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Bevezetés biotechnológiába
E1-2



Tradicionálisan mire támaszkodik az
orvosi diagnosztika és terápia?

Tünetekre illetve tünet-együttesekre és a
meghatározó tünetek enyhítésére

Gyógyszerek és gyógyszertesztelési
rendszerek kifejlesztése



orvos gyógyszerész

A közvélemény szerint a biotechnológus



Cél:Cél:

Hatékony és egyénre szabott terápiához
elengedhetetlen mind specifikusabb
hatóanyagok kifejlesztése



Hogyan érhetjük ezt el?Hogyan érhetjük ezt el?

1. Alapkutatási eredmények felhasználása: a
molekuláris biológia, bakteriológia,
biokémia, immunológia területéről

2. Alapkutatási eredmények ötvözése



Üzlet Jog/etika

Életminőség

A biotechnológia helye és helyzeteA biotechnológia helye és helyzete



Gyógyszerészeti Biotechnológia témakörei

Embrionális-, felnőtt őssejt technikák, Tissue engineering

Biológiai terápiák tesztelési rendszerei, modell rendszerek, klinikai vizsgálatok

Célzott terápiák (targeting), nanotechnológia

Vakcínák

Ellenanyag alapú biológiai terápiák I-III. (Felhasználási területek, Poliklonális ellenanyagok, IVIG, Poliklonális ellenanyagok, IVIG,
monklonális ellenanyagok, humanizált, kiméra antitestek, új fejlesztési irányok)

Rekombináns interferonok és interleukinek, citokin gátló hatású biológiai terápiák, rekombináns thrombolitikus szerek; rekombináns
alvadási faktorok

Rekombináns interferonok és interleukinek, rekombináns thrombolitikus szerek; rekombináns alvadási faktorok

Rekombináns inzulin, rekombináns növekedési hormon, rekombináns FSH

Rekombináns hemopoetikus növekedési faktorok (G-CSF, GM-CSF, EPO, SCF, thrombopoetin)

Rekombináns fehérje expresszió, ipari szintű fehérje tisztítás, tranziens transzfekció, mesterséges kromoszóma, rekombináns
fehérjék formulációja

Immunizálás, az antitestre jellemző tulajdonságok, hibridóma technika, ellenanyag termelés, tisztítás, jelölés

Fehérjék a terápiában: növekedési faktorok, citokinek, antitest alapú terápiák, antivirális, daganatellenes terápiák bevezetése,
expressziós rendszerek

Bevezetés a molekuláris biotechnológiába II. ( Rekombiáns DNS technikák, restrikciós enzimek, DNS módosító enzimek,
hibridizációs technikák, PCR, RT-PCR, Q-PCR)

Bevezetés a molekuláris biotechnológiába I. ( DNS, RNS, fehérje szintézis pro- és eukariótákban, baktériumok, plazmidok,
bakteriofágok)





Betegség = Betegség = celluláriscelluláris folyamatok folyamatok
egyike nem illetve nem elégegyike nem illetve nem elég

hatékonyan mhatékonyan műűködikködik

Szöveti funkció elégtelenségeSzöveti funkció elégtelensége



OkokOkok:

1. Fertőzések
2. Spontán ill. indukált mutációk
3. Fizikai károsodás



A BIOTECHNOLÓGIA
MOLEKULÁRIS ALAPJAI



Vírusok, prokaryoták, eukaryoták





A bakteriális sejtosztódás főbb fázisai
I.

• E. coli genom: 4 Mb (4x106 bázispár)
• OriC: 240 bp, repetitív 9/13-as A/T gazdag

szekvenciákat tartalmazó EGYETLEN régió a
genomban.

• 10-20 dnaA protein kötődik ATP jelenlétében az
OriC régióhoz, újabb ATP hatására a kettős lánc
szétválik (melting).

• A szétvált láncokhoz 1-1 dnaB protein (helikáz)
kapcsolódik: prepriming komplex kialakulása



PreprimingPrepriming komplex E. coli  komplex E. coli 
replikációjábanreplikációjában



A bakteriális sejtosztódás főbb fázisai II:
a primoszoma kialakulása a dnaG protein

(primáz) kötődésével a dnaB-hez: RNS primer
szintézise



A bakteriális sejtosztódás főbb fázisai III:
DNA Pol III hatására elongáció a vezető szálon

(leading strand), cirkuláris szakaszok képződése a
lemaradó szálon (lagging strand, linearizálódás után
Okazaki-fragmentum: RNS primer utáni rövid DNS

szál)



A bakteriális replikáció főbb elemei:
• A dnaA protein + ATP szétválasztja a duplexet az OriC régióban.

• dnaB (helicase) és ATP kötődik (Prepriming komplex), záródás
gátlása.

• Primáz (dnaG)-helikáz komplexképződés (primoszoma), RNS
primerek (pppAC(N)7-10) képzése .

• RNS primereket felhasználva DNA pol III a „vezető” szálon
folyamatosan extendálja dNTP-k beépítésével az RNS primert.

• A „lemaradó” szál hurokképződése során cirkuláris RNS-DNS
elemekből szakaszos replikáció Pol III révén.

• A Pol I leválasztja az RNS primer régiókat az Okazaki
fragmentumokról 5' - 3' exonukleáz aktivitás révén

• Pol I leválik és a ligáz az elmaradó szálon összekapcsolja a DNS
fragmentumokat .

• Termináció, topoizomeráz hatására leválás a templát-szálról







DNS RNS

Fehérje

Az információ áramlása







Melyik RNS hiányzik?

miRNA



2006 Nobel Prize

Professor Andrew Z. Andrew Z. FireFire at Stanford University, California,
USA,

Professor CraigCraig C.  C. MelloMello at the University of Massachusetts
Medical School in Worcester, USA















IntercellulárisIntercelluláris jeltovábbítás jeltovábbítás



IntracellulárisIntracelluláris
((cytosolcytosol) jeltovábbítás) jeltovábbítás



IntranukleárisIntranukleáris jeltovábbítás jeltovábbítás





KLÓNOZÁS



Mi a plazmid?

Cirkuláris, dupla láncú DNS, ami a
kromoszómális DNS-től függetlenül
replikálódik.

Méretük 1-től 400 kbp-ig terjedhet.

(Joshua Lederberg 1952)



Egy baktériumban lehet egy nagy, illetve több száz kisebb,
avagy több ezer mesterséges plazmid (vektor), amelyeket
a magas „copy number”-re külön szelektáltak (pl pUC
plasmidok).



Mesterséges plazmid
Promoter

Multiple cloning site

Antibiotikum rezisztencia gén, mint szelekciós marker

Ori (origin vagy a replikáció kezdő pontja)













Phagemid
Phagemid vagy phasmid egy olyan klónozó vektor típus, ami a filamentous phage M13 és
plazmid hibridje. Úgy nő, mint egy plazmid, de egy-szálú DNS-t tartalmaz vírusba csomagolva.



HOGYAN JUTUNK A KLÓNOZNI
KÍVÁNT GÉNEKHEZ?



DNA in the Cell

Target Region for PCR

chromosome

cell nucleus

Double stranded
DNA molecule

Individual
nucleotides



Növekedési hormon (GH)

Inzulin



Hogyan azonosítjuk a szükséges
szekvenciát?

Gének szekvenálásával (humán
genom projekt)

Gének kromoszómákra való
térképezésével (humán genom

projekt)



Melyik jobb módszer a rekombináns
proteinek szempontjából: a teljes

genomikus DNS klónozása vagy az
mRNS klónozása?





Mi a Mi a cDNScDNS??

A cDNS „complementary” DNS-t jelent, egy
olyan szintetikus DNS, amelyet a messenger
RNS, vagy mRNS alapján készítünk, reverz
transzkriptáz enzim segítségével.



A reverz transzkriptáz avagy RNS irányított DNS
polymeráz enzim segítségével egy szálú RNS-ből
dupla szálú DNS-t készít.

Honnan ismerjük a Honnan ismerjük a reverzreverz  transzkriptázttranszkriptázt??



mRNS alapján cDNS készítése



cDNScDNS készítése készítése



Primerek készítése



Humán GH Humán GH mRNSmRNS  transzkripttranszkript variáns 5 variáns 5



RestriRestrikcióskciós  EndonucleasesEndonucleases
Leggyakrabban használt enzimek:Alu I,Cla I,Eco47 III,Hae III,Kpn I,Nde
I,Pst I,Sac II,Sfi I,Xho I,BamH I,Dpn I,EcoR I,Hind III,Msp I,Nhe I,Rsa I,Sal
I,Sma I,Xma I,Bgl II,Dpn II,EcoR V,Hpa II,Nco I,Not I,Sac I,Sau3A I,Xba I

Komplett lista:Aar I,Ban II,BseG I,BspP I,Cfr I,EcoN I,Hsp92 II,Nla IV,Rsa I,Tai I,Aas I,Bbs I,BseJ I,BspT I,Cla
I,EcoO109 II-Ppo INmuC IRsr IITaqa IAat IIBbu IBseL IBsrB ICpo IEcoR IKas INot ISac ITaq IAcc65 IBbvC IBseM
IBsrD ICsp45 IEcoR VKpn2 INru ISac IITas IAccB7 IBbv IBseM IIBsrF ICsp6 IEhe IKpn INsb ISal ITat IAcc IBceA
IBseN IBsrG ICsp IEsp3 IKspA INsi ISap ITau IAcc IIIBcg IBseR IBsr IDde IFau ILwe INsp ISat ITfi IAci IBci
VIBseS IBsrS IDpn IFnu4H IMbi IOli ISau3A ITli IAcl IBcl IBseX IBssH IIDpn IIFok IMbo IPac ISau96 ITru1 IAde
IBcn IBseY IBssK IDra IFse IMbo IIPae ISbf ITru9 IAfe IBcu IBsg IBssS IDra IIIFspA IMfe IPaeR7 ISca ITse IAfl
IIBfa IBsh1236 IBst1107 IDrd IFsp IMls IPag ISch ITsp45 IAfl IIIBfi IBsh1285 IBst98 IEae IGsu IMlu IPau IScrF
ITsp509 IAge IBfm IBshN IBstAP IEag IHae IIMly IPci ISda ITspR IAhd IBfrB IBshT IBstB IEam1104 IHae IIIMme
IPdi ISdu ITth111 IAle IBfuA IBsiE IBstE IIEam1105 IHga IMnl IPdm ISexA ITurboNae IAlo IBfuC IBsiHKA IBstF5
IEar IHha IMph1103 IPfl23 IISfaN ITurboNar IAlu IBfu IBsiW IBstN IEci IHin1 IMsc IPflF ISfc IVan91 IAlw21 IBgl
IBsl IBstO IEcl136 IIHin4 IMse IPflM ISfi IVsp IAlw26 IBgl IIBsmA IBstU IEclHK IHin6 IMsl IPfo ISfo IXag
IAlw44 IBlp IBsmB IBstX IEco105 IHinc IIMspA1 IPle ISgf IXap IAlw IBme1390 IBsmF IBstY IEco130 IHind
IIIMsp IPme ISgrA IXba IAlwN IBox IBsm IBstZ IEco147 IHinf IMss IPml ISin IXce IApa IBpi IBsoB IBsu15 IEco24
IHinP1 IMun IPpi ISma IXcm IApaL IBpl IBsp119 IBsu36 IEco31 IHpa IMva1269 IPpuM ISmi IXho IApo IBpu10
IBsp120 IBsuR IEco32 IHpa IIMva IPshA ISml IXho IIAsc IBpu1102 IBsp1286 IBtg IEco47 IHph IMwo IPsi ISmu
IXma IAse IBsaA IBsp1407 IBts IEco47 IIIHpy188 INae IPsp1406 ISnaB IXmaJ IAsiS IBsaB IBsp143 IBve IEco52
IHpy188 IIINar IPsp5 IISpe IXmi IAva IBsaH IBsp143 IICac8 IEco57 IHpy8 INci IPspG ISph IXmn IAva IIBsa
IBsp68 ICai IEco57M IHpy99 INco IPspOM ISsp I ,Avr IIBsaJ IBspD ICfo IEco72 IHpyCH4 IIINde IPst IStu I Bae
IBsaM IBspE ICfr10 IEco81 IHpyCH4 IVNde IIPsu IStyD4 I Bal IBsaW IBspH ICfr13 IEco88 IHpyCH4 VNgoM
IVPsy ISty I BamH IBsaX IBspL ICfr42 IEco91 IHpyF10 VINhe IPvu ISwa I Ban IBseD IBspM ICfr9 IEcoICR
IHsp92 INla IIIPvu IITaa I



AviII ...TGCGCA...
...ACGCGT... Acc16I, FspI, NsbI37oC

AvrII ...CCTAGG...
...GGATCC... AspA2I, BlnI, XmaJI 37oC

AxyI ...CCTNAGG...
...GGANTCC... Bse21I, Bsu36I, Eco81I 37oC





Selection marker (e.g.
Ampicillin)

Multiple cloning site (MCS)

Promoter region (CMV)

Plasmid linearised by a restriction
enzyme

Gene in question is amplified using sequence specific primers
with additional sticky ends and high fidelity proof reading
enzymes

Ligation

Transformation



Bacterial proliferation

Plasmid purification

Bacterial selection



Make copies
(extend primers)

Starting DNA
Template

5’

5’

3’

3’

5’

5’

3’

3’

Add primers
(anneal) 5’3’

3’5’

Forward primer

Reverse primer

DNA Amplification with the
Polymerase Chain Reaction (PCR)

Separate
strands

(denature)

5’

5’3’

3’



In 32 cycles at 100% efficiency, 1.07 billion
copies of targeted DNA region are created

PCR Copies DNA Exponentially
through Multiple Thermal Cycles

Original DNA target region

Thermal cycleThermal cycleThermal cycle



Short Tandem Repeats (STRs)

the repeat region is variable between samples while the
flanking regions where PCR primers bind are constant

7 repeats

8 repeats

AATG

Homozygote = both alleles are the same length

Heterozygote = alleles differ and can be resolved from one another



170 bp195 bp

Different primer sets produce different PCR product sizes for the
same STR allele

TCAT repeat unit



Multiplex PCR

• Over 10 Markers Can Be
Copied at Once

• Sensitivities to levels less
than 1 ng of DNA

• Ability to Handle Mixtures
and Degraded Samples

• Different Fluorescent Dyes
Used to Distinguish STR
Alleles with Overlapping
Size Ranges



An Example Forensic STR Multiplex Kit

D3 FGAvWA 5-FAM (blue)

D13D5 D7 NED (yellow)

A D8 D21 D18 JOE (green)

GS500-internal lane standard

ROX (red)

AmpFlSTR® Profiler Plus™
Kit available from PE Biosystems (Foster City, CA)

9 STRs amplified along with sex-typing marker amelogenin in a single PCR reaction

100 bp 400 bp300 bp200 bp
Size Separation
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Genetikai információ használata
 Orvosi diagnosztikában

• Preventative
Diagnosis
– Pre-natal
– Post-natal

• Symptomatic Screening
– Obtaining diagnosis
– Conformation of

diagnosis
– Determination of

treatment approaches

HUMAN MICROBIAL



Orvosi
hasznosítás

• A kezelés hatékonyságának monitorozása
• Drog és génterápiás célpontok keresése



MicroarraysMicroarrays
What is a microarray?

• A microarray is a compact device that contains a large number
of well-defined immobilized capture molecules (e.g. synthetic
oligos, PCR products, proteins, antibodies) assembled in an
addressable format.

• You can expose an unknown (test) substance on it and then
examine where the molecule was captured.

• You can then derive information on identity and amount of
captured molecule.



Microscope slideMicroscope slide DNA
microarray

Actin
DNA

CyclinD
DNA

DHFR
DNA

RB
DNA

E2F1
DNA

tubulin
DNA

control
DNA

Myc
DNA

Src1
DNA

16 17 18

7

8

9



Microarray Technology

Manufacture or Purchase Microarray

Hybridize

Detect

Data Analysis


