazmidok hasznélata, amelyek két
rezisztenciagént is tartalmaznak. llyen pl. a pBR322
plazmid, a klénozasra elséként hasznalt plazmidok egyike,
amely az ampicillin és a tetraciklin rezisztenciagéneket
(amp" és tet") egyarant hordozza (12.5. 4bra). A pBR322-
ben a BamH1 restrikcios hely a tet” génben van. Az idegen
DNS beépiilésekor a tet” gén elromlik, és a baktériumok
elvesztik a tetraciklinnel szembeni rezisztenciat, de
tovabbra is rezisztensek ampicillinre. Viszont a csak ,,iires”
plazmidot tartalmazé baktériumok tetraciklinre és
ampicillinre is rezisztensek. igy tehat
megkiilonboztethetéek az idegen DNS-t tartalmazd és
idegen DNS-t nem tartalmazé plazmidot hordozo
baktériumok (12.5. abra).

pBR322 Foreign DNA
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12.5. dbra. A két rezisztenciagént tartalmazo plazmidokkal
kiilonbség tehetd idegen DNS-t nem hordozd és idegen
DNS-t is hordozo plazmidok kozott.

Masik, ma is gyakori megoldas a kék-fehér szelekcio. Itt
a polilinker régiot a f—galaktozidaz enzim szekvenciajaba
épitették be, ugy, hogy az ily moédon beékelddott néhany
tobblet-nukleotid ellenére mikodoképes enzim képzodhet.
A B—galaktozidaz a laktoz bontasaért felelds enzim, amely
a szintelen laktoz-analog X-gal vegyliletet is képes
hasitani, kék csapadék képzidése kézben. Ha az idegen
DNS beékelddik a polilinker helyre, mar nem képzddhet

Rekombinans DNS technologia. Elvi alapok. 4

B—galaktozidaz. Ezért a plazmidot hordozé baktérium
utddai altal 1étrehozott telep fehér marad X-gal hozzaadéasa
utan is. Ezzel szemben az ,jires”, idegen DNS-t nem
tartalmaz6 plazmidokrol képzédik B—galaktozidaz, az dket
hordoz6 baktériumok kékre szinez6d6 kolonidkat alkotnak.

ﬁ-galaktozidéz génje
®

a bakténumok
transzformalasa

\

azidegen DNS

azidegen DNS

a sejtnemvett
beépiilt nem épiilt be fel plazmidot
| I |
a bakténumokat ampicillin és X-gal jelenlétében szélesztik és
hagyjak osztodni
‘.§\*§1'-° _’_/fﬁ'[ s — =

asejtekrezisztensek asejtekrezisztensek  asejteknem
ampicillinre, és ampicillinre, és kékek rezisztensek , nem
fehérek maradnak nonek telepek

lesznek

12.6. abra. Fent: a kék-fehér szelekci6 1ényege. Lent: a
valosagban egy Petri-csészére mindhdrom fajta baktérium
keriilhet (de természetesen csak a plazmidot is tartalmazo
baktériumok tudnak telepet alkotni).

Az ugynevezett expressziés vektorok nem csak az
idegen DNS sokszorositasara, hanem fehérjetermeltetésre
is alkalmasak. Ehhez a beépitett DNS-nek nyitott
leolvasasi keretnek (ORF-nek) kell lennie, a plazmid pedig
a transzkripciot szabalyozo, aktivalhatd promaoter-szakaszt,
bakteridlis  riboszoma-kotohelyet  és  transzkripcio-
termindcios helyet is tartalmaz. Az expresszids vektor
legtdbbszor lehetve teszi a termelddo fehérje tisztitasat is,
ugy, hogy vele egyiitt, ugyanabban a leolvasasi keretben
valamilyen mas, specifikus affinitisa alapjan késGbb
izolalhato fehérje vagy rovid peptid is kifejezodik. A
képz6dd rekombinans fuzids fehérjét a feltart baktérium
Osszes fehérjéi koziil ezen kapcsolat (pl, enzim-szubsztrat
vagy mas kotddés) alapjan nagy tisztasagban el$ lehet
allitani, és példaul ellenanyag termeltetésére is fel lehet
hasznalni.



Genomkonyvtarak

Ha kell6 szdmban készitenek olyan plazmidokat vagy
fagokat, amelyek valamely faj DNS-ének egy-egy rovid
szakaszat tartalmazzak, génkonyvtar (géntar) allithato
el6. A genomkényvtar olyan vektorok gylijteménye,
amelyek bar kis szakaszokban és kiilonb6zd vektorokban,
de valamely faj teljes genomjdat tartalmazza. A
genomkonyvtarat  alkot6  révid ~ DNS-szakaszok
barmelyike koénnyen izolalhato, tetszoleges
mennyiségben sokszorozhatd, hasznalhaté kiilonféle
célokra.

A nagy genommal rendelkezd eukaridta fajok
genomkonyvtarait nagyobb befogadd-képességii
vektorokban tartjak fenn. A cosmidok hibrid fag-plazmid
vektorok, amelyek a A—fag fejébe pakolodasahoz sziikséges
rovid szekvencian (cos) és a baktériumba jutashoz
sziikséges fagfehérjéken kiviil bakterialis plazmid-
szekvenciakat is tartalmaznak. Az idegen DNS-darabok
(kb. 35 kb) fagfejekben, transzdukcidéval jutnak a
baktériumba, ott azonban mar kényelmesen, plazmidként
lehet Oket fenntartani. A BAC-ok (bacterial artificial
chromosome, mesterséges baktérium-kromoszéma) F-
plazmidon alapulnak, és ugyan csak egyszeres kopiaban
vannak jelen a baktériumban, de akar 300 kb DNS stabil
fenntartasara is alkalmasak, és eukaridta sejtekben is
atirodhat roluk fehérje. Gyakran alkalmazzak dket arra,
hogy az igen nagyméretii emlds géneket baktériumokban
tartsak fenn, de atmenetileg emldssejtekben kifejeztessék.
A YAC-ok mar eukariota vektorok, mesterséges éleszt6-
kromoszomak (yeast artificial chromosome); tartalmaznak
¢élesztd telomer, centromer és replikacios kezdGpont-
szekvenciat. Akar egymilli6 (1 Mb) DNS-t s
befogadhatnak, és az  élesztdsejtekben  6nalld
kromoszomaként lehet fenntartani 6ket.

A cDNS-konyvtarak

Az eukariota genomnak legtobbszor csak néhany
szazalékat teszik ki gének: a genom zomét a gének kozotti
un. intergénikus DNS-szakaszok alkotjak. Réaadasul az
eukariota gének altalaban tartalmaznak intronokat,
amelyek sokszor nagyon hossziak. A gének promoterei
sem irodnak at a transzkripcié soran. Az intergénikus,
intron és promoter szekvenciak ismerete sok vizsgalat
soran nem sziikséges, gyakran elegendd az mRNS-nek
megfelel6 DNS-szekvencia — ha példaul a cél a fehérje
természetének megértése, vagy a fehérje aminosav-
szekvencigjat érint6 kiilonb6z6 mutaciok hatisanak
vizsgalata.

A retrovirusokbol szdrmazd reverz transzkriptaz enzim
az mRNS alapjan szintetizal ‘in. komplementer DNS-t,
CDNS-t (12.7. abra). A teljes cDNS-t, vagy annak egyes
szakaszait vektorokba lehet klonozni, éppen ugy, mint
barmelyik DNS-fragmentet. A gyakorlatban mRNS-eket
izolalnak valamelyik fajbol, altalaban csak valamelyik
szervébol vagy adott fejlodési stadiumabol. A kovetkezd
lépésben az MRNS-ek alapjan reverz transzkriptazzal
cDNS-eket szintetizaltatnak, amelyeket aztan vektorokba
kloénoznak (12.7. abra). A cDNS-kényvedr valamilyen sejt-
vagy szovetféleségbOl szarmazo kiilonféle cDNS-eket,
vagy cDNS szakaszokat tartalmazo vektorok 0sszessége.

A cDNS-ek kisebb méretiick, ezért ezen konyvtarak
fenntartdsa soran altaldban a konnyebben kezelhetd
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plazmidokat vagy A fagokat alkalmazzak, amelyekbe ~15
kb illetve ~20 kbp-nyi idegen DNS klonozhato.
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12. 7. abra. Modszer cDNS készitésére.

PCR, polimeraz lancreakcié

A DNS-szakaszok vektorba torténd klonozasat kovetden
tekintélyes mennyiségii DNS allithatd el baktériumok
,koOzremiikodésével”. Ugyanakkor az 1983-ban Kary
Mullis altal kifejlesztett polimerdz lancreakcioval (angolul
polymerase chain reaction, PCR) barmely (maximum ~20
kb méretli) DNS szakasz viszonylag nagy mennyiségi
mintaja készithetd el in vitro, ,kémcsében”, gyorsan,
egyszeriien és olcson (Mullis teljesitményét 1993-ban
Nobel-dijjal jutalmaztak). A PCR akkor alkalmazhato, ha a

megsokszorozand6 DNS-szakasz szekvenciaja, vagy
legalabb annak egy részlete ismert.
A PCR kezdetekor kevés DNS-mintat (bizonyos

koriilmények kozott akar csak néhany molekula is elég!)
tesznek egy Eppendorf-csébe, amely tartalmazza az
alkalmas puffert, valamint dATP-t, dTTP-t, dGTP-t és
dCTP-t, a DNS épitéelemeit. A folyamat kulcsa a héstabil
DNS-polimeraz enzim, amely akar 95°C-ot is elvisel és
utana iS aktiv marad (az eredeti Tag DNS-polimerazt a
Thermophilus aquaticus nevii, extrém hétiré képességi,
hoforrasokban  él16  baktériumbol izolaltak). A csébe
tesznek még nagy feleslegben primereket. A primerek
altalaban 20-40 nukleotidbol allé szintetikus, egyszalu
DNS-oligonukleotidok. Az 5° vagy forward primer a
sokszorozandd DNS-szakasz 5° végével, mig a 3’ vagy
reverz primer a 3’ véggel komplementer (12.8. abra).

A PCR lépései: harom kiilonboz6 hémérsékleten
lejatszodo folyamat ismétlddik ciklusosan (12.9. abra).

1. Felmelegitik az Eppendorf-csévet kb. 95°C-ra, hogy a
DNS denaturalédjon.

2. Lehiitik a csovet arra a hémérsékletre, ahol a primerek
kapcsoldodhatnak a komplementer DNS-szekvenciakkal
(annealing).

3. Ujra felmelegitik a csovet 72°C-ra, arra a hdmérsékletre,
amely optimalis a Taq polimerdz miitkodéséhez. A Taq
polimeraz a primerek 3° végéhez kapcsolodva és onnan
elindulva a templat DNS-szal alapjan megszintetizalja a
komplementer szalat. Egy PCR-ciklus soran a DNS
kettOs spiralok szama megkétszerez6dik (12.8. abra).
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gyakorlatban: egyrészt még mindig olcsobbak, masrészt a
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12.8. abra. A PCR elvi alapjai. A PCR-reakciéban a 3. ciklustol kezdve ciklus "y Sm—
kétféle hossziusagu DNS- szakasz képz6dik. Egy Kicsit hosszabb (%), amelynek .
a szama a ciklusok szdmaval linedrisan (szdmtani haladvany szerint) Harmadik
novekszik; és egy rovidebb (¥), amely megfelel a sokszorozni kivant ciklus
szakasznak, és amelynek szama az elkovetkez6 ciklusok soran exponencialisan
(mértani haladvany szerint) novekszik.
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12.9. abra. A PCR-ciklusok mindegyike soran harom
esemény ismétlodik kiilonbdzé homérsekleten. Egy ciklus
minddssze egy vagy néhany percig tart.

A polimeraz lancreakci6 ciklusai ismétlédnek (12.9.
abra), egy ciklus mindGssze maximum néhany percig tart.
A megsokszorozodd DNS kettds spirdlok szama a ciklusok
elérehaladtaval exponencialisan nd.

A PCR modszerével sok DNS szintetizalhatd csupan
néhany templat DNS-molekula alapjan, altalaban 25-30
ciklus alatt. A PCR-t kereskedelmi forgalomban kaphato,
programozhato késziilékekkel végzik, és mara sokféle
valtozatat dolgoztak ki. A reverz PCR (RT-PCR) soran
példaul egy adott szdvetbdl vagy sejtféleségbdl izolalt
MRNS-minta alapjan elGszor reverz transzkriptdz enzim
szintetizdl CDNS-eket, majd megfeleléen megtervezett
primerekkel a kivant cDNS, vagy annak egy szakasza
felszaporithato az Osszes tobbi cDNS kozil. Ezzel a
modszerrel konnyen kimutathatdo sok koziil egy adott
mRNS jelenléte, azaz informaciot nyerhetiink az mRNS-t
kodolo gén aktivitasarol a mintat alkoto sejtekben.

A modszer kvantitativva teheté az ugynevezett Q-PCR
(quantitative PCR), vagy mas kifejezéssel real time PCR-
rel. Ezzel az eljarassal a PCR-reakcié nemcsak az Osszes
ciklus végrehajtasa utan, a képz6dott termékek

héstabil polimeraz pontossaga in vitro koriilmények kozott
csokken a sokszorozandd DNS-szakasz hosszaval.
Harmadrészt pedig a PCR-reakciohoz ismerni kell legalabb
a pontos hatarol6 szekvenciat a primerek megtervezéséhez,
mig a vektorok segitségével torténd klonozaskor elegend6
az alkalmas restrikcios helyek ismerete.

OSSZEFOGLALAS

A defektiv fagok és az F’ plazmidok mutattak meg, hogy
idegen DNS rovid szakaszait lehet klonozni és tetszéleges
mértékben felszaporitani. A restrikcids enzimek alkalmas
eszkozok a DNS jol meghatarozhatd helyen torténd és
reprodukalhaté vagasara. A fagokat, plazmidokat és a
mesterségesen kifejlesztett egyéb vektorokat széles korben
hasznaljadk a rekombinans DNS technikdban, a
génsebészetben. A PCR, a kozelmultban kifejlesztett
eljaras in vitro teszi lehet6vé a klonozast, és egyre
szélesebb korben alkalmazott molekularis klonozasi
technika, nemcsak a molekularis biologiaban, hanem az
orvosi gyakorlatban is. A klonozott DNS felhasznalasi
lehetSségeirdl a kovetkezo fejezet ismertet példakat.



