13. REKOMBINANS DNS TECHNOLOGIA;
GYAKORLATI ALKALMAZASOK.

RFLP ¢és a restrikcios (fizikai) térképek. Southern és
Northern analizis. VNTR. In situ hibridizaci6 és a FISH
technika. Riportergének, transzgénikus él6lények és
génterapia.

A fejezetet Szabad Janos egyetemi tanar allitotta dssze,
modositotta Lippai Ménika.

A 12. fejezet bemutatta, hogy egy genom- vagy
cDNS-konyvtar vektorok sokasagabdl all, és egy-egy
vektor egy-egy idegen DNS-szakaszt tartalmaz. Hogyan
valaszthato ki a sok vektor koziil az, amely éppen azt az
idegen DNS-t tartalmazza, amelyre sziikség van?
Hogyan és milyen célokra hasznalhatoak a felszaporitott
DNS-darabok a molekularis biologiadban és az
orvostudomanyban?

Génkonyvtarak sziirése

A konyvtarakbol ki kell tudni valasztani azt a vektort,
amely azt a DNS-szakaszt tartalmazza, amelyikre éppen
szilksége van a kutatonak. A kivalasztott vektor
szaporithatd, majd izolalhatd6 bel6le az immaron
megfelelé mennyiségli, molekularisan klénozott DNS. A
plazmidon alapulé génkonyvtarak szlirésének menete a
kovetkezo (13.1. abra).

Els6 lépésben taptalajon novesztik az idegen DNS-t
tartalmazo  baktériumok koloniait, és roluk a
masolatokat készitenek, gy, hogy a baktérium-
koloniakbol baktériumokat visznek at egy nitrocelluloz
filterre. A nitrocelluléz filtert, rajta az egyes telepekr6l
ratapadt baktériumsejtekkel, NaOH-val kezelik, hogy (i)
feltarjak a baktériumokat, (ii) denaturaljak a DNS-t és
(i) az egyszaltt DNS-t a nitrocelluloz filterhez kossék.

A DNS-t 90-95 °C-on ,rasiitik” a filterre, hogy a
tovabbiakban stabilan a filteren maradjon. A kovetkez6
lépésben a filtert *P-vel, vagy - ma mar tobbnyire -
fluoreszcensen jelolt DNS- (vagy RNS-) probaval
inkubaljak. Az inkubacio alatt a proba-DNS hibridizal a
komplementer DNS szekvencidkkal. A hibridizacio
alapja a renaturacio, azaz a komplementer nukleotid
szekvencidk egyesiilése. A nitrocelluldz filtert radioaktiv
jelolés esetében rontgenfilmmel boritjak. A P bomlasa
soran képz6dd B-sugarzas hatdsara fotokémiai reakciod
jatszodik le a rontgenfilmben. A reakcid eredményét az
eléhivas nyoman képzodo fekete eziistszemcsék jelzik a
rontgenfilmben. Az eziistszemcsék megmutatjak, hogy
melyik kolonia tartalmazza a probaval komplementer
DNS-szakaszt (13.1. abra). Fluoreszcens proba esetében
az emittalt fény hullamhosszat érzékelé detektorral
azonositjak a jelet. A megfelel6 baktériumokat az
eredeti mesterlemezrél ki lehet valasztani, majd
szaporitani lehet. A baktériumokbol a mar ismertetett
modon kinyerhet6ek a plazmidok, a plazmidokbol pedig
restrikciés ~ enzimmel  folytatott — emésztés  és
gélelektroforézis utan izolalhato a klonozott DNS.

Telep, benne a keresett DNS

A fagokban levd génkonyvtarak szlirése 1ényegében az
itt  bemutatott  technoldgia  alapjan  torténik,
természetesen a baktériumpazsiton 1étrejott, egyedi
fagok altal képzett tarfoltok, azaz plakkok alapjan.
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13.1. abra. Génkonyvtar szlirése.

A KLONOZOTT DNS FELHASZNALASA

A fenti mobdszerrel ,hasznalhatd” mennyiség,
viszonylag rovid, de azonos szekvencidbol allo6 DNS
szakaszok sokszorosithatoak vektorok segitségével,
vagy akar a PCR modszerével. A megsokszorozott DNS
felhasznalasara a tovabbiakban emlitiink példakat.

Ahogy err6l mar szé volt, a restrikciés enzimek a
DNS-ben meghatarozott szekvenciakat ismernek fel és
vagjak el ott a DNS-t (ezeket nevezik restrikcids
helynek). A hasitdss nyoman olyan restrikcios
fragmentek képzédnek, amelyek mérete megfelel a
restrikcios helyek egymastol mért fizikai tdvolsaganak
(amit a restrikciés helyek kozott levé bazisparok
szamaval jellemeznek). A restrikcios fragmenteket
gélelektroforézissel el lehet kiiloniteni. Mint ismeretes,
az elektroforézis soran a hosszabb fragmentek rovidebb,
a rovidebb fragmentek hosszabb utat tesznek meg (a
savok helyzete forditottan aranyos a restrikcios
fragmentek hosszanak logaritmusaval). Az azonos
hosszisagl fragmentek egy savot képeznek.

A savok lathatova tételére két megoldas:
(1) A DNS-hez kapcsolddo festékkel

Ha a DNS emésztése nyoman csak kevés szamu
fragment képzodik (a DNS-t vektorbol izolaltak, vagy
PCR-rel készitettek), a gélelektroforézis soran csak
néhany sav képzoédik (13.2. abra). A savokban levd
DNS-t régebben tobbnyire etidium-bromiddal tették
lathatova. A DNS-hez k6t6d6, erésen mutagén etidium-
bromid UV fényben narancssargas szinben fluoreszkal.
Ma mar inkabb a kereskedelmi forgalomban kaphato, a
felhasznalé szamara nem mutagén hatasu fluoreszcens
festékeket alkalmaznak.

Nitrocelluloz filter



(2) DNS/DNS vagy DNS/RNS hibridek kimutatasaval

A DNS/DNS vagy a DNS/RNS hibridek jelzett
»probaval” folytatott hibridizacié nyoman képzdédnek.
Nagy mennyiségli heterogén, példaul teljes genombol
szarmazé DNS emésztése soran olyan sok kiilonb6zd
hosszsagt fragment képzddik, hogy azok a gélben nem
diszkrét savokat, hanem egyetlen folyamatos fragment-
pastot alkotnak. Azt a modszert, amellyel a pastba
olvado  fragmentek kozil kivalaszthato(ak) a
megfeleld(ek), Southern blottolasnak vagy Southern
analizisnek nevezik.

Southern blottolas

Ha sejtekbdl, szovetekbdl izolalt DNS-t restrikcios
enzimmel emésztenek, szdz és ezerszam képzddnek
nagyon kiilonb6z6 hosszisagh restrikcios fragmentek. A
sokféle hosszusagu restrikcios fragment a gélelektro-
forézis soran egy olyan hosszi ,,DNS fragment-pastot”
képez, amelyen beliil egyedi savok nem ismerhetdek fel.
A megfeleld savok felismerését a "sdvtengerben”
lehetové tevé modszert - kidolgozdja neve utin -
Southern blottolasnak nevezik, célja pedig DNS-
fragmentek detektalasa jelzett DNS probaval.

A gélelektroforézissel elkiilonitett DNS fragmenteket
nitrocelluléz vagy nejlon filterre ,blottoljak” (13.2.
abra). (A blottolas azt jelenti, hogy a gélbdl egy
nitrocelluloz filterre huzzak at, pozicidjukat megdrizve,
a DNS fragmenteket.) A nitrocelluléz filtert NaOH-al
kezelik, majd néhany tiz percen 4t 90-95 °C-on |, siitik”,
hogy denaturdljak a DNS-t, és hogy az egyszali DNS
fonalakat a nitrocelluléz filterhez kossék. A filtert *2P-
vel jelzett, vagy ma mar inkabb fluoreszcensen jelolt
DNS probaval inkubaljak, hogy a proba egyszali szalai
hibridizaljanak a komplementer szekvenciakkal. A nem
hibridizal6 proba DNS-t mosassal eltavolitjak, majd
radioaktiv jelolés esetében a filterre rontgenfilmet
tesznek. A *P bomlasa nyomén képz6ds B-sugarzas a
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13.2. abra. A Southern (vagy RNS gélelektro-
forézise esetében Northern) blottolas elvi alapjai.

rontgenfilm eldhivasa wutan fekete eziistszemecsék
formajaban valik lathatova. A képzddd sotét savok tehat
megmutatjak a hibrid DNS-szalak helyét a kiilonb6z6
hosszasagh restrikcios fragmentek kozott (13.2. abra).

Northern blottolas

RNS-t szintén lehet izolalni sejtekbdl, szovetekbdl. Az
RNS-molekulakat (bar az RNS reaktivitasa miatt joval
koriilményesebben)  gélelektroforézissel el  lehet
kiiloniteni, nitrocellulézra blottolni, majd siitni, és
koziiliik DNS probaval kimutatni azokat, amelyek a
DNS probanak komplementerei, igy azzal hibridizalnak.
Az eljarast Northern blottolasnak nevezik.

Western blottolas

Az tin. Western blottolas soran fehérjéket kiilonitenek
el gélelektroforézissel, majd blottolnak nitrocelluloz
filterre. A kiilonféle méretii fehérjék koziil specifikus
ellenanyaggal detektaljak és teszik lathatova a keresett
fehérjét. Az ellenanyagok a magasabbrendii eukaridtak
immunrendszerének fontos fehérjéi, nagy affinitassal és
specifitassal képesek a szervezet szamara idegen
anyagokhoz kotddni. Ezt hasznaljak ki a molekularis
biologiaban, Ugy, hogy a kimutatni kivant anyaggal
(antigénnel) mesterségesen immunizalnak egy allatot,
majd vérébol ellenanyagot izolalnak, és késobb ezt
hasznaljak fel az antigén kimutatasara.

In situ hibridizacié és a FISH technika

A komplementer nukleinsav-szekvenciak akkor is
hibridizalnak egymassal, ha az egyik DNS-fonal pl. egy
kromoszéma része. A hibrid molekula megfeleld
modszerrel lathatova  tehetd, ¢és mikroszkopban
tanulmanyozhat6. Annak az eljarasnak, amely egy sejt-
vagy szovet-preparatumon ,helyben”, a nukleotid-
tartalom  kiilon  izolalasa  nélkiill  specifikus
kromoszomalis DNS-szakaszt vagy RNS-molekulakat
tesz lathatova, in situ hibridizacidé a neve. Az egyedi,
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sokszor csak egy kopiaban jelenlévé DNS- vagy RNS-
szekvencidk in situ kimutatdsa soran a hibrid szakasz
kimutatasdhoz kiilonleges megoldasra, a gyenge jel
erdsitésére van sziikség.

Egy lehetséges megoldas a proba-DNS megjeldlése
egy erésen immunogén molekulaval, pl. digoxigeninnel
(DIG). A DIG-et, és ezzel egyiitt a hibrid DNS-t egy
olyan, un. elsédleges ellenanyag ismeri fel, amely a
DIG-gel  specifikusan reagal. Az  els6dleges
ellenanyaghoz viszont olyan masodlagos ellenanyag

Sok faj esetében (beleértve az embert is) részletes
térképek késziiltek a restrikcios helyek alapjan. A
restrikcios helyek nemcsak a gének térképezését tették
lehetové, hanem molekularis klonozasukat is. A
restrikcios térképek készitése a génfunkcié molekularis
szinti megismerésének fontos mozzanata volt - és ma is
az, amennyiben nem ismerjiik az adott faj genomjanak
szekvenciajat.

Emésztés az egyik 1,0 kbp DNS Emésztés a masik

kapcsolodik, amely  fluoreszcens festékkel van enzimmel enzimmel
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ellenanyaggal kapcsolodhat. Egyetlen elsddleges
ellenanyaghoz t6bb masodlagos ellenanyag kapcsolodik.
Egyetlen masodlagos ellenanyag tobb fluoreszcens
csoporttal van megjeldlve. Végeredményben tehat egy
olyan szendvicsszeri szerkezet képzddik, amely kelld
intenzitassal ~ fluoreszkal, ¢és egy fluoreszcens

mikroszkopban  észrevehetd, tanulmanyozhatdo. A
technika neve: fluoreszcens in situ hibridizacid, roviden
FISH. A FISH technikat altalanosan hasznaljak DNS
szekvencidk azonositasira kromoszémakban, vagy
mRNS molekuldk helyének megallapitasara sejtekben,
szovetekben (13.3. abra).

13.3. abra. Telomer
DNS  kimutatisa a
FISH technikdval. A
telomer szekvencia
helyét sarga pottyok
mutatjadk. A kromatin
egy altalanos DNS-
festéknek koszonhetéen
kéken fluoreszkal.

A restrikcids vagy fizikai térképek

Ahhoz, hogy a DNS mentén eligazodjunk, kivalo
lehetdséget nyujtanak a restrikcios vagy fizikai térképek.
A restrikcios térkép olyan abrazolasmod, amely
megmutatja, hogy a kiilonféle restrikciés enzimek
hasitasi helyei milyen sorrendben és tavolsagban kovetik
egymast a DNS mentén (13.4. abra). A restrikcios
térképeket azért szoktak fizikai térképeknek is nevezni,
mert a restrikcios helyek helyzete, egymastol mért
tavolsdga aranyos az emésztés soran képzodo
fragmentek hosszaval, Iényegében a DNS-t alkoto
bazisparok szdméaval. Ugyanakkor a genetikai térképek
nem egyeznek pontosan a fizikai térképekkel, torzitanak,
mert a crossing overek nem azonos gyakorisaggal
kovetkeznek be a kromoszomaék kiilonbozd szakaszain!

A restrikcios térképek készitése soran valamely DNS-
szakaszt kiilonféle restrikcios enzimekkel kiilon-kiilon
és egyiitt is emésztik. Az emésztés utan képz6do
fragmenteket  gélelektroforézissel  elkiilonitik, és
meghatarozzak a fragmentek méretét. A restrikcios
fragmenteket méretiik alapjan sorrendbe lehet rendezni,
restrikcios térképet lehet késziteni (13.4. ébra).
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13.4. abra. Restrikcios térkép készitésének elvi alapja.
Az egy-egy restrikcios enzimmel illetve

kombinacidjukkal folytatott emésztés és gélelekroforézis
utan meghatarozhatéak a restrikcios helyek, és un.
restrikcios (fizikai) térkép szerkeszthetd.

RFLP (restrikcios fragment hossz polimorfizmus)
Természetesen egy populacidban sok génnek sok
allélja létezhet egyidejlileg. Ilyenkor a populécio
valamely tulajdonsagot illetéen polimorf. A mutaciok
idonként restrikcios helyeket sziintethetnek meg, és
Ujakat  alakithatnak ki, megteremtve a DNS-
polimorfizmus vizsgalatanak egyik alapjat. A DNS
polimorfizmusa a szekvencia valamilyen eltérését jelenti
a DNS ugyanazon szakaszan a homolég kromoszémak
DNS-ében.

A DNS-polimorfizmus a lehetséges restrikcios
helyek vizsgalatanak szempontjabol két dolgot jelent.
(1) Azt, hogy egy faj kiilonboz6 egyedeibdl szarmazo
azonos kromoszémak DNS-ének adott pontjaban
valamely restrikciés hely jelen van vagy sem.
Polimorfizmus esetén megfeleld restrikcios enzimmel
folytatott emésztés utan eltéré hosszusagu restrikcios
fragmentek képzddnek (13.5. abra).

(2) A Kkiilonféle hosszsagu restrikcios fragmentek
eltéerd gyakorisaggal lehetnek jelen a kiilonféle
populaciokban. Vagyis a restrikcios fragment hossz
polimorfizmus (RFLP) a kiilonféle hosszusagu
restrikcids fragmentek meglétét és gyakorisagat is
mutathatja egy populacioban. Mivel mindegyikiink
genetikailag egyedi kombinéci6, mindegyikiinkre egyedi
RFLP mintazat jellemz6. Ha tehat elegendéen sok
polimorf genombeli helyet, azaz lokuszt vettek
figyelembe, az RFLP alkalmas médszer volt személyek
azonositdsara - éppen gy, mint az ujjlenyomat. Ma
azonban erre a célra mar egy masik eljarast (VNTR,
lasd késébb) alkalmaznak.
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13.5. abra. A restrikcios fragmentek diagnosztikus
értéke. Sokszorozzak (PCR-rel) az adott DNS-szakaszt
+/+, +/m és m/m genotipust emberek genomjarol.

A PCR-terméket az elsé esetben olyan restrikcids
enzimmel emésztik, amely a DNS-t a S—-el jeldlt helyen
elvagja. A +/+ genotipusi emberek esetében mindkét
homolég kromoszomardl kétféle méretli fragment
képzédik: egy rovid és egy hosszabb. Ezért a
fragmentek a gélelektroforézis soran két vastag savot
alkotnak. Az m mutans allélban a % muticid
megsziintette a restrikcios helyet, ami miatt a restrikcios
enzim nem vagja el (nem emészti) a PCR-terméket.
Ezért az m/m emberek esetében egyetlen vastag sav
képzédik. A  +/m  heterozigotdk  sav-mintazata
kiillonbozik mind a +/+, mind pedig az m/m
emberekétol.

Az is megtorténhet (masodik példa), hogy a % mutacid
nyoman olyan 1j restrikcios hely képzddik, amelyet egy
restrikcids enzim éppen felismer és elvagja ott a DNS-t.
Nyilvanvalo, hogy a +/+, a +/m és az m/m emberek
fragmentmintazata a masodik esetben is kiilonbozik.

RFLP markerek és a genetikai térképezés

A rekombinacids valdszinliségen alapuld genetikai
térképek készitéséhez. markermutaciokat hasznaltak/
hasznalnak. A markermutaciok lathatdé fenotipust
eredményezé mutans allélok, tajékozodasi pontokka
valtak a kromoszomakon. A restrikcidos helyek,
hasonléan a markermutaciokhoz , tajékozodasi pontként
szolgalnak a kromoszomak mentén, ¢és fizikai
térképezésre hasznalhatoak (13.4. abra).

Az RFLP hasznos eljaras a genetikai eredetii
tulajdonsagok vizsgalatara, és sokaig a legfontosabb

kimutatasi modszer volt a prenatalis diagnosztikdban.
Tételezziik fel, hogy az m/m homozigotdk olyan
betegség miatt halnak meg, mint pl. a cisztas fibrozis
(mukoviszcidozis). Ha az m mutacié megsziintet (vagy
éppen létrehoz) egy restrikcios helyet, az RFLP mintazat
alapjan kiilonbséget lehet tenni a +/+, a +/m, valamint az
m/m genotipusti magzatok kozott (13.5. abra). A +/m
heterozigota sziil6ket figyelmeztetni lehet a veszélyre, és
magzatjaik genotipusat prenatalisan meg lehet hatarozni.

Nem minden génmutacié mutathat6 ki azonban RFLP-
vel, mert nem sziintet meg vagy hoz létre restrikcids
helyet. Egyes gének lathatd fenotipust okozd
markermutaciéi megfeleld kozelség esetében a
kapcsoltsag miatt (1asd 5. fejezet) alkalmas eszkdzoknek
bizonyultak a kromoszomak adott pontjanak 6rokl6dési
vizsgalatara. A gének azonban a magasabbrendl
eukariotdk DNS-ének csak kis hanyadat foglaljak
magukba, és kozottiik csak nagyon kevésnek van
markermutacio értékli (azaz konnyen detektalhatd
fenotipusu) allélja.

Polimorf restrikcids helyek viszont bdségesen vannak
a genom azon szakaszain is, amelyek nem részei
semmilyen génnek sem. Ha egy adott restrikcios hely
kozel van, és igy nagy valdsziniiséggel kapcsoltan
oroklédhet valamely gén mutans alléljaval, a restrikcios
hely lehetové teszi a mutans allél oroklédésének
nyomon kovetését — akkor is, ha maga a génmutacio
nem alkalmas RFLP-analizisre (nem sziintet meg vagy
hoz létre restrikcids helyet). Minél kozelebb van a
restrikcids hely a mutans allélhoz, annal jobban
haszndlhatd a mutans allél 6roklédésének nyomon
kovetéséhez (13.6. abra).
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13.6. abra. A restrikcios helyek haszna a
géntérképezésben. A mutacio (M) és egy RFLP marker
(R) kozotti kapcsoltsag lehet6vé teszi a mutacio
kovetését az utodokban (a M és az R jel az M mutacio
¢és az R marker meglétét jelzi). Szamolni kell azonban
azzal, hogy az R marker és az M mutacio kozott
bizonyos valoszinliséggel (a tavolsag fliggvényében)
rekombinacié kovetkezik be (lasd az utolsod esetet az
utédok genotipusai koziil)!



SNP (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)

Az egypontos vagy egyedi nukleotid-polimorfizmus
(angolul Single Nucleotide Polymorphism, SNP)
variacio. Akkor alkalmazzak az SNP-t a genom egy
adott helyének genetikai jellemz6jeként, ha a mutans
valtozat a vizsgalt populacioban az egyedek legalabb
1%-aban jelen van (példaul az AAGCCTA szekvencia
C helyén T bukkan fel: AAGCTTA). Az SNP-k teszik
ki az ismert human genetikai variaciok 90%-at, és
minden 100-300 bazisparonként jelen vannak a human
genomban. Az SNP-k kétharmadiban a C helyén T
van. Mivel egyik generaciorol a masikra az SNP-k
csak kis eséllyel valtoznak meg, komoly segitséget
jelentenek - egyebek mellett - a gyogyaszatban.
Erthetd, hogy az SNP-k értékes ,markerek” a
leszarmazasi vizsgalatokban is.

DNS

Rekombinans és

diagnosztika

Minthogy az 6rokl6dé betegségek az Orokité anyag
valtozasaival kapcsolatosak, az 6rokitd anyag valtozasa
pedig gyakran jar a restrikciés helyek valtozasaval,
lehetéségek kinalkoznak a magzat genotipusanak
megallapitasara mar a terhesség 10. hetében. Magzati
sejtek gyiijtésére négy megoldast alkalmaznak. (1) Az
amniocentézis soran a magzatvizbdl gyljtenek magzati
sejteket (13.7. abra). (2) Korionboholybdl vesznek Kis
mintat (a korionboholy genotipusa a magzatéval
azonos). (3) A magzat koldokvéndjabdol vesznek par
csepp Vért. (4) Az anya vérébdl 6ssze lehet gylijteni a

technologia prenatalis

belekerillt magzati sejteket. A magzati sejteken
kromoszéma-, enzim- és/vagy DNS-vizsgalatokat lehet
elvégezni.

A DNS-vizsgalat is tobbféle lehet. Régebben a DNS-t
el0szor  restrikcids  enzimmel — emésztették, a
fragmenteket gélelektroforézissel elkiilonitették és
nitrocelluloz filterre blottoltak, majd elvégezték a
Southern analizist alkalmasan megjelolt DNS probaval
(13.2. abra). Ma leggyakrabban a DNS jol
meghatarozott szakaszat el6szor PCR-rel amplifikaljak,

13.7. abra. Egy 13. hetes emberi embriorol késziilt
felvétel.
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majd a PCR-terméket vizsgaljak, pl. az RFLP
modszerével (13.5. abra). Egyre gyakoribbak az olyan
vizsgalatok, amelyekben meg is szekvenaljak a PCR-
terméket. Természetesen a mutans allélokat nemcsak
magzatokban, hanem felndttekben is ki lehet mutatni, és
fel lehet hasznalni a genetikai tanicsadas soran.

VNTR: példa a molekularis technikak igazsagiigyi
orvostani felhasznalasara

Az igazsagligyi orvostan gyakran Kihasznalja azt a
tényt, hogy mindannyian (kivéve az egypetéjli ikreket)
egyedi genetikai kombinaciok vagyunk. A molekularis
modszerekkel csekély mennyiségli DNS-b6l kiindulva
azonositanak embereket az un. DNS-alapu ujjlenyomat-
vizsgalat valamelyik modszerével.

Az eukromatinban rovid DNS-szekvenciak tandem
modon ismétlddo kopiai talalhatoak. Ezen mérsékelten
ismétl6dé szekvenciak egyik tipusat VNTR-eknek
(angolul: variable number of tandem repeats) nevezik.
Mivel a kopidk szama az egyes VNTR-blokkokban és
az emberekben is gyakran kiilonb6z6, a VNTR-analizis
az igazsagiigyi orvostanban jol hasznalhaté személyek
azonositasara (13.8. abra).

Elsé 1épésben a kiilonb6zd tipusi VNTR-régiokat
PCR-rel amplifikaljak (13.8. abra). A PCR-primerek
kozvetleniil a VNTR-hely szomszédsagaban 1évo, az
anyai ¢és az apai eredetli kromoszoémakban azonos DNS
szekvenciakhoz hibridizalnak.

A PCR termékek hossza két dologtdl fiigg: (i) milyen
hossza annak az ,,egység” DNS szakasznak a hossza,
amely a VNTR-ben ismétlddik, és (i) a kopiak
szamatol.
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13.8. abra. A VNTR-analizis elvi alapjai. Magyarazat a
szovegben.
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A VNTR-ekrél képzodott PCR-termékeket gélelektro-
forézissel elkiilonitik. Az adott VNTR-régiora jellemz6
»egységnyi” DNS-szakasz hosszanak —ismeretében,
valamint a PCR-termék mérete alapjan meghatarozhato
a PCR-termékeket alkotd kopiak szama (az apai és az
anyai eredetll kromoszomakbol szarmaz6 DNS jo
eséllyel eltéré mintazatot ad). Végeredményben egy, az
adott emberre jellemz6 mintazat képzddik (13.8. dbra).

A VNTR-analizis, miutan PCR-en alapul, nagyon
érzékeny:  egyetlen hajhagymaban, vagy egy
vércsoppben van annyi DNS, amely alapjan elvégezhetd
a VNTR-analizis.

Riporter- és transzgének

A rekombinans DNS technolédgia (vagyis a kiilonb6z6
eredetli DNS-szakaszok tervszeri kombinaldsa és
hasznalata) lehetévé teszi a DNS-szekvenciak mérnoki
pontossagu kombindlasat, tetszés szerinti modositasat, a
rekombinans DNS-szekvencidk  transzformaldsat
sejtekbe, él61ényekbe.

A DNS-t kiilonféle modszerekkel lehet a sejtekbe
juttatni. Vannak kereskedelmi forgalomban beszerez-
hetd preparatumok, amelyekbe a DNS becsomagolhato,
és miutan a sejtekhez keverik, bejuttatjdk a DNS-t a
sejtekbe. Az Un. génpuskak olyan apr6 fémgdmbdket
lének be a sejtekbe, amelyek felszinére DNS-
molekulakat rogzitettek. Az elekeroporacio soran DNS-
oldatba tesznek sejteket, elektromos kisiiléssel aprd
poérusokat nyitnak a sejthartyan, amelyeken at DNS-
molekuldk 4ramlanak a sejtbe, amig a pérusok nyitva
vannak. Gyakori eljaras, hogy a DNS oldatot vékony
kapillarissal injektaljak be a sejtekbe, embriokba (13.9.

abra).
J

g )/ DNS-oldat

13.9. abra. ldegen DNS bejuttatasa muslicaba. A
muslica leend Osivarsejtjei a pete citoplazma hatulso
végének (sarki plazma) megfelelé teriileten alakulnak
majd ki, ugy, hogy a korai embridban itt talalhato
sejtmagvak koriil kialakuld sejtmembranok magukba
zarjak ezt a részt. A sejthatarok kialakulasa eldtt a
sarki plazméaba injektalt DNS-molekulak tehat
bekeriilhetnek a leendd &sivarsejtekbe. Ha az injektalt
DNS raadasul modositott transzpozont tartalmaz, egy
része - transzpozdz enzim hatasara - beékel6dhet
valamelyik 6sivarsejt egyik kromoszomajaba, és a
tovabbiakban a kromoszoma részeként, transzgénként
oroklodik (1asd a szovegben). A vastag fekete nyil egy
olyan Gsivarsejtre mutat, amely egyik kromoszoémajaba
belekertiilt egy transzgén.

A sejtekbe juttatott DNS gyakran nem valik a
kromoszoémak részévé. Ekkor a benne kodolt genetikai
informacié atmeneti, tranziens modon expresszalodik:
addig kodolhatja fehérjék képzédését, amig le nem
bomlik. A képz6d6 fehérjék szerepe viszont addig is
tanulmanyozhato.

A bejuttatott DNS olyan szekvencidkat is tartalmazhat
azonban, amelyek lehetévé teszik, hogy a DNS-
konstrukcid6 a kromoszémdk DNS-ébe beépiiljon
(inszertalodjon). EKKor transzgénként 6roklédik tovabb,
sejtrdl sejtre, generaciordl generaciora (13.9. és 13.10.
abra).

Sokszor  modositott  transzpozonokat,  retro-
transzpozonokat vagy retrovirusokat alkalmaznak az
idegen DNS genomba épitésére, hiszen ezek eredeti
mikodésiik  szerint képesek a  befogadd sejt
kromoszémajaba inszertdlodni. A beékel6déshez
sziikséges enzimet (pl. transzpozazt vagy integrazt)
altalaban kiilon juttatjak a sejtbe.

kromoszoma

transzgén

marker gén regulator expresszalando
szekvencia geén
¥
2
termeltetendd

idegen fehérje

13.10. abra. Egy tipikus transzpozon alapu transzgén
szerkezete. A regulator szekvencia szabalyozza az
expresszalandd gén mikodését. A marker gén a
transzgén jelenlétének kényelmes detektalasat teszi
lehet6vé. Az IR (inverted repeat) az a szekvencia, amely
a mobilis genetikai elemek DNS-be torténd
beékelddését biztositja.

A transzgén tehat olyan idegen eredeti DNS egy
¢él6lény valamelyik kromoszomajaban, amely az ember
céltudatos tevékenységének eredménye. A transzgént
minden sejtjiikben hordozod  él6lényeket nevezik
transzgénikus ~ él6lényeknek. Ok egyben az un.
genetikailag manipulalt organizmusok (GMO) egyik
tipusat alkotjak.

A riporter-konstrukciok egy részében a vizsgalando
gén szabalyozo (promoter) részét, vagy annak jol
meghatarozott részeit olyan gének atir6d6 - strukturalis -
részével (gyakran cDNS-ével) kombinaljak, amelyek
terméke konnyen felismerhet6 (13.11. abra). Az atirodo
részt riportergénnek nevezik. Minthogy az ilyen DNS-
konstrukciok  altal  kodolt un.  riporterfehérjék
megjelenési mintazatat a masik gén szabalyozd része
hatarozza meg, a riporterfehérje jelenléte alapjan
vizsgalandd gén expresszidS mintdzatara lehet
kovetkeztetni.



Riportergénként gyakran hasznaljak az E. coli lac
operonjanak lacZ génjét, amely terméke - a pB-
galaktozidaz - az X-gal nevil szintelen vegyiiletbol
kékszinti, jol felismerhetd terméket készit (13.12. abra).
Riporterként - egyebek mellett - hasznaljak pl. a
szentjanosbogar luciferaz génjét is, amely terméke - a
luciferaz enzim - bontja a luciferint, és kozben
lumineszkal. Ma a leggyakrabban hasznalt riportergén
az Aequorea victoria medtzafaj GFP génje, amely a
z6lden fluoreszkalo proteint (GFP, green fluorescent
protein) kodolja. S6t, a GFP génnek vannak olyan
mutans valtozatai, amelyek kéken, sargan, vagy vordsen
,»vilagitanak” (13.13. abra).
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13.11. abra. Riportergén-tipusok. (A) A vizsgalando
gén expresszidjat sajat promotere (a szabalyozd rész)

szabalyozza. (B) A vizsgalni kivant promotert
valamilyen riporterfehérjét  kodolo DNS-sel
kombinaljak: a kodolt riporterfehérje expresszios

mintazata jol kovethetd, és a promoéter szabalyozasa
alatt all (C) A tanulmanyozand6 génben a kodold
szakasz mellé, a leolvasasi keret megtartasaval pl. a
GFP-t kodold6 DNS-szakaszt illesztik - a képz6do
rekombinans  fehérje ,ki van vilagitva”. A
riportergéneket sejtekben vagy teljes él6lényekben
kifejeztetve tanulmanyozhat6 a vizsgalt (itt az A abran
feltlintetett) gén expresszidjanak sajatossagai.

Transzgénikus él6lények

Gyakori eljaras, hogy baktériumgének erés promoterét
kombinaljak  eukariota  gének  cDNS-ével, és
transzformaljak  mikroorganizmusokba, élesztdkbe,
ndvényekbe vagy akar emldsdkbe, azért, hogy benniik a
cDNS altal kodolt idegen fehérjét termeltessék. Ma mar
génsebészeti eljarassal készitett rekombinans DNS
alapjan termeltetnek baktériumokban pl. emberi inzulint,
novekedési hormont, vagy antigéneket vakcinalashoz,
termesztenek olyan transzgénikus novényeket, amelyek

13.12. abra. A  Drosophila  melanogaster
(ecetmuslica) Importin-p képzédését kodold Ketel
génje promoterének itt kivastagitott szakaszait az E.
coli LacZ (riporter)génjével kombinalva lehetett
megallapitani, hogy a promoéter mely része biztositja a
Ketel gén szovetspecifikus expressziojat. A¥* jel egy
olyan in vitro indukalt mutacié helyét mutatja, amely
megsziintette egy transzkripcios faktor kotdhelyét. G:
gonad (ivarszervkezdemény a larvaban); CNS:
kozponti idegrendszer a larvaban; Sz: szemdiszkusz (a
szemet kialakitd sejtek csoportja a larvaban) (Lasd:
Villanyi et al., Mechanisms of Development 125, 822,
2008.)

13.13. abra. Az abrian a mikrotubulusok zoldek, az
aktin mikrofilamentumok vo6rosek, mert a mikro-

tubulusokat alkoto tubulint z6lden, a
mikrofilamentumokat alkoto aktint vOrosen
fluoreszkald  riporterfehérjéhez  fuzionaltak. A

sejtmagok DNS-festékkel kéken vannak ,.kivilagitva”.

példaul kartékony rovarokat tavoltartd fehérjéket
szintetizalnak és tartalmaznak. Léteznek olyan
transzgénikus ~ novények, amelyek  valamilyen

gyomirtoszerre rezisztensek, ezért kornyezetiikbdl a
gyomokat ezzel a gyomirtoszerrel ki lehet irtani,
anélkiil, hogy magat a haszonndvényt karositana.
Vannak olyan transzgénikus birkak, amelyek teje az
ember egyik véralvadasi faktorat tartalmazza.
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13.14. abra. Modszer géncserére. Az ép gén klonozott DNS-ét két restrikcios enzimmel ,,felnyitjal
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”. A génbe

idegen eredetii DNS-t ékelnek, ezért a gén elveszti funkcidjat. A génbe illesztett DNS valamilyen (pl. neomicin)
rezisztenciat kodol (neo®), valamint tartalmaz olyan markert is, ami a transzgénikus 4llatot azonosithatové teszi
(egerekben ez leggyakrabban szérszin-marker). Ezt a rekombinans DNS-t megfelelé vektorban embrionalis 6ssejtek
tenyészetébe keverik, majd elektroporacidval lehetévé teszik, hogy a sejtekbe bejussanak a DNS-molekulak. A
sejtek némelyikében ritkan két homoldg rekombinacio kdvetkezik be, amelynek hatasara az ép allél a mutansra
cserélédik ki. Minthogy a mutans allélt hordozo (arra heterozigdta) sejtek neomicinre rezisztensek, neomicin

kezeléssel kiszelektalhatoak, szaporithatoak.

Elvben az 06roklddé betegségek is gydgyithatdak
lehetnek  génsebészeti modszerekkel egy olyan
folyamatban, amit génterdpiinak neveznek. DNS-el
ugyanis elvileg barmelyik génfunkcioé hianyat potolni
lehet, Gigy, hogy a sejtekbe/éldlényekbe transzformaljak
az ép fehérjét kodolo gént. Ez rutinszer eljaras
prokariotakban, élesztdkben és Drosophilaban (azzal a
kiilonbséggel, hogy ott nem nevezik génterapianak). A
gerincesek legtobb génje sokkal nagyobb, semhogy
egyetlen vektorba beleférne: tulsagosan hossza az a
DNS szakasz, amely mind a strukturalis, mind pedig a
génexpressziot szabalyozd szekvencidkat magaba
foglalja. llyenkor a cDNS egy alkalmasan
megvalasztott promoterrel megoldhatja a problémat,
mas  kisérletekben mesterséges kromoszémakba
épitenek be nagy DNS-blokkokat, és ezek a
kromoszomak  vektorként  funkcionalhatnak. A
nehézségektdl  fliggetlenil mar  emberben s
folyamatban vannak az els6 génterapias probalkozasok.

A génsebészeti és sejtbiologiai modszerek azt is
lehetové teszik, hogy pl. egerek adott génjének ép
alléljait  kémcsében  készitett, Un. in  vitro
mutagenezissel eldallitott mutans allélokra cseréljék ki
(13.14. és 13.15. abra). Az ilyen ,,géncserés” egereckben
aztan tanulmanyozhat6 a mutacid hatasa, ¢és
kovetkeztetni lehet az ép gén szerepére is. Azokat a
kisérleti allatokat, amelyekben egy gén ép alléljat egy
funkcidjat vesztett allélra cserélték ki, ,.knock out”-
oknak (pl. ,,knock out” egereknek) nevezik.

A géncserés vagy a ,knock-out” egér példa a
genetikailag manipulalt organizmusok masik tipusara:
nem idegen eredeti gént hordoz (azaz nem
transzgénikus), hanem céltudatos emberi tevékenység
nyoman az egyik sajat génjének valtozott meg a
genetikai tartalma.

Embrionalis sejtek
beiiltetése fejlodé embridba

Az embri6 beiiltetése
alterhes egér méhébe
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Megfelel keresztezések utan olyan egerek sziiletnek,
amelyek valamennyi sejtje egy genetikailag modositott,
betiltetett sejtbol szarmazik

13.15. abra. Modszer olyan egerek ,készitésére”,
amelyek homozigotdk a 13.14. abran bemutatott, a
,»geénkilitott” mutciora.
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Az elmult nagyjabol harom évtizedben kifejlédott
génsebészet nemcsak a DNS-en alapulé diagnozist tette
lehetévé, hanem a génexpresszid szabalyozasanak
molekularis szintlh  megertését, szarmazastani
kapcsolatok megismerését vagy genetikailag modositott
él6lények elballitasat is. A molekularis biologia
alapvetéen megvaltoztatta az életrél, az élovilagrol
alkotott elképzeléseinket.

Rekombinans DNS technoldgia; alkalmazasok.



