Adleman kisérlete - A Hamilton-ut probléma megoldasa

* Tegyuk fel, hogy n varosunk van, és 1-bél keresunk Hamilton-utat n-be

* Az implementalt algoritmus:

1. Generaljunk véletlenszertien a graf utjait

2. Az 1-es pontban generalt utak kézul tartsuk meg azokat, melyek 1-gyel kezd6dnek és n-nel végzédnek

3. A megmaradt utak kozul tartsuk meg azokat, melyek pontosan n hosszuaak

4. A megmaradt utak kozul tartsuk meg azokat, melyek érintik az

®  2-es csucsot; a maradékbol azokat melyek érintik a

3-as csucsot, ..., a maradékbol azokat, melyek érintik az

n — 1-ik csucsot

5. Ha marad utunk, akkor a kimenet ,,ijgen”, egyébként ,,nem”



Az algoritmus 1épéseinek megvalositasa — 1. lepés

Adleman kisérletének illusztralasahoz a cikkben hasznalt grafot és a cikk
kapcsolodo képeit hasznaljuk

Itt Atlantabo6l Detroitba keresink Hamilton utat, tehat az altalanos
algoritmusban szerepl6 1 és n csticsok rendre Atlantat és Detroitot jelolik

1. Generaljunk véletlenszertien a graf utjait
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* Ezeket egy kémcesébe téve, a Watson-Crick komplementaritas segitségével
megkapjuk a grafban 1év6 utakat reprezentalé lancokat



Az algoritmus 1épéseinek megvalositasa — 1. lepés

* A ligaz enzim segitségével , kijavitjuk” a szalakon 1évé | hibakat”

LIGASE



Az algoritmus 1épéseinek megvalositasa — 2. lepés

2. Az 1-es pontban generalt utak kozul tartsuk meg azokat, melyek 1-gyel
kezdbédnek és n-nel végzédnek

* Az els6 1épés soran kapott utak kozil az 1-gyel kezd6éddket és az n-nel
végz6doket a polimeraz-lancreakcio segitségével exponencialis mértékben
sokszorositjuk

* A sokszorositashoz olyan 1-nek és n-nek megtelelé priméreket hasznalunk,

melynek segitségével csak azok az utak duplazodnak, melyek 1-bél indulnak és
n-be érkeznek

* Amikor végeztink, a leves nagysagrendekkel tobb olyan utat tartalmaz, ami 1-
b6l indul és n-be érkezik, mint egyéb utat



Az algoritmus 1épéseinek megvalositasa — 3. lepés

Adleman kisérletében a GGCT primér (Detroit neve elsé felének komplementere) és a GCAG primér (Atlanta nevének masodik fele)
van felhasznalva rendre a Detroit nevét tartalmazoé szalak illetve az Atlanta nevének komplementerét tartalmazo szalak masolasara
(emlékeztet6: PCR soran egy szal és annak a Watson-Crick komplementere is masolasra keriil)

*  Megjegyzés: a cikkbol szarmazo kép sajnos nem tartalmazza a lényegi részt, azaz a Detroit DNS nevét kédold szekvenciat, amihe z
a GGCT primér kapcsolodik

DNA POLYMERASE -

3. A megmaradt utak kozil tartsuk meg azokat, melyek pontosan n hosszuak
* Itt hasznaljuk a gélelektroforézist

* A segitségével elérhets, hogy kivalogassuk azokat a molekulakat melyek n hosszu utat reprezentalnak



Az algoritmus lépéseinek megvalositasa — 4. €s 5. 1épés

* 4. A megmaradt utak kozul tartsuk meg azokat, melyek minden csicsot
legteljebb egyszer érintenek

* Nagy szamu, a 2. csucs DNS nevét kodolo szekvenciat készitlink, és ezeket egy
magneses gombhoz rogzitve a kémesébe tesszik (tehat ezek a szekvenciak a 2.
csucsot kodolod szekvencia komplementeret; Id. a kodolasta 7.ea 8. félian)

* Ehhez hozzatapadnakazok a lancok, melyek olyan utaknak felelnek meg, amik
tartalmazzaka 2-es csacsot

* Ezeketalancokat szeparaljuk (ezt hivjak pecazasnak is)

* Megismételjiik a folyamatota 3,4, ...,n — 1 csticsokra

* 5. Ha marad utunk, akkor a kimenet ,,igen”, egyébként ,,nem”



Az Utazougynok probléma

* Adott egy G iranyitatlan graf az éleken pozitiv egész sulyokkal (hurokélek
nincsenek)

* Kérdés: M1 a legkisebb sulya Hamilton-kor G-ben?
* Példa:

* Megoldas:4 > B > D —» C — A, koltség: 80



Az Utazougynok probléma

* Hogyan oldjuk meg ezt a problémat DNS-sel?
* Ismert, hogy a DNS szalak olvadaspontja fugg attol, hogy mennyi G-C par

talalhatd benne

* Olvadaspont:az a hémérséklet, melyen az azonos DNS lancok 50%-a mar szétvalt

egyszalu DNS lancokra
* Temperature gradient gél elektroforézis (TGGE):

* A homérséklet is valtozik ahogy a DNS lancok vandorolnak a gélben

* Az olvadaspontonévé DNS lancok lassabban mozognak



Az Utazougynok probléma

A kis koltségti utakat kisebb olvadaspontd DNS lancokkal kédoljuk

Belerakjuk a bemenetet reprezentalé DNS-szalakata levesbe, és ezzel legeneraljuk az 6sszes
lehetséges utat

Kivalasztjuk azokat az utakat melyek kielégitik a sztuikséges feltételeit a TSP-nek:
* ugyanazzal a varossal kezd6dnek és fejez6dnek be (polimeraz lancreakcié - PCR)
* Minden varost pontosan egyszer érintenek (gél elektroforézis, pecazas)

PCR moédositasa: minden ciklusban csokkenjitk a maximum hémérsékletet, igy a kisebb
olvadaspontia DNS-szalak tobbszor fognak eléfordulni a levesben

Kovetkeztetésképp a gazdasagosabb utak nagyobb koncentracioban lesznek jelen a levesben

TGGE moédszerrel kivalasztjuk a leggazdasagosabb utat.



A DNS szamitasok hatranyai

A DNS szamitasok nem hibamentesek:

A DNS szintézis (megtervezett DNS szekvenciak legyartasa) soran kb. 500
bazisonként el6fordul egy hiba

A pecazas soran olyan DNS-lancokat 1s kiemelhettink, melyek nem
megtelel6ek

* Megoldaslehet, ha el6tte PCR-ral sokszorositjuk a kiemelni kivant szekvenciakat
A ligaz enzim 6sszekothet olyan lancokat, melyeket nem kellene

Hutéskor az egyszeres DNS szalak nem vart helyen is kapcsolodhatnak (akar
sajat magahoz 1s képes kapcsolodni egy lanc)

* Megoldaslehet a bemenet minél koriltekintébb elkbdolasa DNS szekvenciakkal
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A DNS szamitasok hatranyai

Tovabbi hatranyok:
* Id6igényes kiolvasni a szamitas eredményét
* Adleman kisérletében ehhez 7 nap kellett

* Ahogy a membranszamitasnal, itt is az ugynevezett time-space tradoff
jelenséget hasznaljuk ki

* Azaza futasiidé rovidil, de a felhasznalt,,memoria” exponencialisan novekszik

* Egy 200 csucsu grat 6sszes utjanak a legyartasahoz mar nagyon sok DNS lanc kell
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A

molekularis

klonozas

* Lehet6ségek egy specifikus DNS szakasz
felszaporitasara:

* Polimeraz lancreakciod (i vitro)

* Molekularis klonozas (i vivo)
* Gazda sejtet igényel (pl. baktérium)

* A cél DNS szakaszt a gazdag sejt egy kor alaku
DNS molekulajaba (plazmid) épitjitk be

* A plazmidot bakterialis transzformacioval
visszajuttatjuk a gazdasejtbe

* A gazdasejt osztoédasaval a cél DNS szakasz is
sokszorozodik

* Ezamodszerhasznalhato fehérjék (pl. inzulin)
létrehozasara s
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A molekularis klonozas

Tegytik fel, hogy egy bizonyos gént szeretnénk sokszorositani molekularis klonozas
segitségével

Restrikcios
hely

A kovetkezokre lesz szlikséguink
* acél gént kédolo DNS lanc
* E.coli (koli)baktériumok gazdatestnek

* plazmidok az E.coli-bol: specialis kor alaka DNS lancok

* képesek replikalodni a gazdatestben /
* tartalmaznak egy multiklénozo helyet, melyekben egyedi

restrikcios helyek vannak,
Antibiotikum
rezisztencia gén

* tartalmaznak valamilyen antibiotikum
rezisztencia gént

Multikléonozo
hely
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A molekularis klonozas

Szikség van még

* restrikcios endonukleazra: vagoenzim, ami felismert a restrikcios helyet a
plazmidban és a megfelel6 helyen elvagja

CTTAAG s

* A fenti restrikcios helyet az EcoRI nevi enzim 1smert fel és vagja el

° ligéz enzimre
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A molekularis klonozas

A molekularis klonozas lépéset:

1.

A baktériumsejtekbdl kinyerjiik a
plazmidokat

* Ezek fogjak hordozni a sokszorositando
gént

* Rendelkeznek a LacZ génnel, ami a
baktérium kék szinéért felelGs

A sokszorositand6 gént tartalmazoé
DNS-t is kinyerjik a megfelel6 sejtbol

Az EcoRI restrikcids enzim felismeri a
megfelelé bazispar szekvenciakat

Az EcoRI a megfelel6 restrikcios
helyeken elvagja mind a plazmidokat,
mind a sokszorositand6 géneket

. Baktérium MOIeku 'éris —
) Kldnozas

Kromoszoma

/ Plazmid

[ Antibiotikum rezisztencia gén
Plazmidok

/ ,ﬁ LacZ gén A sokszorositando
Ay : . .
ikldnozé hel gént tartalmazo sejt
\\ \h/ Multiklénozé hely
> pN

———— Restrikcids helyek

[
y 2

—

s . Restrikcids helyek
Restrikcios enzim »x% ‘ |
|

/
/ o
— Sokszorosi- 'II

} tando6 gén
Ragadds végek »

A restrikciés enzim felismeri
a megfeleld restrikcios helyeket
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A molekularis klonozas

- Sokszorositando gen

) 7 ~\/‘ Hidrogén kétés
A ragados végek a Watcon-Crick komplementaritas , 4 v—-\ .
alapjan osszeragadnak gyenge Hidrogén kotésekkel / /a8
* nem minden plazmid fog tartalmazni cél gént, némelyek a S =
vagas helyén ajra 6sszekapcsolddnak a sajat végtikkel ( Gén beagyazs

A ligaz entim Osszekapcsolja a szalakat a fosztat gerinc DNS ligéz
mentén Foszfodiészter kotés J (
baktériumokhoz melyekbdl kinyertik Rekombinéns plazmidok —7  pIgpmidok

~

Oket D

* A bakterialis transzformacié soran — -TransziommalbeRtCIIEEE
pl. melegités hatasara, a plazmidok Nem transzbormalt—_[*

baktériumok \)

@
beépiilnek a baktériumokba (nhem /\ —) C 16
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A molekularis klonozas

Tulél6 baktériumok

Elpusztult
baktériumok

A célgén megszakitjaa LacZ gént a

> AP . Rekombinans plazmid .
rekomblnans plazmldokban Antibiotikum rezisztencia gén .
. Szétszakitott LacZ gén,__
° Azoka bakterlumok, melyek Sokszorositandd gé_n 2
eredeti plazmidot épitettek be kékek lesznek / (/
[
* azoknak a baktériumoknak, melyek rekombinans | /r' 4 s
Elazmldot épitettek vagy melyek nem épitettek ' Antibiotikum rezisztencia gének
e semmit nem valtozik a szintk P
Antibiotikumot adunk a baktériumokhoz .
. 5 pl i
* Azok,melyek nem tartalmaznak plazmidot tartainaz g
elpusztulnak -
10. A maradék baktériumokdl kivalogatjuk a | . wC (\ ® y
nem kékeket; ezek tartalmazzak a cél gént . ™ T (
s, ’ * e ’ \\!;“h,_ ./\“' al ‘(ﬁ - .4’"
11, Ezeket a baktériumokat tenyésztjik, és ezzel \ o ——
SZﬁpOI‘itjuk a Cél géﬁt Valtozatlan plazmidokat Rekombinans plazmidokat / - 17
tartalmazé baktériumok tartalmazé baktériumok

(kék szinliek maradnak) Forras: Wikipédia
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