BIOTECHNOLOGIA

Klasszikus biotechnologia: olyan gyartasi eljarast jelent, melyben valamilyen
elo szervezet vagy annak alkotorészei vegzik a termek eloallitasat.

Az Uj biotechnologiai eljarasokban az ember altal bizonyos célbdl genetikailag
modositott elo szervezetek vesznek részt:

- mikroorganizmusok

- allatok

- novények

GMO - transzgénikus ndvenyek
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A centralis dogma alkalmazhatosaga a biotechnoldgiaban
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Genome  Transcriptome Proteome Metabolome
Alternative splicing Posttranslational
< modifications:
RNA editing phosphorylation,
acetylation,

Non-coding RNAs :
farnesylation,

glucosylation, etc,

Protein editing



Rekombinans DNS technikak

DMNS izolalas, gelelektroforezis
Hibridizacios technikak

Enzimek

Polimeraz lanc reakcio

Vektorok, DNS bejuttatasa a gazdasejtbe
Konyvtarak keszitese

Szekvenalas, iranyitott mutagenezis
Expresszios rendszerek



DNS izolalasa

« A sejtek lizise (lug, detergens)
- A nukleazok gatlasa (EDTA!)
- A sgttormelekek eltavolitasa
« A DNS kicsapasa (EtOH, 1-PrOH)
Tovabbi tisztitas
extrakcio fenollal
- CsCl gradiens centrifugalas
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Agaroz gél elektroforézis

Nicked circes

- Linear

Surercoied




Fotd dokumentacio




Agaroz gél elektroforézis




Hibridizacids technikak

OMS, KNS immobilizalasa nitrocelluloz vagy nylon membranon

a hibridizalas szigorisaga [ stringency™): hamérséklet T,
ionerasseég +
proba anellalasi homerseklete

s SOUTHERMN-BLOTTING {(_LENYOMATTECHMNIEA™)
DNS fragmentum, inszert azonositas, RFLP

« NORTHERMN- BLOTTING
mRENS meret meghatarozas, szemi-kvantitalas
= KOLOMIA- ES PLAKK-HIBRIDIZACIO

klonkereses ( szkrineles™) genkonyvtaroan



Nukleinsav probak

+ DNS, RNS, oligonukleotid probak
radioaktiv vagy nem-radioaktiv jeltles
2P (t,=14 nap), **P (t,,=25 nap), S (t,,=87 nap),
v-ATP, -ATP, «-CTP
biotinalt-dUTP + avidin (streptavidin) (K =10-1M)
digoxigenin-du | F
» detektalas: fluoreszcens. jeldlt v. enzim-konjugalt antitest
(alkalikus foszfataz v. peroxidaz),
kolorimetria v. kemilumineszcencia

fluoreszcens jelolt nukleotiaok



Blotting (lenyomattechnika)
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Kolonia- és plakkhibridizacio
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In situ hibridizacio

« fluoreszcein-jeldlt telomer
es Texas-Red jelolt
centromer PNA-proba

« FISH (fluorescence in situ
hibr.)




Polimeraz lancreakcidé (PCR)

Kary B. Mullis, Cetus, 1985, 1993

hitp:/fwww.nobel.se/chemistry/laureate s’ 383/mullis-lecture. himi
In 1989 Science named the molecule used in PCR, Tag

Polymerase, its first "Molecule of the Year".

In 18992 Cetus, who own the intellectual property nghts for the
technique (granted in 1989), underwenl & corporate recrganisation
and sold the patent for FCR and Tag polymerase to Hoffmann-La
Roche for 3300 million {The USA patent for PCR iz a national right
and therefore requires that all Amencan universities who wish to use
PCRE must obtain a licence. Liniversities and research environments
in Europe are exempt from this patent and are allowed to use the
technigue without a licence).

« Ntip:/iwww periinks.com.
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Valos idejii PCR - real time PCR T = (14Y)"T,
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Enzimek

Restrikcios endonukleazok
— metilazok

DNS ligaz
Folinukleotid kinaz —foszfataz

DNS polimerazok
— Klenow (DNS pol 1), T4, termostabil (Taqg)

reverz transzkriptaz
nukleazok — KNaz, DNaz



Vektorok

« Klonozo: « EXpresszios
— plazmid — prokariota
— M13 fag — eukariota
[ A fag + éleszlb (Pichia)
— kozmid " I;::ul-uwms
_BAC . 0s sejt

— YAC



Plazmid vektorok

Kis méret

Replikacos orgo

Srelekcios marker (antibiotikum rezisztencia gen)
poliklonozo hely

kék-fehér szelekcid



Rezisztencia gének

+ pl. R1 {108 kb): Ap, Crvr, Sor, Sav, Ky

+«  ampicillin sajtfal szintézis 4 P-laktaméz
(karbanocilling

+ tetraciklin aa -tRNS kités 4 40 kD mambrdn probein

+ kloramfenikol peptidil-transrferaz | kl-acetitranszferaz

+ siraptomicin hibas transzlacid st-fosrfotranszlardz

+« kanamicin (neomicin) hibas trans2lacio kan.-aceliltranszferdz

Transzpozon, |S elam modul (pl. Thd R1-bean)

Ap: ampicilling Cmc KMoramfenikol, Sn: szulfonamid, Sm: sztreptomicin, Kmo kenamicin
Te: tetracikin
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pBluescript (phagemid)

21 restrikcios hely

(2 orientacidban: KS/SK)
Kék-fehér szelekcd
Promoterek szekvenadlashoz

T7 éz T3 RNS polimeraz
promiterek

f1 on 2 onentacioban (4/-)

- single stranded rescue

- helper fag szikséges
Resztrikcios helyek altemnala 3
és 5" overhang

- Mested deletions
lacl9



Génkonyvtarak:
Genomialis konyvtar

Vektor: A-fag, kozmid, BAC, YAC

Klbnok szama:
N=In(1-P)/In[1-(l/G)]

P = valoszinlség
G = genom méret

| = inszert (gén) méret

M = In{1-0,99¥In[1-(2x104/3x10%)] = 690.000



cDNS kinyvtarak

vektor: i-fag (inszercits), fagemid
mérat. N = In{1-P)In[1-{1/n}] ha 0,01% RNS
—n=10.000, N=45.050
RNS, mRMS izolalas
(RMaz veszely! DEPC kezeles)
guanidin-izoticcianat; oligo-dT celluloz
cDNS szintezis
prmer: oligo-dT, oligo-dT-adapter,
random olige,

specifikus oligo

reverz-transzkriptaz, ENaz H, DNS pol.az |,
ligaz, T4 DNS pol.az
linker v.adapter

RT-PCR



Szekvenalas

KEMIAI MODSZER {Maxam & Giber, 1877)
3w &' végjeldit templat

bazis specifikus médesitas, FTE2SZleges hasitas, Pace

G dimetilszulfat (N"-melilalas)
Pu savas pipardin

Py i azan

C hidrazin + Mald

cukor-foszfat geninc hasilasa: (forro) pipeandin
avi40 (5243 bp)
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Szekvenalas

ENZIMATIKUS (lancterminacios; dideoxi) MODSZER

(anger, 1977)

templat + pnimer +DNS polimeraz + dNTF/AdNTP
templat: egy- v. ketszalad DNS, FCR termek (lizsxtasag’)
jeldles: primer (5, [y-2P]ATE)

polimenzacid ([u-353|dATF)
enzim: Klenow, Sequenase, rev. transzkniptaz, Taq pol-az
reakcio:negy parhuzamos reakcio (negy ddiTF)

denaturalo poliakrilamid gelelekiroforezis

(urea, formamid, 70°C)

szekvenalo letra (300-1000 bazis)
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AUTOMATA FLUORESZCENS SZEKVEMALAS
enzimatikus modszer
jeldles: primer v. dNTP v. ddNTP (1 v. 4 kildnbdzo) rodamin, Biglye
=lab” gel v. kapillaris elfd {>500 bazis)
ABl Prism 310, 373, 377 (PE Biosystems)
ciklusos szekvendlas (templat amplifikalas)
1 pimer, AmpliTag™ polimeraz
szintetikus polimer gél
sonline” detektalas (lezer)
integralt szekvenald rﬂndsr_ﬂmh { 10 I-'.t:n-“l I'l..ll:ufna Pl
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Expresszios rendszerek

* Prokanota: olcso, gyors, - posztranszlacios modositasok!
- citoplazmatikus overexpresszio — zarvanytestek
- SZekrécio
- promoter, riboszoma kdtdhely, -cODNS- terminacios szignal
* Eukanota
- &leszid (3. cerevisiae) — auxolrof mutans gazda tirzs — bizonyos
modositasokat pontosan végez, masokat nem!
- bakulovirus = kapszid protein helyébe beépitelt idegen fehérje,
- emlds sejt tenyészet — plazmidok = virug promoterek -
kiiliseges, |assi
* n witro
- fehérjeszintetizald rendszer izolalt riboszéma, stb frakcidval +
sZzintetikus mRNS



DNS Chip technolbgia

proba: szilard felszinre szintetizalt (fotolitografia) oligonukleotid {10-25
bazis; 10%10%cm®) - chip”
nagy-denzitasban felvitt cDMNS/genomialis DNS (max. 1-2 kb)
Jmicroaray”

« target (minta): fluoreszcens-jeldlt rovid (50-200 bp) cDMNS/genomialis
DNS

« GenChip® (Affymetrix)

« grekvenalas (SBH: sequencing by hybndization)
«  polimorfizmus (SMP) és mutacio vizsgalat, genetikai betegsegek
. (pl. p53, CFTR, BRCA1, HIV)

« gxpresszio analizis (kvantitativ funkcionalis genomika)
pl. prokariotak v. eleszto daszes (6000) gen, eger >24000 gen
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Proteomika: 2D elfo, tbmegspektometria




Proteomic studies on the regeneration
of nerve cells
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