5. Molekularis biologiai
technlkak

X DNS szaporitas kémcsbben és élében.

Kldbnozas, PCR, cDNA, RT-PCR, real-
time-RT-PCR, Northern-, Southern-
blotting, génexpresszio, FISH




5. Molekularis szinth biologiai
technikak

o y o gy

vizsgalatara alkalmas technikak

Molekularis biologiail, kemiai biologiai, genetikai, biokémiai, biofizikai
alkalmazasok

Rekombinans DNS technika

— Lehetoveé teszi kiilonbozo eredett DNS szakaszok Osszeillesztését — a
genetikal kod univerzalis

DNS kldnozas, amplifikacio

Génszabaszat (genetic engineering): A DNS koéd modositasa



Rekombinans DNS technikak

* Kiilonbozo eredett DNS szakaszok 0sszekapcsolasa

 Restrikcios endonukleazok - a DNS kettos szalat hasito
enzimek, melyek a szalon beliil hasitanak (v0.: exonukleazok)

— Bakterialis eredeti enzimek
— Eredetileg a baktériumok védekezesi mechanizmusanak részei

— A bakteériumok sajat orokitdanyagukat ,,metilalassal” védik a hasitastol



Rekombinans DNS technikak

* Restrikcios endonukleazok :
— Specialis szekvencidkat képesek felismerni és azok mentén hasitani

— Felismerési szekvenciak kozt: un. palindrom szakaszok (mindkét szalon 5° —
3’ iranyba olvasva ugyanaz a szekvencia

— Kis erek mentén lap sik 61én oda van a banya rabja jaj baranydban a vadon
éld kis palnét nem keresik

5'...GAT |ATC...3"’
3'...CTA|TAG...5'

— Mindkét szalon hasitjak a cukor-foszfat gerincet két adott nukleotid kozott



Rekombinans DNS technikak

e Restrikcios endonukleazok :

— Kétféle hasitasi mintazat

— Ragados vég (kohéziv) :
ol L EEEL
GIAATTC HeFRAAAEE
CTTAAIG l resricton
— Tompa vég l | nl}‘&l EE 2
CCCIGGG TP R
GGGICCC 1 anlill




Rekombinans DNS technikak

« Uj DNS szakasz beillesztése:
— Mesterseges / természetes, 1zolalt idegen DNS
— A végekre restrikcids felismerési szakaszt tartalmazo linker beépitése

— Hasitas restrikcids endonukleazzal (ugyanolyannal, mint azt, ahova be akarjuk illeszteni
— komplementer ,,ragados végek”

MOLECULE A MOLECULE B
5’—— G6-6-A-T-C-C —— 3"’ 3= 6-6-A-T-C-L —3~
3’—— C-C-T-A-6-G—— 5" 3° C-C-T-A-6-6 ——5°

Digest each with same restriction
endonucleass, BamHI

—5G Sticky ends ——ggp O-A-T-C-C ——
: " 4 :
—C-C-T-A-G G —
hd i
— G B-A-T-C-C —
HEH sealwith DMA ligase (i)

—C-t-1--6s6 —
— ~6-A-T-C-C ——



Rekombinans DNS technikak

* Klonozas: az idegen DNS bejuttatasa

egy hordozoba
— Idegen DNS : inzert - O vectar O
, vector and donor DN A O o
— Hordozé DNS: vektor l gl e i
— A vektort és az inzertet ugyanazzal a =~ " HHHD(J
restrikci0s enzimmel kezeljiik /~/ | wr mixng
DMA ligase added seals uwm;hangs
— A keletkez0 ,,ragados™ végeken at "‘
hibridizaltatjuk, majd DNS ligazzal @

T.a..q recombinant

688261(3190801]111( DMNA molecules



Rekombinans DNS technikak

vektorok
— Plazmid (cirkularis DNS)
— Fag (A-fag, baktériumvirus)

— Kozmid (fag cos-szekvencia + plazmid)



Rekombinans DNS technikak

Plazmid- mint vektor

— Baktériumokban, archeakban

nyalkaburok (tok)
sejtfal

— Jarulékos DNS, a , kromoszémalis” DNS- ™™™
t61 fﬁggetlen rihoszémak

plazmid

csillok

— Nem esszencialis a gazdaszervezet
szempontjabodl, ugyanazon fajon beliil,
hianyozhat 1s, de akar tobb kopidban is
jelen lehet

hakteridlis ostor

nukleoid (hakterialis
kromoszoma)

— Cirkularis DNS

— Egyetlen replikacios origdja van



Rekombinans DNS technikak

Plazmid- mint vektor

— A kromoszomatol fliggetleniil replikalodhat nyalkaburok (oK

sejtfal
citoplazmamembran

citoplazma

— Akar fajok kozti informacioatadast is o
lehetoveé tesz plazmid

csillok

— Bizonyos tulajdonsagokat kddolhat, pl.
antibiotikum rezisztenciaért felelds géneket
hordoz

hakterialis ostor

nukleoid (bakteridlis
kKromoszoma)



Inzert és plazmid
kezelése restrikcios
enzimmel

Ragados vegek
osszeillesztése, majd
ligazzal 0sszekotése

Elvalasztas: pl.
méretkizarassal

Rekombinans plazmid
bejuttatasa sejtekbe

Kiméra plazmidot felvett
sejtek szelektalasa a
plazmid egyéb
génjeinek segitsegével

Foreign DNA with
» gene of interest

Gene for
antibiotic
resistance

Cutting sites
4~ for endonuclease

(=)

C}’:ﬁ‘:”\ )) /

> ~ \

Desired

R gt \
e




Rekombinans DNS technikak

Fag- mint vektor

— Bakteriofag, baktériumra

/4 r /\/'W\E £ 'E a\
veszelyes virus  EaloaTe] ™ a‘é@
| 752 O B }?& g
— A-fag, cos-szekvencia 5,92 @& f(
LYTIC
Cirkularis DNS ! Aot
— Cirkulan —a——
u S :\:,—Iw/ " | 3 O ]I
— Lizogén és litikus fazis _ -

— Konnyebben bejut a 7 H O ‘ Ny
SethKbe, mint a plazmidok H O H O JJ LYSOGENIC l @ ||
— A kimérat becsomagoljak k“ O O ”4_/

a fehérjeburokba




Rekombinans DNS technikak

Kozmid - mint vektor

— Plazmid (antibiotikum rezisztencia) + a fagok Cosmid
Cos-szekvencidaja — akar eml0s sejtekbe is
bej uttathat(’) o " Multiple cloning site
— Cos-szekvencia: 200 kbazis hosszia DNS, a ( | , T
/4 4 /4 M r1.r 4 /4 | |
veégén 12 bazis egyszalu (ragados vég) s
/4 14 /4 /4 Y '
— sokkal hosszabb DNS szakaszok beépiteésére o i = e
alkalmas, mint a plazmid l Packaging o
— A cos-szekvencianal felnyilhat — linearizacio — o facteralcel
csomagolas a fag burkaba @ 2 . Restrction fragment
™ /1/ osmid is cyclized in
- . , . -y = - ) (; bac‘geria\ycelll a(rj1d
— A plazmid tulajdonsag miatt antibiotikum conbe repcted s
rezisztencia géneket 1s visz magaval, a fag .

tulajdonsag miatt konnyebben jut be a sejtekbe




Rekombinans DNS technikak

Eukariota gének bakterialis expresszioja
— Génekben exonok, intronok is vannak (splicing)

— RNS szerkesztés nincsen a prokariotakban

— A kész mMRNS-r6l DNS-t készitenek (CDNS -
complementary DNA)

— Reverz transzkriptaz (RNS dependens DNS
polimeraz)



Rekombinans DNS technikak

CDNS szintézise, klonozasa
— A legtobb mRNS végén poliA szekvencia
— oligoT szekvenciat adnak hozza (primer)

— Reverz transzkriptaz eldallitja a komplementer
egyszali DNS-t = cDNS (fel is lehet sokszorozni,

1d. késobb)
— MRNS lebontas

— DNS polimerazzal eldallitjak a komplementer

szalat

— A szintézist kovetden a kettos szali CDNS-t
beillesztik egy vektorba = expresszios vektor ->

transzformacio

Making complementary DNA
(cDNA) for eukaryotic gene

Exon Intron Exon Intron Exon
l | | | | |

L 1 [ I | |

DNA

‘ Gene transcribed to RNA

RNA | | | | 1 |

Introns removed and exons
spliced together for mMRNA

mMRNA | |

L ]

Isolate mRNA from cell
and add reverse transcriptase

[ |

mRNA is digested by
- \ 9

reverse transcriptase
DNA strand being

synthesized

’ oodddao

DNA polymerase added
Second strand of DNA synthesized

J

| ] cDNA: DNA of genes
[ ] without introns




Rekombinans DNS technikak

Rekombinans DNS gének eukariota expresszioja

Gyakran a baktériumok nem képesek a veliik termeltetett feherjek
poszt-transzlacios modositasara

Musz4aj eukariota sejtekkel termeltetni

Bejuttatas (transzfekcio) : citozissal, mikroinjektaldssal, virussal,
elektromos stimulussal, CRISPR

Alacsony szazal¢kban (2%), de beepiil a kromoszomakba —
rekombinacio pl. cos-szekvencianal

Retrovirussal még hatékonyabb (el0segiti a beépiilest a
kromoszomakba)



Rekombinans DNS technikak

Rekombinans DNS technologia
alkalmazasa

* (Genterapia: genetikai betegségek
kezelése (pl. cisztas fibrozis)

* Rekombinans fehérjék nagy
mennyisegl termelése bakériumokkal
(pl. inzulin -olcso, gyors)

* Fuz16s feheérjek, un. riporter gének (pl.
GFP)

* (Genkitites, genbevitel



Phage display

Feherje-feherje / feherje-DNS
kapcsolatok (gén-tar)

[ranyitott evolucio (1 gén
mutacioja — kémiai mutagén,
error prone PCR, transzpozon)

Fag burokfeherjébe kodolas
(display)

Screen for activity (pl. antitest)

Phage
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DNS szaporitas kemcsoben

* Polymerase chain reaction (PCR) — Kary Mullis (1983)
- DNS szakaszok felsokszorozasa (amplifikacio)

- Kell ismerni a felsokszorozni kivant szakasz melletti részek
szekvencigjat (lehet mesterségesen IS megtoldani), hogy ezek
komplementerét hasznaljuk primerekként

- Hozzavaldk: primerek, dNTP-k, hostabil DNS polimeraz (Tag
polimeraz, hoforrasokban €10 baktériumbol)

- Ismétlodo ciklusok



A DNS szal denaturacidja 95 °C-on

Lehdtés 50-60 °C-ra, primerek
hozzaadasa (max. 50 bazis)

A primereket nagy feleslegben adjuk
hozza (két DNS szal nem re-hibridizal)

Melegités 72 °C-ra, a termostabil
polimeraz elkésziti mindkét szalon a
komplementer szakaszt

A DNS szal denaturacioja 95 °C-on,
indul Ujra az egész
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PCR

Rengeteg kopia rovid id6 alatt (exponencialis
novekedés, 2", n = ciklusok szama)

A sokszorozandd gén / DNS szakasz szekvencidjat
nem Kkell tudni (csak a szomszédos szakaszokét)

A sokszorozandd6 DNS akar 10 kb (kilo bazis) Is
lehet

Csak az a DNS fog amplifikalédni, mely a primerek
kozt van

A primerek segitsegevel mutdciokat 1S beépithetiink

Iranyitott mutagenezis

>

PCR

1

Final product



A DNS elvalasztasa,
hibridizalas, Southern blot

« A DNS feldarabolasakor keletkezett fragmensek
nemcsak klonozasra, hanem azonositasra IS

alkalmasak

 Tobb restrikcios enzimet alkalmazva kiilonb6zo
fragmenseket kaphatok (mas hasitdsi mintazat,
fingerprint)



A DNS elvalasztasa,
gelelektroforezis

« A feldarabolt kettosszali DNS-t

Electrode
denaturaljak  (egyenes, csak a » %
toltés/meret szamit) \

el A
* A DNS negativ toltésii, elektromos rogmens | %
aramot alkalmazva a fragmensek a ) o) - ) JIR
pozitiv polus felé indulnak el az 4 === SSIa|] o
agardz gélen s =

Az egyes fragmensek vandorlasi
sebessége a mérettdl fiigg (a

nagyobbak lassabban haladnak)
* El6hivas: a gélbe kevert

interkalatorral



Southern blot — specifikus DNS
szakaszok azonositasara

Az elvalasztott DNS-mintazatot blottoljak egy membranra (atviszik a DNS-t)
NaOH-s flirdOvel szétszedik a kettOs szalat

Az immar egyszald DNS fragmenseket fixaljdk a membranon (ho, vagy UV
kezelés)

A membrant belemartjak egy oldatba, mely tartalmazza az azonositani kivant DNS
szakasz jelolt (radioaktiv, fluoreszcens) komplementerét (szintetikus proba)

Hibridizacio

Azonositas (csak a jelolt probaval hibridizalt DNS latszik)



Southern blot

stack of paper towels remove nitrocellulose
paper with tightly bound DNA

{A} unlabeled DNA -~
cut with a
restriction =3
nuclease

(B) (&)

nitrocellulose
paper

labeled DNA =
of known sizes as
size markers
agarose
gel
LABELED DNA PROBE
alkali solution HYBRIDIZED TO
SEPARATED DNA saalaid
DNA FRAGMENTS SEPARATED SEPARATED DNA FRAGMENTS BLOTTED
BY AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS ONTO NITROCELLULOSE PAPER

labeled
DNA probe
in buffer

LABELED DNA PROBE HYBRIDIZED
TO COMPLEMENTARY DNA BANDS
VISUALIZED BY AUTORADIOGRAPHY

(E)

labeled

positions
of by
bands

labeled
markers

N

T




Southern blott, alkalmazas

Edwin Southern

DNS ujjlenyomat azonositasra

Génkopiak azonositasa genomon beliil

Gének atoroklodésének vizsgalata

Génvariaciok, géndiverzitas (allélek) azonositasa (gén- polimorfizmus)

Egyes genetikal aberraciok okozta betegségek azonositdsa (sarlosejtes
vérszegénység, Huntington-kor)



Northern blotting, RNS
elvalasztas

Ma mar nem nagyon hasznaljak, az RT-PCR kiszoritotta

» Gélelektroforézissel elvalasztott RNS atvitele a membranra
* Mivel az RNS egyszalu,nincsen szukseg denaturaciora

* Hasonlo a Southern blothoz

 VValaszt adhat az alabbi kerdesekre:

» Az adott gén expresszalodik-e az adott koruimények kozott?
« Mennyire aktiv az adott gén (MRNS atiratok mennyisege)?

* Milyen hosszuak az atiratok, van-e splicing?



RNS vizsgalata — RT-PCR

* RT: reverz transzkriptaz

 Enzim, ami RNS-t ir DNS-re

* cDNS: Complementary DNS, az mRNS-rdl atirt sSDNS

* PCR-rel felszaporithato a kivant szakasz (amplikon)
 Lathatova tetel: az amplikon elektroforézise + proba DNS

* A gélbe kevert etidium-bromid (interkalator fluorofor) kapcsolodik a
kettds szalu DNS-hez

» UV hatasara vilagit - fotézhato



Real time PCR - gPCR

« Kvantitativ-PCR, az amplifikacio nyomon kovetése, a kopiak
(amplikonok) mennyiségéenek real time kovetése

4 SYBR Y & TagMan

Denature all L
— A _Primer 1__Probe @
@ ®
° “rmer
° o ® Polymerization & strand displacement
Polymerization — N e 9
®
®
*_ W« ® Cleavage
‘ =% | | = ® o

Signal detection (Polymerization completed)

......

W W W W * _o

VVVVVV

e We W W W

\ i N —/

Nem specifikus Specifikus




Real time PCR - gPCR

 Diagnosztika (genetikai betegségek, rak)

» Mikrobiologia

* Novenyi patogenek azonositasa

 GMO azonositas

« Klinikai alkalmazas (herpesz, hepatitisz, HIV, COVID)

» Génexpresszio / MRNS



PCR Product

Real time PCR - gPCR

» Génexpresszido / MRNS

PCR Reaction Phases

Plateau Phase

Linear Phase =

Exponential Phase =
PCR Threshold

Cycles

N/ MEDICINAL

£=2\ GENOMICS.

Fluorescence (dRn)

02

00

96 technical replicates

Variability using
QPCR

X

Variability using
endpoint PCR

R

2

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Cycles

24 26 28 30 32 34 38 38 40

CT = treshold cycle



Fluorescence
o
(log)

Real time PCR - gPCR

» Génexpresszido / MRNS

A o plateau
‘// _ o saturation
/ / ' //
4/ 3/ 2/ 1 ¥ ———
/ / ; > [qu.‘::ltl'w\:ln-|| |
l/| ”‘ !
/ " 0
|
|
|
e » Number of cycles
Ct, Ct, Ct, Ct,

Abszolut kvantifikalas kalibracioval

10
LIk
o1 4 | |
|
okt | i 1§ 20 PCR cycle # at threshold (Ct)
AE=CI20-C118=2
Q T T T 1 T 1 T
0 5 1 15 3 24 ) W 40

PCR cvele number

Relativ egymashoz képest két gentermék mennyisege

Threshold



Fluoreszcens In situ hibridizacio,
FISH

* Citogenetikai modszer

» Kromoszomak, és kromoszoéma-szintii mutaciok azonositasa,
specifikus szakaszok helye, jelenléte, hianya

* In situ, azaz sejten beliil, akar interfazisban Is

* Fluoreszcensen jeldlt oligonukleotid proba, amely csak olyan
DNS szakasszal hibridizal, amellyel magas foku
komplementaritast ad



Fluoreszcens In situ hibridizacio,
FISH

* Az oligonukleotid probanak elég hosszunak kell lennie, hogy
novelje a specificitast, de nem tul hossztinak, ami lassitana a
hibridizaciot

* Szintetikus oligonukleotidot jelzik (fluoreszcens, biotin, antigén)

* KromoszOma-preparatum készitese (inter-, vagy metafazis), a
kromoszomakat egy szubsztraton rogzitik (pl. tiveg), denaturaljak

* Hibridizaci6

* Fluoreszcens mikroszkop



Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with

(%)
VA /B
fluorescent dw
\ y ‘
\
N
\ \I'
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FISH




FISH alkalmazas

» FaJ azonositas (patogén baktériumok, pl. Helicobacter)

* Genetikal eredetli fejlodési rendellenességek sziirése (pl.
Down szindréma)

* Génkopiak azonositasa
* Rezisztens baktérium-sejtvonalak azonositasa

» Génszabalyz6 pl. mIRNS helyek azonositasa



Molecular beacon

* In vivo génexpresszid (MRNS) pl.  molecular  beacon-nel  —
genkifejezddes ter/idObel1 kovetése

* Szintetikus (tervezett) egyszala oligonukleotid
* Hajtli mintazat

» Onmagaval hibridizalddo nyakrész (stabilitds, szekvencia-specifitas -
nem lehet til hosszu)

* Felismerésért felelos hurok rész (komplementer szekvencia)

« 3’ és 5’ végeken fluorofor és quencher
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