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A gyakorlatok célja és menete

Szakirodalmi publikdcidk keresésének és kezelésének megismerése. Két konkrét betegség
megismerése szakirodalom és bioinformatikai adatbazisok alapjan. A genetikai betegségek
kimutatdsdnak technikdinak megismerése. Ordkletes betegségek kimutatdsanak megtervezése
bioinformatikai eszkdzokkel.

1. gyakorlati el6adas: A kutatds elsé Iépése: Az irodalmazds

1. tantermi gyakorlat: Az NCBI adatbdzis bemutatdsa, szakirodalmak keresése és kezelése
Informdcidszerzés a kimutatni kivant betegségekrdl az NCBI segitségével

Szakirodalmak keresése

Szakirodalmak nyilvantartasa, beillesztése dokumentumba

2. gyakorlati el6adds: Genetikai betegségek kimutatdsdnak lehetdségei
A genetikai betegségek fajtai

Kimutatasuk PCR-rel

A gyakorlaton vizsgalni kivant két konkrét betegség bemutatdsa

2. tantermi gyakorlat: PCR primer tervezés

A kutatas els6 lépése: Az irodalmazas

Ahhoz, hogy egy kutatast — legyen sz genetikai betegségek vizsgalatardl, vagy mas jellegli
munkarol, illetve szakdolgozatrol — elkezdjiink, elsd lépésként a vonatkozd tudomanyos
szakirodalmat kell megismerniink. Az irodalmazas f6 célja, hogy megszerezziik a
kutatomunkankhoz sziikséges ismereteket, megismerjiik a korabbi eredményeket és azon
modszerek részleteit, amelyeket alkalmazni fogunk. Tovabba az irodalmazas segit elkeriilni a
felesleges munkat, mert ramutathat arra, hogy valaki kordbban mar elvégezte azt a kisérletet
vagy vizsgalatot, amit esetleg mi is terveziink. Barmilyen tudomanyos irasos mitben (TDK
dolgozat, szakdolgozat, disszertacio, cikk, stb.), ha masok altal k6zolt eredményeket,



allitasokat vagy modszereket emlitiink, kdtelezd azok forrasanak feltiintetése. A tudoméanyos
kutatas etikdja megkivanja, hogy a hivatkozasok esetében az érintett mii adatait pontosan &s
kelld részletezéssel kozoljiik.

A megfeleld bioinformatikai alkalmazasok segitségével az irodalmazas tobb szakasza is
konnyebbé tehetd. Az interneten elérhetd keres6-alkalmazasok, cikk-gyiijtemények
hasznalata, a taldlt cikkek rendezését szolgald web alapti vagy telepitett programok
alkalmazasa, illetve ezek szovegszerkesztobe beépiilld moduljaival az elvart formatumu
idézések elkészitése mind azt hivatott szolgalni, hogy a felhasznald csak azzal toltson idot,
amit a szamitogép helyette nem tud elvégezni.

A tudomanyos kézlés formai

A tudomanyos kozlésnek szamos formaja létezik. Vannak olyanok melyek segitségével a tudomanyos
teljesitmény is mérhetd. Ezek a kovetkezbk:

e Folydirat cikk
© Impakt faktorral rendelkezé vagy nem rendelkezé folydiratban
e Konferencia
© El6adds vagy poszter
©  Van abstrakt-kotet vagy nincs
o Cikk is megjelenik réla a konferenciakiadvanyban vagy nem
o Hazai vagy nemzetkozi konferencian
o Ertekezés
©o TDK dolgozat
o Szakdolgozat
o PhD-disszertacio, doktori értekezés
o Nagy-doktori disszertacio
o Szakkonyv

Es vannak olyanok, melyek a tudomanyos ismeretterjesztés céljabdl késziilnek:

Tankdnyv
Ismeretterjeszt6 irdsok
Publicisztikak

Radio és TV mdsorok
Blogok

Ha nem ismerjik az adott szakterlletet, akkor célszerl el6szor 6sszefoglald jellegl, u.n. review
cikkeket, illetve szakkonyveket olvasnunk, majd ezutan térhetiink ra a kutatémunkakat leird
research” publikacidkra. A review cikkek egy-egy témat atfogdan dolgoznak fel és sok odavagd
publikacié eredményeit 6sszegzik.

A tudomanyos folyodiratok

A tudomdnyos kozlések leggyakoribb formdja a tudomanyos folydiratokban megjelend cikkek. A
folydiratokban olvashatd cikkek tuddsanyaga csak tobb éves csuszassal jelenik meg Osszefoglald
szakkonyvekben, és még kés6bb a tankdnyvekben. A tudomdnyos folydiratoknak kiilonbozé fajtai
|léteznek. Vannak dltaldnos tudomanyos folydiratok, mint pl. a Nature és a Science és attekintd
folydiratok, pl. Current Opinion in Biotechnology és Trends in Genetics. Léteznek tagabb



http://www.nature.com/
http://www.sciencemag.org/
http://www.current-opinion.com/journals/current-opinion-in-biotechnology/
http://www.cell.com/trends/genetics/home

szakteriletet lefed6 szakfolydiratok, mint pl. a Molecular Systems Biology, illetve szlikebb
szakteriletet cikkeit kdzl6 szakfolydiratok, pl. PLoS Neglected Tropical Diseases.

Impakt faktor

Azt, hogy egy folydirat mennyire elismert az impakt faktor (IF) nev(i mérdszammal szokas mérni. Az
IF-t az ISl (Institute of Scientific Information, a Science Citation Index kiaddja) allapitja meg minden
évben rengeteg — de nem az Osszes — tudomanyos folydiratra. Az IF nagysaga a folydiratban
megjelent cikkek idézettségét tikrozi, vagyis azt, hogy hanyan tartottdk idézésre, felhasznaldsra
megfelel6nek az Ujsagban kozolt cikkeket.

A folydiratok IF-at minden évben Ujraszamitjdk, a kdvetkez6 mddon: Az el6z6 két évben az adott
folydiratban publikadlt minden cikkre a targyévben kapott idézetek 0sszege osztva az el§z6 két évben
a folydiratban megjelent ,idézhet6 cikkek” szamaval. Azaz az IF nem kozvetlenil a cikk hatdsat,
idézettségét mutatja, hanem annak a folydiratnak a mérészdma, amelyben a cikket lek6zolték.

A kutaték Adltaldban arra torekednek, hogy minél magasabb IF-ral rendelkezé folydiratba
publikaljanak. Am meg kell jegyezniink, hogy tudomanyteriiletenként erésen eltérnek az IF-ok.
Altalanossagban az orvosi, neurobioldgiai, immunoldgiai és a kimagaslé természettudomdnyos
eredményekkel foglalkozé (Nature, Science) folydiratoké nagyon magas (IF: 15-40), utdna
kovetkeznek a molekularis biolégiai folydiratok (IF: 5-15), a rendszertannal és matematikdaval
foglalkozé folydiratoké pedig igen alacsony (sokszor 1 alatti). (A teljesség igénye nélkdl.)
Kovetkezésképp az IF-ok Osszevetése mindig csak az adott tudomanyteriileten belll adhat a
valdsdghoz kozeli jelzést a kutatdk munkajardl.

A tudomanyos cikkek

A tudomanyos cikkek formai tulajdonsagai

A tudomanyos cikkek formailag altalaban hasonléképpen épiilnek fel. Az elsé oldal tetején (vagy az
aljan) olvashaté a folydirat neve, az évfolyam és szam, amiben a cikk megjelent, valamint az
oldalszamok. Ezutan kovetkezik a cikk cime. A cikkirdk térekednek arra, hogy a cikkiik cime kifejezze a
cikk tartalmat, ugyanakkor rovid legyen, figyelemfelkeltd és ne tul altalanos. A cim egységet alkot az
absztrakttal, de a szakirodalomban keresgél6 olvasé szamara ez az elsé sz(ir6.

A cim utdn, a szerzdk felsoroldsa talalhatd. A bioldgia teriiletén az a szokdsjog, hogy a kézleményben
leirt kutatds legnagyobb részét az a szerz6 végezte, illetve a cikk szovegét is az a szerzd irta, aki a
felsorolas els6 helyén van — elsé szerz6. Utdna kovetkeznek a tarsszerz6k, akik valamilyen
részfeladatot végeztek a kutatas soran — a sorrendjik tobbnyire a szakmai hozzajaruldasuk mértékét
tlikrozi. Az els6 szerz6n kivil a masik kitlintetett az utolsé szerzd, aki a kutatds szellemi vezetéje,
illetve a kutatdcsoport vezetGje. (Ett6l eltérd gyakorlatot alkalmaznak a matematikusok, akik sokszor
egyszerlien ABC sorrendben tiintetik fel a szerz6ket.) A szerz6k koziil valamelyiket (altaldban az elsét
vagy az utolsot) kijelolik kapcsolattartdnak (corresponding author), aki a folyéirat szerkeszt6ségével


http://www.nature.com/msb/index.html
http://www.plosntds.org/home.action
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torténd — daltaldban irdsos — kommunikaciot folytatja. Az 6 elérhetésége a cikk els6 oldalan meg is
jelenik.

A normal terjedelml (nem short communication) tudomanyos cikkek egy rovid tartalmi
Osszefoglaléval, az U.n. absztrakttal kezd6dnek. Az absztrakt réviden leirja a cikk tartalmat, vagyis ezt
elolvasva el tudjuk donteni, hogy érdemes-e a cikk teljes szovegét is attanulmdanyoznunk. Tobbnyire
még a fizet6s folydiratokban taldlhatd absztraktok is ingyenesen elérhetdk, a bennik taldlhaté
szavakat a publikacidkat gylijt6 portalok kereshetévé teszik. A szoveges mellett egyre tobb folydirat
bevezeti a grafikus absztrakt hasznalatat is, amely vizualisan fejezi ki a cikk f6 mondanivaléjat.

A kutatdsokat leird tudomanyos cikkek tényleges szovege a kovetkezé fejezetekre tagolddik:
Bevezetés (Introduction), Anyagok és maddszerek (Materials and Methods), Eredmények (Results),
Kovetkeztetések  (Discussion,  Conclusion),  kOszonetnyilvanitds  (Acknowledgments)  és
Irodalomjegyzék (References). A bevezet6 fejezetben taldlhatd a kutatas céljainak meghatarozasa, a
témaban megjelent szakirodalom attekintése és a kutatdssal kapcsolatos kérdések megfogalmazasa.

A tudomanyos kozlemények anyagok és modszerek fejezete azért Iényeges, hogy a cikkben
foglaltakat mds kutatdk is reprodukalni tudjak. Ezért annak minden vizsgdlati eszkozt, forrast és
szoftvert tartalmaznia kell. A kisérlet koriilményei, a reagensek tipusa, stb. is felsoroldsra keriilnek
benne.

A eredmények leirdsa a cikk egyik legfontosabb fejezete. Sokszor szerepelnek benne abrak (pl.
grafikonok, folyamatabrdk, fotdk) és tablazatok, melyek az leirt sz6veg megértését segitik eld, de a
feliratukkal egyltt dnmagukban is értelmezhetének kell lennitk. Az eredmények alapjan levont
koveztetések kiilon fejezetben kapnak helyet. A szerz6k itt foglaljak 6ssze és értelmezik a bemutatott
eredményeket, valamint levonjak a kovetkeztetéseket és kitekintést nyujtanak a tovabbi sziikséges
vizsgalatok elvégzésére.

Az irodalomjegyzék fejezetben a tudomanyos cikk hivatkozasai szerepelnek. Egy cikk hivatkozasai
nem tartalmazzak a téma teljes bibliografiajat, csak az elsédlegesen hasznalt forrasokat. A szévegkozi
idézet helyén szammal vagy ,els6szerz6, évszam”-mal jelzik a citdlt kozleményt, mig az
irodalomjegyzékben részletesebb bibliografiai adatok is helyet kapnak (tovabbi szerz6k neve, cikk
cime, folydirat neve, szdma, oldalszam). Az irodalomjegyzékben a folydiratok nevei gyakran roviditett
formaban jelennek meg. Bizonyos folydiratok — helytakarékossagi okokbdl — a hivatkozott
kozleményeknek csak a szerzéit és elérését (folydirat, évfolyam, oldalszam) adjak meg, a cimét nem.

A szakirodalom keresése

Manapsag az egyetemek vagy kutatdintézetek konyvtarai mellett, és adott esetben helyett a kutatok
az interneten |év6 szabadon, vagy el6fizetéssel elérheté gyljteményekben és a folydiratok online
felliletén keresik a szamukra sziikséges szakirodalmat. A relevans tudomdnyos kozleményhez a
témara utald keres6szavakkal, a szerz6k vagy a tudomanyos folydirat nevével keresve, esetleg egy



cikk hivatkozasait felhaszndlva juthatunk el. Ha természettudomanyos, bioldgiai témaban kutatunk,
akkor az aldbbi szakirodalom keres6kkel célszer(i megismerkedniink:

e PubMed: Az NCBI adatbazison' beliil a leggyakrabban hasznalt, bioldgiai és orvosi
vonatkozdsi tudomdnyos publikaciék gyljteménye. A PubMeden muikodik egy
keresdszolgaltatas, amellyel (altalaban) elérhetd a talalt cikk absztraktja, a cikkel kapcsolatos
kozlemények listaja, valamint a publikdciét megjelentetd folydirat honlapjan a teljes cikkre
mutatd link. Ennél a linknél kulon megjeldlik a teljes egészében ingyenesen elérhet6
publikdcidkat (free full-text vagy open access cikkek)?.

o PubMed Central: Az NCBI PubMed mellett lizemelG6 szolgdltatas, amely kizardlag a vilag
barmely pontjardl, el6fizetés nélkil is ingyenesen elérheté kdzleményeket tartalmaz és
azokat egységes fellileten prezentalja.

e Google Scholar vagy Google Tudds: Hatékony és altalanos (nem csak orvosbioldgiai)
tudomadnyos kozleménykeresd. Megtaldlja a disszertacidkat, konferencia kiadvanyokat,
egyéb az interneten fent Iév6é tudomanyos anyagokat is (a PubMeddel szemben). Egy-egy
talalatnal megjeleniti, azt is, hogy hany publikacidban hivatkoztak eddig ra (citacio, idézetek
szama).

e ScienceDirect, Scopus, SciVerse:

o ScienceDirect: Ingyenes tudomanyos publikacid keres6. A talalt cikkeket meg is tudja
jeleniteni, amennyiben azok ingyenesen elérhet6k vagy az egyetem el6fizetett ra.

o Scopus*: Fizet6s tudomanyos publikacio keres6. Megjeleniti a citaciokat és statisztikakat
is készithetlink a taldlatokrdl a segitségével. Felhasznaldi felllete hasonlit a
ScienceDirectére.

o SciVerse: A ScienceDirect és a Scopus egyesitett felhasznaldi fellilete, mellyel mind a két
adatbazisban egyszerre kereshetiink.

o EISZ Elektronikus Informacidszolgaltatds*: Regisztracié utan sok folydirat elérhet6 ezen a
portdlon keresztil. Pl. ISI Web of Science (keresé), ScienceDirect (keresd), Science Magazine
(folyadirat), Nature (folydiratcsomag), SpringerLink (folydirat kiadd), JSTOR (folydirat kiadd).

e Tovabbi hasznos weboldalak:

o |SI Web of Science*: Tudomanyos kézlemény keresd, melyet a citacidk keresésére
optimalizdltak. Lassabban frissil, mint az el6z6 keres6k (vagyis nem tartalmazza a
legfrissebb publikacidkat). A taldlatokrdl és citacidkrél kilonféle statisztikdkat
készithetiink a segitségével.

o CiteseerX: Publikacio és citacid keres6, ahol a teljes cikkek is elérhetdk.

o iHOP: Fehérjék kapcsolataira fékuszald publikacidk keresheték vele.

o BioMed Search: Biolégiai és orvosi tudomanyos publikacidkban megjelent dbrak kozott
lehet ezen az oldalon keresni.

o Matarka: Magyar folydiratok tartalomjegyzékeinek kereshet6 adatbazisa. A cikkeket
tobbnyire csak anyagi ellentételezés fejében lehet letdlteni.

©  MTMT Magyar Tudomanyos Mdvek Tara: Egy-egy magyar szerzd életmuvére tudunk itt
rakeresni. Az adatbazis a szerz6knek kdszonhetéen folyamatosan béviil.

Némelyik cikket, folydiratot vagy keres@szolgaltatast csak el6fizetéssel lehet megtekinteni. Mivel az
E6tvos Lorand Tudomdnyegyetem is tobb ilyen eléfizetéssel rendelkezik, célszer(i ELTEs IP cimmel

1

NCBI: National Center for Biotechnology Information vagyis Nemzeti Biotechnologiai Informacios
Kozpont, www.ncbi.nlm.nih.gov, 1asd: Az NCBI adatbézis és honlap fejezetben.

Nem art tudni, hogy valaki mindig fizet az adott publikacidért: vagy a szerzok fizetnek a folyoiratnak azért,
hogy a cikkiiket mindenki ingyenesen elérhesse (free full-text vagy open access), vagy az olvasé — illetve
annak anyaintézménye — fizet a nem ingyenes cikk letoltéséért.
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rendelkez6 szamitdgéppel végezni a keresést. A fenti felsoroldsban az otthoni géprél nem, de ELTEs
IP cimmel rendelkezé szamitégéprdl elérhetd szolgaltatdsokat *-gal jeloltiik.

Ha a keres6 vagy a folydirat honlapjarél nem tudjuk ingyenesen letolteni a sziikséges tudomanyos
kozleményt, akkor célszerl a Google keres6jével is rakeresniink. Javaslat: a kereséshez tegylk
idézGjelek kozé a cikk cimét, és irjuk elé, hogy PDF. Ha igy sem taldljuk a cikket, akkor kérhetjik a
konyvtarosok segitségét vagy irhatunk a cikk szerz6inek, hogy legyenek kedvesek kildjék el a cikket.

Attol fliggben, hogy egy témat szeretnénk korljarni, vagy egy konkrét cikket szeretnénk elolvasni, a
keresés torténhet kulcsszavak, szerz6 neve, folydirat, a cikk cime vagy a publikacié egyéni
azonositdszama alapjan.

o A kulcsszavak olyan, az adott publikaciora jellemzd szavak, melyeket a szerz§ vagy a
kdzleményt katalogizald adott meg. A kulcsszavak kijel6lik a kozlemény témajat.

o A kozleményt jegyz6 szerzé(k) nevére kereshetiink teljes névvel (pl. Jack Peter Smith vagy
Smith, Jack Peter) vagy a keresztneve(ke)t leroviditve (pl. JP Smith vagy Smith, JP). Az egyes
keresé alkalmazasokban dltalaban le van irva, hogy milyen formaban varjak a szerzék neveit.

e Ha tudjuk a keresett cikk cimét, akkor ennek segitségével dltaldban kdnnyen meg tudjuk
taldlni a kozleményt.

e Ha tudjuk, hogy a cikk melyik folydiratban és annak melyik szdmaban jelent meg, akkor a
cikket a folydirat online archivumdban is megtalaljuk.

e Minden tudomanyos cikknek, folydiratnak és konyvnek vannak azonositd szdmai, melyek
alapjan egyértelmlien beazonosithaték és megtalalhaték. A cikkek esetében ilyen
azonositészam a DOI (Digital Object Identifier; pl. 10.1007/BF01734359) vagy a PubMed ID
(PMID), amely csak szamokbdl all (pl: 7288891). A folydiratokat az ISSN (International
Standard Serial Number) szamuk, a konyveket pedig az ISBN (International Standard Book
Number; pl: 0878931775) szamuk alapjan is azonositjak.

A kilénb6z6 keres6szavakat ES (AND), VAGY (OR) vagy NEM (NOT) kapcsolatban dssze is fiizhetjiik.
Errél egy hasznos leiras taldlhaté az EISZ oldalan.

A kozlemény cime, szerzGje és absztraktja alapjan eldontjiik, hogy a taldlat érdekes-e szdmunkra. Ezt
kovetSen pedig vagy letoltjik a teljes cikket PDF formatumban, vagy rogzitjik az elérhet6ségeit.
Rovid id6n belil ki fog derllni, hogy a keresG-alkalmazdsok mellett szlikséglink lesz egy madsik
informatikai segédletre, amely a nagyszamu publikacidk kezelését biztositja szamunkra.

Szakirodalmak kezelése

Miutan megtaldltuk a megfelel6 tudomanyos kdzleményeket nem art azokat atlathaté és keresheté
maddon tarolni a szamitégéplinkdn. Ehhez nyljtanak segitséget a bibliografidja nyilvantartd
szoftverek, melyek a nyilvantartdson kivil a dokumentumba (szakdolgozat, cikk) vald
hivatkozasbeillesztést is segitik.
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A legnépszeriibbek fizetGs szoftverek:

e EndNote: Windows és Mac OSX operdcios rendszereken fut, Microsoft Office ala beéplé
plug-in-ja van.

o Reference Manager: Windows operacids rendszereken fut. Egylttmi{kddik a Microsoft
Office-szal.

e RefWorks: Internet alapon (,web-based”) m(ikédé multiplatform szoftver. Vagyis
hasznalhatd Windows, Mac és Linux operacids rendszereken is. EgylittmUkddik a Microsoft
Office-szal és az Open Office (vagy Libre Office) nevi ingyenes irodai szoftvercsomaggal is.

Ingyenes alternativaik:

e EndNoteWeb: Internet alapon (web-based) m(ikodé multiplatform szoftver. Csak korlatozott
szamu referenciat tud ingyenesen tarolni.

e Zotero: Eredetileg a Firefox internetbdngészébe épiilé multiplatform program, de elkésziilt a
Google Chrome-mal és a Safarival alatt futd, valamint a ,,stand alone” vagyis bongész6 nélkil
is hasznalhato verzidja is. Egylittm(ikodik a Microsoft Office-szal és az Open Office-szal, Libre
Office-szal is. A sajat géplinkdn és egy internetes tarhelyen is tarolja az Osszegy(jtott
referencidink adatbazisat. Az éppen a bongészében latott tudomdnyos kdzlemény adatait
(szerz6k, cim, folyadirat, stb.) a bongészé URL cimsor végén lathatd kis szimbdlumra kattintva
lehet a referencia adatbazisunkba menteni.

e Mendeley: Multiplatform program. Beépitett PDF olvasdja is van, ahol a cikkekhez
kommenteket is flizhetiink, illetve kiemelhetlink bizonyos részeket. Egylttm(ikodik a
Microsoft Office-szal és az Open Office-szal, Libre Office-szal is, melyekbe kiilon plug-in-ként
épul be (dokumentacid). A sajat gépiinkén és egy internetes tarhelyen is tarolja az
Osszegylijtott referencidink adatbazisat.

A felsorolt szoftverek haszndlatakor a megtalalt tudomanyos kdzleményeket el6bb be kell vinniink a
program adatbdzisdba. Van olyan szoftver, amely kodzvetlenil tud csatlakozni bizonyos webes
szakirodalmi adatbazisokhoz (pl. a PubMed-hez) majd ott a program segitségével kereshetiink (pl.
EndNote), és van olyan, amely a bongész6be integralddva segiti a taldlatok importdldsat a sajat
referencia adatbdzisunkba (pl. Zotero). Utana, mikor az éppen szovegezett dolgozatba be szeretnénk
szurni egy hivatkozast ugyanezt a programot tudjuk hasznalni. A programok segitik a hivatkozdsok
nyilvantartdsat — vagyis, amit a szovegbe beszurtunk, az automatikusan megjelenik a széveget kéveté
bibliografidban is, ha kitoroljik a hivatkozast, akkor azt a dokumentum irodalomjegyzékébdl is torli. A
szoftvereknek kdszonhet6en a bibliografidat par kattintdssal a szakdolgozat vagy a folydirat
kovetelményeinek megfelel6 mdédon formazhatjuk. Valamint elkerillhetjik a hivatkozasok kézi
sorszamozasabdl, és azoknak atirdsabdl, ujraformazasabdl adédé kellemetlenségeket.

Az NCBI adatbazis és honlap

A DNS- és fehérjeszekvenalasi mddszerek elterjedésével parhuzamosan megjelentek a meghatarozott
szekvencidkat 6sszegylijt6, szamitégépes elemzéseket is lehet6vé tev elektronikus adatbankok. Ezek
a molekularis biolégiai adatbazisok kiilonb6z6 bioinformatikai intézetek honlapjain, barki szamara
ingyenesen, online elérhetd informacioéforrasok. Az NCBI (National Center for Biotechnology
Information vagyis Nemzeti Biotechnolégiai Informdaciés Kozpont, 1. dbra) is egy kozilik, melynek
angol nyelvl honlapjan a molekularis bioldgiai- és orvosi tudomanyok, a bioinformatika, és az
ezekhez kapcsolddd publikacidk adatbazis-gyljteményét talaljuk. Az 1988-ban alapitott adatbazis
kdézpontja az USA-ban, Maryland allamban taldlhaté Bethesda varosban van, ahol a National Library
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of Medicine (NLM) és a National Institute of Health (NIH) részeként (izemel. A kereszthivatkozasokkal
teli, strukturdlt, kereshets adatbazisokat és honlapot folyamatosan fejlesztik, az adatbdazisok tartalma
naproél-napra frissil, bévil. Az NCBI naponta 6sszehangolja a szekvenciak leirdsat Eurépa (EMBL,
European Molecular Biology Laboratory) és Japan (DDBJ, DNA Database of Japan) hasonlé adatbazis-

gylijteményével, ezért a benniik talalhaté alap informdcidk megegyeznek.
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[Képalairds: 1. dbra: Az NCBI nyitélapja. Ha a bal-fels sarokban 1évé NCBI logdra kattintunk, barmely
NCBI-os oldalrdl visszakeriillink a nyitélapra.]

Az adatbazisok épit6kovei az Ugynevezett rekordok, melyek a konkrét egy-egy dologra (pl. egy
szekvencidra) vonatkozé adatokat és hivatkozasokat tartalmazzak (lasd Nucleotide GenBank fejezet).
A rekordokhoz az adatokat a vildg minden részén dolgozé kutatdk szolgdltatjak. A kilon adatbazisok
(szakirodalmi, nukleotid- és fehérjeszekvencia, gén, genom, taxondmiai, szerkezeti, expresszids,
kémiai, etc.) egymashoz tartozé elemei kereszthivatkozdsok (linkek) révén kapcsolddnak Ossze, igy

példdul egy mRNS szekvenciardél kdzvetlendl az altala kédolt fehérjére ugorhatunk.

Az NCBI-on taldlhaté 6sszes adatbazis Gsszes rekordja kozott egy integralt keresémotor, az Entrez® (2.
dbra) segitségével kereshetiink.

3

Az entrez francidul azt jelenti, hogy bemenni, és antré-nak ejtik. De az alkalmazast magyarul inkabb entrez-

nek ejtjiik.
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[Alternativ szoveg: 2. abra: Az Entrez keresémotor feliilete]

[Képalairds: 2. dbra: Az Entrez keresémotor feliilete]

Az NCBI-on talalhato fontosabb adatbazisok és szolgaltatasok

e PubMed és PubMed Central: Lasd A szakirodalom keresése fejezetben.

e Books vagy Bookshelf: Online elérhet6 tudomanyos konyvek, tankonyvek. A kényvek nem
tolthet6k le egy-az-egyben, csak az adott témaban kiadott keresési taldlatokhoz tartozd
részek olvashatdk el bel6liik. Az NCBI megismeréséhez hasznos lehet a The NCBI Handbook
(NCBI kézikdnyv), egy-egy ismeretlen tudomanyos témahoz vald elsé kdzeledéshez pedig a
Coffe Break (Kavésziinet) cimU konyv.

e OMIM: Az ember mendeli mddon o6rokl6dé génvaltozatait leird, rendezett gyljtemény
(Online Mendelian Inheritance in Man).

e GenBank vagy Nucleotide és Protein: Minden eddig megszekvenalt és publikalt nukleinsav és
protein szekvenciat tartalmazé adatbazisok. Gének, genomok, cDNS-ek (komplementer DNS:
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az mRNS DNS-re atirt valtozata), nem kddolo régiok, RNS-ek, fehérjék, tébb, mint 160.000
fajbdl. Minden szekvencidhoz tartozik egy egyedi azonositdé szam, az Accession Number. A
szekvencia adatbazisok:
o Nucleotide: Nukleotid szekvencidk gyljteménye.
o Protein: cDNS-b4l atirt vagy megszekvenalt peptidek, fehérje szekvencidk adatbazisa.
o RefSeq: Referencia szekvencidk atfogd, integralt, jol annotalt’, nem redundans’
adatbazisa. Ezekhez a szekvencidkhoz lehet viszonyitani pl. a kiilonb6z6 SNP-ket.
o SNP: Singel Nucleotide Polymorphism, a populdcidkban fellelheté pontmutacidk, illetve
rovid szakaszokat érint6 mutdcidk adatbazisa. A taldlati eredmények tobbféleképpen
megjelenithetéek, (3. dbra) pl.:
= MapView: (kék) az SNP helye a kromoszéman. Pl.: a Az V véralvadasi faktor Leiden-
mutdcidja fejezetben targyalt mutacié (rs6025) MapView nézete.

= GeneView: (rozsaszin) polimorfizmusok helye és formaja az adott génben. Pl.: az V
véralvadasi faktor GeneView nézete.

= SeqView: (zold) az SNP-k helye a szekvencia sematikus rajzan. Pl.: az V véralvadasi
faktor SeqView nézete.
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[Alternativ szoveg: 3. abra: Taldlat az SNP adatbazisban]

[Képalairas: 3. dbra: Taldlat az SNP adatbazisban]

o STS: Sequence Tagged Site-ok adatbazisa. (Ldsd A mutdcidk detektdldsa fejezetben.)

o EST: Expressed Sequence Tag rekordok. Olyan STS-szekvencidkat tartalmaz, amelyeket
cDNS-ek részleges szekvendlasaval nyertek. Felhasznalhatéak egy gén azonositdsahoz,
térképezéséhez, klonozasahoz.

e Genome: Teljes genom szekvencidk, kromoszémak (megjeleniteni az NCBI-ba integralt

MapView-val lehet).

e Gene: A megszekvenalt genomokban Iév6 génekrdl 6sszegyljtott informaciok.

* Annotacio: A szekvencia adatainak pontositasa, pl: hol helyezkedik el a genomban, hol az eleje-vége, exon-

intron €s egyéb szerkezeti elemek hatarai, funkcioja, stb.

®  Nem redundans: Ugyanaz a szekvencia nem szerepel tobbszor, tobb azonosité szammal.
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o UniGene: Gén kdzpontu, a transzkriptom (teljes atirddd mRNS szett) megjelenitésére szolgald
Osszesitett gy(ijtemény.

o  UniSTS: Markerek (pl. komplett elére megtervezett PCR reakcidk) és genom térképezési
adatok adatbazisa.

e GEO: Gene Expression Omnibus, gén expressziés adatok gyljteménye. Microarray, Uj-
generacids szekvenalas és egyéb nagy ateresztGképességl (high-throughput) technikakkal
nyert funkciondlis genomi adatokat tartalmaz.

e Taxonomy: Olyan rendszertani adatbazis, melyben minden a GenBankban megtalalhatd, a
szekvenciak forrasaul szolgalo él6lény, és annak rendszertani besoroldsa fel van tintetve.®

e Structure: Makromolekula (f6leg fehérje) szerkezetek gylijteménye.

e Probe: Szekvencia specifikus prébdk és reagenseik gylijteménye. Pl.: PCR primerek,
restrikcids enzimek RFLP-hez, stb.

e BLAST: Szekvencia-hasonldsag keres6 programcsomag (Basic Local Alignment Search Tool).

Az itt felsoroltakon kiviil még szamos egyéb adatbazis, gyljtemény és alkalmazas taldlhatd az NCBI-
on, és a kinalat évrdl-évre bovil. Az 6sszes az NCBI-on elérhet6 adatbazis és alkalmazas strukturdlt
nézetét megtaldlhatjuk a honlaptérképen, abc szerint rendezve pedig itt. A Database oldalon tovabbi
informdciékhoz juthatunk NCBI adatbazis rendszereit illetéen, példaul megnézhetjiik, hogy mely
adatbazis rész melyik masikkal van 6sszekotve, kereszthivatkozasok utjan. Az NCBI ftp oldalardl
letolthet6ek a szoftverek vagy akar az egész adatbazisok is, amelybdl ezutan — lokalis kereséseket
lehetévé tevs — Uj adatbazist épithetlink a sajat szamitdgéplinkon.

Nucleotide GenBank

Egy nukleotidszekvencia GenBank file-formatumy’ rekordjaban a kovetkez lényeges adatok
taldlhatdak (példaként [ ] zaréjelek kozott az emberi V véralvadasi faktor rekordjanak konkrét adatai
szerepelnek):

e LOCUS: Rovid cimke. A szekvencia belsé azonositojaval kezdédik [NM_000130],
mely az Accession Number-rel (l1asd lejjebb) ellentétben csak az NCBI-on hasznalatos,
de azzal sokszor megegyezik. Majd a bazisok szamaval [9179 bp], a szekvencia
forrasdval [MRNA], szekciojaval [PRI = féemlosok] és a bekiildés datumaval [10-
MAR-2012] folytatodik.

e DEFINITION: A szekvencia rovid leirasa [Homo sapienscoagulation factor V
(proaccelerin, labile factor)(F5), mRNA], pl. milyen faj milyen génje, egész vagy
toredék szekvencia, stb.

e ACCESSION: A szekvencia azonositoszama [M90100]. Minden az adatbankokba
bekeriilé szekvencia kap egy egg/edi azonositd szamot vagy Accession Number-t (AC).
Egy nemzetkézi egyezmény értelmében adott Accession Number minden
adatbazisban (nem csak NCBI-on) ugyanahhoz és csak ahhoz a szekvencidhoz
tartozik.

e VERSION: Az azonositoszam utan, ponttal elvalasztva a verzidszam talalhatd
[NM_000130.4]. Ha a bekiildott szekvenciaban hibat észlelnek és kijavitjak, akkor az
Accession Number nem valtozik, csak a verziészam no.

e KEYWORDS: A szekvenciat bekiildd kutatdo altal megadott, a szekvenciara

Adott Taxonomy ID minden (nem csak NCBI) adatbazisban ugyanahhoz a fajhoz tartozik.
Kiilonboz6 szekvencia file-formatumok 1éteznek, melyek egyike a GenBank formatum. Az egyik
legelterjedtebb, és a legtobb bioinformatikai szoftver hasznalt file-formatum neve FASTA.
International Nucleotide Sequence Database Collaboration
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vonatkoz6, nem szabvanyositott kulcsszavak.

e SOURCE, ORGANISM: A faj, amelybdl a szekvencia szarmazik, és annak
rendszertani besorolasa.

e REFERENCE: A szekvenciara vonatkozd szakirodalmi hivatkozasok felsorolasa
standardizalt formaban.

e FEATURES: A Feature table-ben (tulajdonsag tablazat) a szekvencia
tulajdonsagainak részletes leirasat talaljuk, szabvanyositott, a szekvenciakat kezeld
szoftverek szamara konnyen feldolgozhat6 formaban.

o source: a szekvencia hossza, és forrasa (faj, szovet, sejttipus, hivatkozéas a
taxondémiai adatbazisra).

o gene: a gén hossza [1..9179], rovid neve [F5], szinonimai [FVL; PCCF; THPHZ2],
kereszthivatkozasok.

©o 5'UTR: az 5' végi nem transzlalodo szakasz helye a szekvenciaban.

o exon: Exonok helye a szekvenciaban [pl: 1..303; 304..395, ...].

o CDS: a kodolo szekvencia (coding sequence) helye az egész szekvenciaban
[146..6820], kereszthivatkozasok mas, plL fehérje adatbazisra
[protein_id="NP_000121.2"], a leforditott fehérje szekvenciaja.

o sig_peptide: a szignalpeptid helye [146..229].

o mat_peptide: az érett peptid (a szignalpeptid lehasadasa utan maradé rész) helye
[230..6817].

o STS: STS szekvenciak helye [pl: 947..1185, 2868..3085, ...].

o 3'UTR: a 3' végi nem transzlalodo szakasz helye.

o polyA signal: a poliadenilacios szakasz helye [pl: 6948..6953].

e ORIGIN: A szekvencia helye a genomon beliil (ha ismert és kozlik). Ez utan
kovetkezik maga a nukleotid szekvencia. Melyet a konnyebb eligazodas kedvéért 10
bazisonként tagolnak, és a sorok eldtt szdmozzék a sor elsé bazisanak pozicidjat. A
rekord végét a // jel jeloli.”

Osszességében elmondhatd, hogy az NCBI az élettudomanyok teriiletén dolgozdé kutatok egyik
leggyakrabban hasznalt adatbazisa, amellyel minden kutatéi pdlyara késziil6 didknak ajanlott
megismerkednie.

Genetikai betegségek, mutacidk

Az orvostudomany, a molekularis biolégia és a genetika ugrasszer( fejl6désével lehet6vé valt, hogy
az orokletes betegségeket konkrét genetikai mutacidkhoz térsitsuk, ily modon klinikai fenotipushoz
hozza lehet rendelni a genotipust. Egy genetikai defektusnak szamos oka lehet. A betegséget okozd
genetikai mutdacid érinthet csupan par nukleotidot, ezek az Ggynevezett , kis” Iéptékdi valtozasok; vagy
lehet ,nagy” léptékd, kromoszéma szinten is lathatd (vagy nem lathatd, de jelentds) rendellenesség
is. A kis lépték( valtozasok kozé tartoznak a pontmutacidk vagy SNP-k (Single Nucleotide
Polymorphism, vagyis egy nukleotidot érinté polimorfizmus, 4. dbra). Megkilénboztetiink olyan SNP-
ket, melyek egy-egy nukleotid kicserél6dése révén jottek létre, ezek a misszensz, szensz és nonszensz
mutaciok, illetve olyanokat, ahol egy bazis kiesik — ezt delécionak — vagy beékelddik — ezt inzercidonak
— nevezik. Ha a fehérjekddold gén valamely exonjaban olyan pontmutacié kévetkezik be, melynek

° A felsoroltak nem minden GenBank rekordban talalhatok meg maradéktalanul, valamint egyéb mezék is

el6fordulhatnak, itt csak a legfontosabbakat emeltiik ki.



eredményeképp a transzldlodd fehérje egy aminosava megvaltozik, akkor misszensz mutdciordl
beszéliink. Attél flggben, hogy az aminosav-csere hogyan befolyasolja a keletkezett fehérje
térszerkezetét és kot6helyeit a misszensz mutacidé gyakran karos, néha neutralis (ha kozel azonos
fizikokémiai tulajdonsagu aminosav épil be) vagy ritkén el6nyds. Szensz vagy silent pontmutacionak
azt nevezzik, ha olyan nukleotid szubsztitlicié torténik az exonban, amely nem befolyasolja a
transzlaciét. Vagyis a kodlotyogés miatt az atirddd aminosav, és ezaltal a kész fehérje szekvencidja is
azonos marad. Ez a mutacié tipus tobbnyire neutrdlis, de az izoakceptor tRNS-ek™ esetleges nem
egyenletes eloszlasabdl fakaddan el6fordulhatnak enyhén karos vagy el6nyds formai is. A nonszensz
mutdcié pedig azt jelenti, hogy a bazis kicserélédés stop kodont hoz létre az exonban. igy a mutacié
poziciéjan ledll a fehérje atirasa, és nagy valdszinliséggel nem-, vagy csak korlatozottan mikodéképes
proteint kapunk. A nonszensz mutdcidk szinte minden esetben karos hatastak. Az exonban toértént
delécio vagy inzercio (k6z6s elnevezésiik: in/del) hatasara eltolédhat a leolvasasi keret. Ezt frameshift
(frame = keret, shift = eltolédas) mutéicionak nevezzik. A kereteltolddassal jard in/del tipusu
mutaciok nagyaranyban kdros hatdsuak, mivel a mutdciét kovetben teljesen mds aminosavak épilnek
be, mint a vad tipusu gén atirasa esetén, valamint valdszinUsithet6 egy korai stop kodon megjelenése
is. Ha az in/del mutacié harom (vagy harom tébbszérése szamu) nukleotidot érint, akkor nem tolédik
el a leolvasasi keret.

A egy-, vagy par nukleotidot érinté mutdcidkkal ellentétben a kromoszéma szinten lathaté (vagy nem
lathatd, de jelent@s) elvéaltozdsokat ,nagy” lépték(i mutacidknak nevezzik. Ide tartozik az egész
kromoszéma darabot érint6 inzercio és delécio, az amplifikdcio (egyes szakaszok t6bbszoréz6dése), a
transzlokdcio (egy kromoszéma darab athelyez6dése), a kromoszédma térése és az aneuploidia (egész
kromoszémak, vagy genomok tobbszorozédése) is. Ezen elvaltozasok altaldban drasztikus hatassal
vannak a fenotipusra nézve, és sokszor letdlisak, de olykor akar fajképz6déshez is vezetnek.

10 zoakceptorok: két vagy tobb kiilonbdz6 antikodonti tRNS ugyanazt az aminosavat képes megkétni és
hordozni.



Ser
K_H

ATEE
e 1 S

Pro! Ser STOP!
misszensz: szensz [ silent: nonszensz:
karos, neutralis, elényés neutralis karos
Ser His! !
— — —
ARXHchA T =
delécio frameshift
Ser Val | !
t )

inzercio frameshift

[Alternativ szoveg: 4. abra: A pontmutdciok tipusai]

[Képalairds: 4. dbra: A pontmutaciok tipusai]

A mutaciok detektalasa

A mutdcidk kimutatdsahoz két alapveté megkozelitést haszndlhatunk: vagy kozvetlendl (pl.
szekvenaldssal) mutatjuk ki az elvaltozast, vagy ismert markerek segitségével kozvetett kimutatast
alkalmazunk. Egy mutacid legbiztosabb, am koltséges kimutatasa a szekvenalads. Ha gazdasagosabb
madszert, vagy el6zetes eredményt szeretnénk, akkor az ismert markerek kimutatdsara iranyulé
teszteket kell végezniink. Markernek hivjuk a genom azon pontjait, amelyeket valamilyen mdédon
azonositani tudunk. Illyen ismert markerek lehetnek a genom térképezési pontjai, vagyis az STS-ek
(Sequence Tagged Site, azaz szekvencidval megjel6lt helyek), melyeket altalaban PCR (Polimerase
Chain Reaction, polimerdaz lancreakcid) segitségével mutathatdk ki. Az STS egy viszonylag rovid (200-
500 bazispdar hosszu), ismert lokalizaciéval és bazissorrenddel rendelkezé szakasz, amely a genomban
csak egyszer fordul el6. Markerként haszndlhatdk az EST-k (Expressed Sequence Tag, jelolt atirddott
szekvencia) is, melyek cDNS klon segitségével meghatdrozott részszekvencidk. Az EST-k egy adott
MRNS jelenlétérdl, egy gén mikodésérdl, egy fehérjekddold DNS szakaszrél adhatnak informaciét.
Ezek mellett szdmos egyéb marker tipus létezik, kozéjik sorolhatjuk pl. a kilénb6z6 hosszusagu
mikroszatellitakat is. Ahhoz, hogy a markerek segitségével genetikai elvaltozdsokat kutassunk, nem
feltétlenil kell ismerniink magat az esetleg mutdciét szenvedett gént vagy a hatasmechanizmusat. Ha
egy betegség kapcsan felmeril a genetikai mutdcié gyanuja, akkor kilénb6z6 molekularis
technikakkal gy6z6dhetiink meg arrél, hogy mely génben és milyen mutacio tortént.

Egy genetikai betegség kimutatasahoz a kdvetkezS lépéseken célszerl végigmenni: bioinformatikai
rész: a vonatkozé szakirodalom feldolgozasa, az érintett gén és a konkrét mutacié azonositasa, a



megfelel§ teszt kivalasztdsa; laboratdriumi teszt: a kimutatas végrehajtdsa, minGség-ellenérzés. A
tovabbiakban a konkrét kimutatdsi technikakrdl lesz szé.

RFLP

Az RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, restrikcids fragment hossz polimorfizmus) a
hagyomanyos mutdcio kimutatd technikak kozé tartozik. Lényege, hogy a vad tipusu és az ismeretlen
DNS-t emésztik egy (vagy tobb) restrikcids endonukledz enzimmel. A restrikciés endonukleazok a
bakteridlis ,immunrendszer” részét képezik, és bizonyos 4-8 bazispar hosszisagu, palindrom®!
szekvencidju DNS szakaszokat nagy pontossaggal ismernek fel és hasitanak el. Ezeken a szakaszokon a
DNS mindkét lancat hasitjdk. A baktériumokban betoltott bioldgiai szereplik a sejtidegen DNS
(példaul a baktériumot megtamadd bakteriofag DNS-e) felismerése és megsemmisitése. Felfedezésiik
(W. Arber, H. Smith és D. Nathans: 1978-as Nobel-dij) tette lehet6vé a géntechnoldgia megsziiletését.
Az egyes restrikcios enzimek felismer6 (és hasitd) specifitdsa kilonbozik, vagyis mas-mas
szekvenciaju DNS szakaszokat ismernek fel. Tobb szaz kilénb6z6 baktériumokbdl szarmazd és
kereskedelmi forgalomban is kaphato restrikcios enzim létezik, melyek felhasznaldsa messze tdlmutat
az RFLP eljarason, példaul a génsebészet nélkiilozhetetlen kellékei.

Az RFLP-vel torténd mutdcié-kimutatas akkor alkalmazhatd, ha a mutacid egy restrikcids endonukledz
hasitéhelyén van, ebben az esetben az adott enzim a mutdcié helyén nem képes hasitani. Emiatt — a
vad tipushoz képest — megvaltoznak a fragment-hosszak, ami jol latszik az emészt6 enzimes kezelés
utan elvégzett gélelektroforézisen. A mddszer tehat olyan SNP-k, inzercidk, delécidk kimutatdsara
alkalmas, melyek érintik az alkalmazott restrikcids enzimek hasitasi helyeit. Az RFLP hatranyai kozé
tartozik, hogy a kis fragmentek elvalasztdsa miatt radioaktiv jelolést kell alkalmazni, ami rakkelté
hatdsu, valamint, hogy csak akkor hasznalhatjuk, ha ismerjik a szekvenciat és mutdciét.

Az EcoRI nevl, Escherichia colibdl kivont restrikcids enzim a kett&s szald DNS-t minden olyan ponton
hasitja, ahol a 5'-GAATTC-3' szekvencia (nem metildlt formaban) el6fordul. Az 5. dbrdn egy olyan
mutacid RFLP-vel torténé kimutatdsa lathatd, ahol az EcoRl masodik hasitéhelyén tortént egy
pontmutacio, ezaltal az enzim itt nem képes hasitani, igy két rovidebb helyett egy hosszabb szakaszt
mutat a gélelektroforézis.

1 Olyan sz6 vagy mondatrészlet, amely visszafelé olvasva is ugyanaz, pl: ,,Géza, kék az ég”. Egy DNS szakasz
akkor palindrom, ha a komplementer szalat olvasva is ugyanazt kapjuk.
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[Alternativ szoveg: 5. dbra: RFLP]

[Képaldiras: 5. abra: RFLP: a) A vad tipusud DNS lanc (DNS 1), harom EcoRlI hasitéhellyel, és a masodik
EcoRlI hasitéhelyen mutaciét szenvedett DNS lanc (DNS 2). b) A két DNS lanc EcoRl-es emésztés utani

, ;e 2 7 12
gélelektroforézisének eredménye. ]

PCR

A PCR (Polymerase Chain Reaction, polimerdz lancreakcié) (Kary Mullis és Michael Smith, 1993-as
Nobel dij) egy olyan molekuldris bioldgiai technoldgia, melynek célja egy elére definialt (target) DNS
szakasz enzimatikus amplifikacidja (sokszorozdsa). A target DNS szakasz altaldban nem hosszabb 10
000 bazisnal, lehet egy gén, génrészlet vagy nem kddold régid is.

A PCR reakcié-elegybe a kévetkezbk kellenek: templdt DNS (pl. egy sejt maganyaga), nagy feleslegben
primerek, Taq polimeraz enzim, dNTP mix és puffer-oldat. A templdt DNS tartalmazza a sokszorozni
kivant target szakaszt. A két primer olyan rovid DNS lanc, amely meghatdrozza a target DNS szakaszt,
ugyanis a primerek szekvenciaja azonos a sokszorozni kivant DNS szakasz elejével (5' vég) és végével
(3' vég). Feladatuk, hogy specifikusan hozzdkotddjenek az egyszali DNS megfelel6 szakaszahoz — igy
ezen a szakaszon ismét kétszalu lesz a nukleotidlanc —, ami elengedhetetlen a Tag DNS-polimeraz
enzim bekot6déséhez, vagyis a komplementer DNS szal felépiiléséhez. A Taqg DNS-polimerdz egy
hdstabil enzim, melyet a héforrasokban él6 Thermus aquaticus baktériumbdl vontak ki, feladata a
DNS masoldsa magas hémérsékleten. A dNTP (dezoxiribonukleid trifoszfat) mix az uj DNS szalak
felépitéséhez sziikséges ATP-t, TTP-t, GTP-t és CTP-t tartalmazza. A DNS-polimeraz szamara megfeleld
kémiai kdrnyezetet a puffer-oldat biztositja.

A reakcid egy PCR késziiléekben zajlik, amely biztositia a PCR folyamathoz sziikséges valtozd
hémérsékleteket. Ugyanis a PCR reakcié ugy zajlik, hogy a reakcié-elegyet a készilék elGszor 94-

12 Az eredeti kép forrésa: National Biological Information Infrastructure
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96°C-ra felmelegiti, ekkor a templat DNS-ek egyszalisodnak, vagyis a hidrogénhidak felbomlasa 4ltal
denaturdlédnak. Ezutdn az elegyet a késziilék 45-60°C-ra hiiti, hogy a primerek hozza tudjanak
kapcsoldédni a nekik megfelel6 target DNS szdlakhoz. A kapcsoldddsi h6mérséklet a primerek
szekvenciajatdl flgg és altaldban 5°C-kal van a primerek olvadasi h6mérséklete alatt. Ezt a |épést
anelldldsnak vagy kapcsolddasi |épésnek nevezzilk. Ha a hémérséklet tul magas, a primerek nem
kotédnek a templathoz, ha tal alacsony, akkor a nem specifikus helyekre is bekdtédnek, esetleg fals
termékeket hozva létre. Ezek utdn djra emeli a h6mérsékletet, 72°C-ra. Ezen a hé&fokon kezdi
szintetizadlni a templat DNS komplementer szalait a Taq polimerdz. A szintézis a kapcsolédott
primernél kezd6dik, és végigmegy a DNS-szalon. A |1épés neve meghosszabbitds, ami a szintetizalas
alatt all6 DNS meghosszabbitdsdra utal. A szintetizdlds sordn a szll6 nukleinsavszal templatként
szolgdl a leany lanc létrehozdsdhoz. A ledny szal egy perc alatt kb. 1000 bazissal hosszabbodik. Ezutan
a készulék djra 96°C-ra melegiti az elegyet és a ciklus kezdédik el6lr8l (6. dbra). Egy-egy ciklus par
percig tart. A legelsd kor el6tt a DNS-t dltaldban hosszabb ideig denaturaljak, hogy a templat DNS és a
primerek esetleges kettds szalai is teljesen szétvaljanak. EIméletileg minden ciklusban megdupldzédik
a target DNS molekuldk szdma. 25-30 ismétléssel mar megfelel6 mennyiségd, gélelekrtoforézissel is
kimutathaté DNS képz&dik. A PCR reakcidé annyira érzékeny, hogy extrém esetben akar egyetlen DNS
molekuldt is meg lehet sokszorozni vele. Ha egyetlen DNS szalbdl indulunk ki és 25-sz6r ismételjik a
reakciot, akkor a végén 2%, azaz 33 554 432, vagyis kb. 3,36x10 darab target DNS-Unk lesz. A PCR-
termékek gélelektroforézis segitségével a méretiik alapjan azonosithatdak. A termék mérete egy,
szintén a gélbe injektalt, ismert hosszusagl DNS-szakaszokat tartalmazd DNS-Iétrdval 6sszehasonlitva
hatdrozhaté meg.

A PCR reakcié menetének 6sszefoglaldsa:

T, denaturdlds: egyszalisodnak a DNS-ek
T4, anelldlds: a primerek hozzdkapcsolddnak a target szakaszokhoz
T, meghosszabbitds: a Taq polimeraz szintetizélja a komplementer szalat

vissza az 1. pontra (25-30 ismétlés)

95°C, szétvalnak a DNS szalak

E

A .\C_I!’TI..G“ A NN _‘-_,H_ S Y 'w-..-..--"fll]‘-,l—g. E‘A

Ml A8

b A\ A N y AT N T kA
TGAC AGCT

4 55°C, a primerek hozzakdtnek a templat DNS-hez

aleimal L0 | R

rvwi,.‘

TGAC U011 T (Al el
st e ey | oy
l 72°C, a Taq polimeraz
uj DNS szalat szintetizal




[Alternativ szoveg: 6. abra: A hagyomanyos PCR reakcié menete]

[Képalairds: 6. dbra: A hagyomdnyos PCR reakcié menete

13]

PCR primer tervezés

A primerek olyan rovid, egyszald DNS darabok, melyek megegyeznek az amplifikdlni kivant templat
DNS szakasz elejével és végével. E szakaszok kivalasztasanal (vagyis a primerek tervezésénél) tobb
szempontot figyelembe kell venni, hogy a PCR reakcié megfelel6en menjen végbe:

Olvadasi hémérséklet: A primerek olvadaspontjanak vagy olvadasi hémérsékletének (Tm,
melting = olvadas) kézel (°C-ra pontosan) azonosnak kell lennie. Olvadasi h6mérséklet az a
héfok, ahol a primerek fele a DNS-hez kototten, fele pedig az elegyben szabadon van. Ez a
hémérséklet idedlis esetben 60°C koriil mozog. Ha a két primer olvadasi hémérséklete nem
egyezik meg, el6fordulhat, hogy bizonyos hémérsékleten az egyik primer mar hozzakot a
templdt DNS-hez, a masik pedig még nem. Ha viszont addig csokkentjiik a h6mérsékletet,
amig a masik primer is hozzdkothet a templathoz, akkor az egyik primer mar nem specifikus
helyekre is betapad. Ugyanis az olvaddspontjandl alacsonyabb h6mérsékleten a DNS képes
nem-specifikusan is kotédni. A primerek olvaddspontja a hosszuktél és a G-C aranyuktdl flgg.
Hossz: A megfelel6 specificitas miatt a primerek ideadlis hossza 18-25 bazis. Egy kb. 20 bazis
hosszu szakaszrél mar elmondhatd, hogy egyedi szekvencia, a genomban nincs tébb vele
azonos régio (kivéve, ha ismétl6d6 szakaszt tartalmaz). Ha a primerek lényegesen
rovidebbek, akkor nem lesznek elég specifikusak, vagyis el6fordulhat, hogy nem csak
egyetlen helyre tudnak bekotni. Ha a targethez képest elég kozel tobb helyre is be tud kotni a
primer, akkor az fals termékek johetnek létre. Ha a DNS egy tdvolabbi szakaszara is bekotddik
a primerink, akkor nem képzddik annyi megsokszorozott DNS szdal, amennyi elméletileg
lehetséges lenne (minden ciklusban megdupldzva a szamukat), mert ez a kotés elvonja a
reakciotél a primereket.

G-C ardny: A G-C arany a DNS-ben 1évé G és C bazisok A-T-hez viszonyitott aranyat jelenti.
Minél tobb, egymassal haromszoros hidrogénkotést kialakité G és C bazis taldlhatd egy DNS
szakaszon, annal magasabb lesz az olvadaspontja. Ugyanis a haromszoros hidrogénhidak
magasabb hdémérsékleten valnak szét, mint az A és T kozott kialakulé kettGs
hidrogénkotések. Ha a primer kb. 20 bazis hosszlsagu és 50% a G-C arany benne, akkor kb. az
idedlis, 60°C lesz az olvaddspontja. Ha azon a DNS szakaszon, ahova a primert tervezzik tul
nagy a G-C arany, akkor jobb kicsit mashova tolni a primert, mint csokkenteni a primer
hosszat. Ugyanis a révidebb primer kevésbé specifikus. Ha az adott szakaszon alacsony a G-C
arany, akkor viszont megtehetjik, hogy kicsit néveljiik a primer hosszat, am ezzel noveljik a
komplementaritasi problémak esélyét is. A jo primer elején tobb a G és C bazis, mert ezek
segitségével jobban oda tud kotni a templathoz; a végén pedig tobb az A és T, amihez viszont
a Taq polimeraz enzim kotédik szivesebben.

Komplementaritas: A primerek szekvencidi nem lehetnek egymds vagy ©Onmaguk
komplementerei (7. dbra). 3' komplementaritdsnak nevezzik, ha két primer a 3' végein képez
dimért (parosodott DNS szalat). Mivel a Taq polimeraz az ilyen primer dimérhez is hozza tud
kotni, ezért fals termék keletkezik. Tovdbba a dimér képzés elvonja a primereket a reakciétadl,
igy a normal termék is kevesebb lesz. 5' komplementaritdsnak azt hivjuk, amikor a primer par
az 5' végein képes Osszetapadni. Az 5' komplementaritds esetében nem keletkezik fals
termék, de a primereket a dimér szintén elvonja a reakcidotdl. Tovabbi veszélyeket rejt az
6nkomplementaritds, amikor az egyik primer masodlagos szerkezetet alakit ki 6hmagaban, pl.
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ha a primer elején lév6 bazisok komplementerei a végén lévé bazisoknak, akkor a két vég
Osszetapad. Ha egy onkomplementer primerben maradnak szabadon egyszalu részek is,
akkor fals termék keletkezhet (mivel ekkor az egyszalli szakasz egy rovidebb primerként
viselkedik, ami sok helyre bekothet a templat DNS-en). Tovabba az dnkomplementaritas
szintén elvonja a primereket a reakciétdl, igy kevesebb valds termék keletkezik.

primer
5 3 templat DNS
5" L 3
5 target DMNS szakasz c
4+—]
3 5
primer
a) primer
5 primer 3' 3 primer g
'|__
3' primer &' 5 primer 3' = 2
—_—
b) c) d)

[Alternativ szoveg: 7. abra: Primer-tervezés és a komplementaritasi problémak]

[Képaldiras: 7. abra: Primer-tervezés és a komplementaritasi problémak: a) A két primer kotShelye;
b) 3' komplementaritas; c) 5' komplementaritas; d) 6nkomplementaritds, a kapcsos zardjel azt a
szakaszt jeldli, ami egy révidebb primerként viselkedve sok helyre bekothet a templat DNS-en]

e  Bazis ismétlédés: Tovabbi kritérium, hogy a primerben ne legyen sok azonos bazis egymas
utan, mert a komplementer helyekre betapadva ,megcsiszhat” a primer, ami altal eltéré
hosszusagu DNS szdalak keletkezhetnek.

Osszefoglalva a primer-tervezés |ényegét: a target DNS szakasz elején és végén két olyan 18-25 bazis
hosszUsagu szakaszt kell taldlni, amelyekre a fenti feltételek mind teljesiilnek. Hogy ezt a bonyolult
mi(iveletet ne kézzel, illetve szemmel kelljen megoldani, tébbféle primer-tervezd szoftver all a
kutatdk rendelkezésére.

A PCR reakcid kontroll kisérletei

Mivel a PCR egy rendkivil érzékeny reakcié (extrém esetben akar egyetlen DNS molekulat is meg
lehet vele sokszorozni, vagyis ki lehet mutatni), ezért a reakcié soran nagyon koriltekintéen kell
eljarni, és steril korilmények kozott dolgozni. A sterilitdst tobbnyire a munkaterilet UV fénnyel
torténd besugarzasaval érik el. Az UV fény hatdsara a DNS-ben timin-dimérek keletkeznek, melyek a
PCR reakcié folyaman megallitjdk a DNS polimeraz enzimet. Vagyis azokat a DNS szalakat, melyeken
timin-dimérek vannak nem sokszorozza a PCR reakcid.

Hogy megbizonyosodhassunk arrél, hogy a PCR reakcié rendben végbemegy, a szdoban forgd
amplifikacion kivil egy pozitiv kontroll kisérletet is el kell végezniink. A pozitiv kontroll PCR-t Ugy

1" Gerjesztés hatasara a DNS ugyanazon lancaban egymas mellett elhelyezkedd két timin kozott kotések
alakulnak ki.



allitjuk 6ssze, hogy mindenképp tesziink bele egy olyan DNS templatot, melyet biztosan amplifikal az
elegyben 1év6 primer pdr és polimerdz enzim. Ezt a pozitiv kontroll DNS templatot a primerekkel
egylitt lehet kapni. A pozitiv kontroll amplifikdcios termékei jelzik a rendszer megfelel6 m(ikodését.
Ha a pozitiv kontroll kisérlet végén nem kapunk DNS termékeket, akkor valami hiba van a PCR
reakciéban, pl.: megromlott a Taq polimerdz enzim, nem mikoédott megfelel6en a PCR késziilék vagy
kihagytunk valamit a reakcié elegybdl.

Hogy a steril koriilmények fel6l megbizonyosodjunk egy negativ kontroll PCR reakciot is dssze kell
allitanunk. A negativ kontroll reakcié elegyéhez hozzaadunk minden — a PCR reakcidhoz szlikséges —
Osszetevét, kivéve a DNS templatot. Ha a negativ kontroll kisérlet végén is kapunk megsokszorozott
DNS terméket, akkor valamilyen Gton DNS szennyezés keriilt a reakcio elegybe (pl. valamelyik eszkéz
vagy reagens szennyezett volt).

Ha a pozitiv kontroll kisérletben sikerllt a DNS-t megsokszorozni, a negativ kontrollban pedig nem,
akkor a kimutatasi PCR reakcid eredményét is jogosan értékelhetjik valdsnak.

Mutaciok detektalasa hagyomanyos PCR-rel

A hagyomanyos (vagyis az el6z6ekben targyalt) PCR reakcio a target DNS amplifikacidja altal alkalmas
lehet inzercid, delécid és pontmutacié kimutatasara is. A kimutatds menete: az egyik primert a
mutacio altal érintett helyre, de a vad tipusu DNS szakaszra tervezziik. Ha a PCR technikdaval torténd
kimutatasnak van megsokszorozott DNS terméke, akkor vad tipusu, nem mutdns DNS volt a
templatunk, ha nincs termék, akkor mutans DNS volt a mintaban. Hosszabb inzerciét és delécidt ugy
is ki lehet mutatni, hogy a primereket az in/del szakasztél up- és downstream tervezzik. Ekkor
minden esetben lesz DNS termék, de a PCR utdni gélelekrtoforézisben lathatova valik az amplifikalt
DNS-ek hossza. A hosszbdl pedig kdvetkeztethetiink az inzerciéra vagy deléciora.

STS-ek kimutatdsa mar kész primerek allnak a kutaték rendelkezésére. Ha az adott PCR reakcié nem
adott eredményt, akkor a kimutatandd STS marker nincsen jelen a templat DNS-ben.

Specialis PCR technikak

Allélspecifikus PCR

Az allélspecifikus PCR homo- vagy heterozigéta allapotban |év6é SNP-k kimutatasara alkalmas (8.
dbra). Az egyik primert arra a DNS szakaszra tervezziik, ahol az SNP van. Ebbdl a primerbél készitliink
egyet a vad (WT, wild type) és egyet a mutdns (M, mutatnt) tipusra is, ahol e két primer kozott
egyetlen nukleotidnyi eltérés lesz. Ezen kivil van még egy koz6s primer is, az SNP dltal nem érintett
régioban. Minden DNS mintdra két PCR reakciot kell kivitelezni, egyet a vad tipusu + koz6s primer
parral, és egyet a mutans + kdzos primerparral. Ha az amplifikalt DNS-eket gélre vissziik lathatéva
valik, hogy az egyed hordozza-e az adott SNP-t homo- vagy heterozigéta allapotban.



PCR termék vad tipus esetén vizsgalt egyedek:

1. 2. 3.
WT primer 3’ vége A Kbzbs primer alélok: "W MW MW M
—_—

Mutacios primer vége G

PCR termék mutans allél esetén

Heterozigotdk Homo-
Heterozigo6ta esetén mindkét esetben van PCR termék Zigbta WT

a) b)

[Alternativ szoveg: 8. abra: Allél specifikus PCR reakcid]

[Képaldiras: 8. abra: Allél specifikus PCR reakcio: a) allélspecifikus primerek és a kdzos primerek;
b) a gélelekrtoforézis eredménye]

Multiplex PCR

Ha egy PCR reakcidban egyszerre tobb primerparral dolgozunk, azt multiplex PCR-nek hivjuk.
Segitségével egyszerre tobb DNS szakasz is amplifikdlhaté adott templatrdl. Fontos, hogy a szakaszok
hossza eltéré legyen. Ha tobb target DNS szakaszt is sikerill sokszorozni, akkor a gélen tébb sav
(band) lesz egymas alatt. A multiplex PCR nagyon gondos primer-tervezést igénylé feladat, hiszen itt
nem csak kett6, hanem az Osszes primerre egyszerre kell, hogy igaz legyen, az azonos Tm, a
komplementaritdsok hianya és a tobbi kritérium.

Real-time PCR

A real-time vagy valds idejii PCR reakcié lényege, hogy az eredmények a reakcidval egy id6ben,
folyamatosan kovethet6k és nem csak a PCR reakcid utani gélelektroforézisbél deril majd ki, hogy
sikerilt-e az adott amplifikdcié. A real-time PCR-nél a fragmensek DNS olvadaspont elemzéssel valnak
azonosithatéva. Ugyanis a DNS olvadaspontja aranyos a nukleotid Osszetétellel (vagyis a G-C
arannyal) és a DNS hosszaval. A real-time PCR reakciéhoz sziikség van egy olyan festékre vagy
probara, amely jelzi, hogy éppen mennyi DNS szal van a reakcié elegyben.

Az egyik ilyen jel6l6 a SYBR® green nev( festékanyag, ami — mint az etidium bromid — interkaldlodik
(,belelil”) a duplaszali DNS-be (ds vagyis doubble stranded DNS). Egyszali DNS-hez (ss vagyis single
stranded DNS) nem kot és nem is vilagit. Duplaszald DNS-be kétédve, monokrom fénnyel indukalva
vilagit, vagyis 530 nm-s hulldmhosszd fényt emittdl (9. dbra). Az ebbdl keletkez6 mérhetd
fluoreszcens jel nagysdga a PCR folyaman szaporodd dsDNS mennyiségével aranyosan novekszik.
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[Alternativ szoveg: 9. dbra: A SYBR® green viselkedése egyszalu és duplaszali DNS szekvenciaval]

[Képalairas: 9. dbra: A SYBR® green viselkedése egyszalu és duplaszali DNS szekvencidval: a) egyszalu
DNS mellett nem vilagit; b) duplaszali DNS-be interkalalddva vilagit]

A real-time PCR-rel torténé termék DNS mennyiségének mérésének masik mddja az Ugynevezett a
TagMan proba, amely a hibridizaciés prébak kozé sorolhatd (10. dbra). A hibridizacidés préobak
lényege, hogy a két hagyomanyos primer mellett egy hibridizdld vagy proba primert is adunk a
reakcidhoz. A hibridizalé primer a két eredeti primer kozott tapad a szimplaszdld DNS-en, a neki
megfelel§ szakaszra. A proba primer egyik végéhez egy fluorokrom, masik végéhez egy kioltd
(quencher) molekulat kapcsolnak. Ezeket jelzéseknek hivjuk. Amikor a két jelzés kozel helyezkedik el
egymashoz, vagyis ép a prdoba, akkor a fluorokrém altal emittalt fényt a kioltd képes elnyelni. Vagyis
az ép proba primer nem vilagit. A 3’ végen mddositott TagMan prdba primert a Taq polimerdz enzim
nem képes meghosszabbitani, hanem 3’5" exonukleaz aktivitasaval nukleotidokra bontja azt. Ezek
utan a kiolté elég messze keril a fluorokromtdl, igy nem gatolja tovabb annak m(ikodését. Ezért
monokrém fénnyel torténé besugdrzds hatasara bekovetkezik a fényreakcid. A TagMan probas real-
time PCR el6nye, hogy nagyon specifikus.
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[Alternativ szoveg: 10. dbra: A TagMan préba menete]

[Képalairds: 10. abra: A TagMan préba menete: R: a fluorokréom, Q: a kioltd a préba primeren; sarga
goémb: a Taq polimeraz enzim. 1.: a TagMan prdba primer betapad a vele komplementer ssDNS-re. 2.:
A Taq polimeraz eléri a préba helyét. 3.: A Taq polimeraz lebontja a prébat. 4.: A szabad

fluorokromfénygerjeszés hatasara viIégit.lS]

SSCP

Az SSCP, Single Stranded Conformational Polymorphism, vagyis ,egyszali konformacids
polimorfizmus” szintén egy SNP kimutatdsra alkalmas technika (11. dbra). Alapja, hogy az egyszalu
DNS-lanc mdr egyetlen nukleotid eltérés miatt is mas konformaciot vesz fel, mint a vad tipusu pdrja.
Az elvdlasztast nativ (nem denaturald) kortilmények kozott végzik, gélelektroforézissel. A gélben a
vad tipusu és az mutaciot tartalmazé egyszali DNS-ek, a konformacios eltérések miatt, kilénb6z6
sebességgel vandorolnak. Az SSCP technika az SNP-k kimutatdsa mellett alkalmazhatd kisebb
inzercidk és delécidk detektaldsdra is. El6nye, hogy nem kell feltétlenil el6re ismerni a mutdcidt,
valamint, hogy az hetero- és homozigéta dllapotban is kimutathatd. Az eljaras technikailag viszonylag
egyszerl (ha nem kell radioaktiv jelolést alkalmazni) és gazdasagos. Hatranya, hogy csak arrol
szolgdltat informacidt, hogy van-e mutdcid, arrél nem melyik gén, melyik poziciéjaban.

> Az eredeti kép forrasa: Ruhr-Universitit Bochum
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[Alternativ szoveg: 11. dbra: Az SSCP menete]

[Képalairds: 11. abra: Az SSCP menete]

Microarray

Egy masik, egyel6re meglehet&sen koltséges és nem tul megbizhatd, de egyszerre sok vizsgalatra
lehetdséget add maddja az SNP-k kimutatasanak a microarry vagy chip technoldgia. A microarray
gylijténeve tdbb parhuzamos kimutatasokon alapulé technikanak, mint a DNS alapu génexpresszids
chip és oligonukleotid chip, az immuno-precipitacids chip, és a fehérje chip. A mddszer Iényege, hogy
egy kisméret(i iveg vagy mUianyag lapra (12. dbra) négyzetracsos elrendezésben bioldgiai mintdkat
visznek foél, minden pontba mast. A fluoreszcensen megjeldlt vizsgdlni kivant bioldgiai anyagot
kolcsdnhatdsba hozzdk a pontokkal, és detektaljak, hogy mely pontokban jott |étre kdlcsdnhatas.
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[Alternativ szoveg: 12. dbra: Egy microarray lap]

[Képalairds: 12. abra: Egy microarray lap]

DNS microarray-ek

A DNS chipeket alkalmazdsdnak két f6 teriilete: az egész sejtek, szovetek génexpresszids
mintazatanak megfigyelése, és a genetikai kiilonbségek (pl. SNP-k, inzercidk, delécidk) kimutatasa a
teljes genombdl. Mi most ez utébbi kimutatdsra tériink ki bévebben:

A DNS chipek a DNS hibridizaciés technikdk csucsat jelentik, ugyanis egy egy-négyzetcentiméteres
lapocskan akar tobb tizezer'® — az egész genomra jellemz8 — SNP is vizsgalhat6 egyszerre. A lapra
szabalyos rendben tébb tizezer kiilonb6z6, mesterségesen szintetizalt rovid, egyszali DNS-t visznek
fel. Egy pontban tobb példanyban taldlhaté meg ugyanaz az oligonukleotid szekvencia. A lemezkén a
kiilonboz6é oligonukleotidok tdbb szazezer pontban helyezkedhetnek el (13. dbra). Ha SNP-ket
vizsgalnak, akkor az oligonukleotidok szekvenciai a populdcidra, fajra jellemzé SNP-k komplementerei
lesznek. Az oligonukletidok 25mer hosszUak, egy gént kb. 20 oligonukleotid reprezental, egy SNP
detektdlashoz kb. 40 oligonukleotid sziikséges. A chipen minden oligonukleotid tipus helyét
(koordinatait) pontosan ismerik. A vizsgalandé genomot megfelel6 méret(i DNS darabokra bontjak,
egyszalusitjak és fluoreszcens festékkel jeldlik. A vizsgalandd mintat raviszik a chip felszinére. Ahol a
jelolt DNS megtaldlja a komplementerét a chipen, oda hibridizal vagyis betapad. A nem hibridizalt
DNS-t lemossak a chip felszinérél (14. dbra). Lézer besugarzas utan egy nagy-felbontasu szkennerrel
olvassadk le a chipen lévé fluoreszcens mintdzatot. Ezutdn pontosan megallapithatd, hogy mely
ponton |évé, vagyis milyen SNP-re jellemzd helyre hibridizalt a vizsgalt minta, és felallithatd az egyén
SNP mintazata.

A DNS chip létrehozasanak két alapvet6 maddja létezik: az egyes oligonukleotidokat robot helyezi el a
megfelel§ pontra, vagy helyben szintetizaljdk a DNS szalakat. A helyben szintetizalds hasonlit a
tintasugaras nyomtaté technolégidjara (15 .dbra): a lemezre felvitt inicidtor molekulahoz ott tapad be
a hozzadadott nukleotid, ahol azt el6z6leg fénybesugarzas érte. A fénybesugdrzds helyét pontokban
kilyuggatott maszkkal kontrolldljak.

16 SNP kimutatésa chipen: Affymetrix 10K, 50K, 500K SNP genotyping kit: 10-, 50-, 500 ezer SNP kimutatasa
2 db chipen



[Alternativ szoveg: 13. dbra: Oligonukleotidok a DNS chipen]

[Képalairas: 13. 4bra: Oligonukleotidok a DNS chipen®”’

[Alternativ szoveg: 14. dbra: A jel6lt DNS hibridizal a chipen l1évé komplementerével]

[Képalairas: 14. abra: A jelolt DNS hibridizal a chipen lévé kompIementeréveIlS]

" Az eredeti kép forrdsa: Affymetrix
8 Az eredeti kép forrasa: Affymetrix
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[Alternativ szoveg: 15. dbra: A DNS chip el6allitdsa helyben szintetizalt oligonukleotidokkal]

[Képalairds: 15. arba: A DNS chip el64allitasa helyben szintetizalt oligonukleotidokkallgl

Mar egyetlen microarray kisérlet is olyan sok eredménnyel szolgal, hogy bioinformatikai médszerek
nélkil szinte lehetetlen lenne kiértékelni. A kiértékeléshez hasznalhatjuk a chip gyartdja Altal
arusitott szoftvert vagy az R programnyelvre irt ingyenes Bioiconductor programot.

A microarray technoldgia elterjedését némiképp gatolja, hogy az eredmény — pl. a rengeteg
egyszerre vizsgalt tulajdonsdg miatt — nem minden esetben reprodukalhaté teljes mértékben.

Kromoszémavizsgalat

Ritkan ugyan, de el6fordul, hogy sejtosztddads soran hibas kromoszomak képz6dnek, és ezeket a
javitd mechanizmusok sem tudjak helyrehozni. A kromoszédma rendellenességeknek nincs minden
eseteben fenotipusos megjelenésiik. Léteznek ugyanis kiegyensulyozott transzlokdcidk, amikor két
kromoszéma szakasz kicserél6dik egymassal. Amennyiben a transzlokacié nem roncsolja a géneket és
a szabalyozasi rendszerik sem sériil, ez az allapot semmilyen tiinetet nem okoz, de termékenységi
problémakhoz vezethet. Azonban gyakrabban fordul elS, hogy a transzlokacié vagy aneuploidia beteg
fenotipust eredményez (pl. a 21. kromoszéma triszOmidja okozza a Down-szindréma
tlinetegylttesét). Amennyiben az egyik kromoszoma eltorik, és a letort rész elvész, sulyos fejl6dési
rendellenességek alakulnak ki, melyek nagy része a magzat elhaldsdhoz vezet.

9 Az eredeti kép forrdsa: Affymetrix
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A kromoszédmaszintl rendellenességeket kariotipizalassal lehet kimutatni. A vizsgalat lényege, hogy
specidlis festési eljarasokkal lathatéva és megkiilonboztethet6vé teszik a kromoszédmadkat. A
kariotipizalas megmutatja a kromoszémadk alaki és szambeli eltéréseit.

A hagyomanyos kariotipizalast egyszer( Giemsa festéssel végzik. Ez a DNS festék vildgosra és sotétre
fest6d6, ugynevezett G-sdvokbdl allé mintazatot hoz létre a kromoszéman. A mintdzat jellemzé a
fajra. A mitdzis metafazisdban lévé teljes emberi kromoszéma készleten hozzavet6leg 850 sotét G-
sav azonosithatd. A sdvmintazatok — melyeket be is szamoznak — szakaszokra osztjak a
kromoszémakat. A kromoszémak méret és savmintazat alapjan azonosithatdak, csakugy, mint a
kromoszémak rendellenességei (16. dbra). A hagyomdnyos kariotipizalas az esetleges inzercidkat,
delécidkat, transzlokaciokat 1000 kilobazis mérettél mutatja ki.
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[Alternativ szoveg: 16. dbra: Kariotipizalds Giemsa festéssel]

[Képalairds: 16. arba: Kariotipizalas Giemsa festéssel: A 9. kromoszdman ismeretlen eredet(
transzlokacié figyelhetd meg.]

A kromoszdéma rendellenességek vizsgdlatanak masik, pontosabb maédja a FISH, vagyis a Fluoreszcens
In Situ Hibridizdcio. A FISH alapjat a DNS azon tulajdonsdga képezi, hogy a dupla szalu DNS-molekula
szerkezete megfelel§ koriilmények kozott megbomlik és a meglazult kotések miatt a kettds spiral
szétvalik. gy az egyszalu DNS hozzaférhet6vé vilik az ugyancsak denaturalt, fluoreszcens festékkel
jelolt DNS-prébak szamadra. Ezek a DNS-prébak a genom egy-egy kis szakaszat jeldlik meg. A target-
DNS nemcsak targylemezre fixalt kromoszoémapreparatum lehet, de interfazisban Iévé sejtek magjai,
vagy akar széveti metszetekben lévé sejtek magjai is. Attdl figgéen, hogy mi a vizsgalat targya gén-,
centromer- vagy kromoszémaspecifikus probak allithatok el6. Tobb szint alkalmazva, és keverve



multicolor FISH vizsgalatokat is végezhetiink, ahol UV fénnyel megvilagitva minden kromoszémanak
mas szine lesz (17. dbra). FISH-sel az inzerciok, deléciok, transzlokaciok akar 1 kilobazis mérettdl
kimutathaték, am az eljards viszonylag bonyolult és drdga: a metafazis, interfdzis kenethez
sejttenyészet kell, a detektdldshoz pedig specidlis szlir6kkel ellatott mikroszkép. Viszont
diagnosztikailag megbizhaténak tekinthet6 a mddszer.
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[Alternativ szoveg: 17. dbra: Kariotipizalas multicolor FISH festéssel]

[Képalairds: 17. abra: Kariotipizalas multicolor FISH festéssel: A 9. kromoszéman 2-es kromoszéma
eredet(i transzlokacio figyelheté meg.]

Példak oroklodo betegségekre

Az V véralvadasi faktor Leiden-mutacidja

A V (6t6s) faktor (F5) a véralvaddsi kaszkad egyik fehérjéje, mely mind a belsé- (intrinsic), mind a
kllsG (extrinsic) Uton beindult véralvadasi ldncban szerepet jatszik. Ha a X faktor aktivélja az V faktort,
akkor az beinditja a protrombin trombinnd valé alakuldsat, ami trombus képz6déshez vezet. Hogy a
trombus képzddés kell6 id6ben ledlljon az aktivalt V faktort az aktivalt C fehérje (APC) hasitja.

Az V faktor trombofilia, melyet a hollandiai Leiden varosabdl irtak le elGszor, egy genetikai eredetd
véralvaddsi zavar. A véralvaddsi zavar kivalté oka, hogy az aktivalt V faktor ellendll az aktivalt C
fehérje hasitasnak (18. dbra). Az alvadast elGsegité faktorok bomldsanak lassulasa kovetkeztében a
betegeknek fokozottan alvadékony a vére, igy trombodzisra — azaz vérrogképz6dés okozta
érelzarédasra — hajlamosak. A kérképet elGidézé Leiden-mutacid egy G—>A misszensz pontmutacio az



V faktor génjének 10. exonjaban, amely Arg—>GlIn cserét eredményez az érett fehérje 506. aminosav
poziciéjan. A mutaciot szenvedett aminosav pont a C fehérje hasitohelyeinek egyikén taldlhato, igy
ezen a ponton a fehérje képtelen az V faktort bontani. Ezaltal a Leiden- mutdcids V faktor bontasa
tizszerte lassabban megy végbe, mint a normal, vad tipusu V faktor esetében. Ezért az V faktor
mennyisége novekszik a keringésben. igy a magasabb trombin szint és egyéb aktivalt koagulacids
faktorok miatt el6all egy enyhe hiperkoagulabilis allapot. A betegnek pedig nagyobb valdszintiséggel
lesz mélyvénas trombdzisa.
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[Alternativ szOveg: 18. dbra: Az V véralvadasi faktor szerepe a véralvadasban]

[Képalairas: 18. abra: Az V véralvadasi faktor szerepe a véralvadasban. Jelolések: fekete nyil:
aktivalas, piros vional: inaktivalds, TM: trombomodulin, APC: aktivalt protein C, PL:

foszfolipid®®

A Leiden-mutdcié valdszinlileg a XV. szdzadi Eurdpadban jelent meg el6szor. Elterjedésében
segithetett, hogy a kozépkorban még szelekcids elényt is jelenthetett: az akkoriban nem ritka véres
Osszecsapasokban, haborukban a gyors véralvadas életet menthetett. Az Oszman Birodalommal
folytatott véres Ultkdzetekre gondolva nem csoda, hogy a gén Magyarorszdgon is gyakori, a mai
magyar népesség 5-6%-a hordozza.

A Leiden-mutacié autoszémalisan, recessziven 6roklédik?!. Heterozigécia esetén — a vad tipusu
homozigétakhoz képest — 6-8-szor nagyobb a trombdzisveszély. A Leiden-allélra homozigétaknal a

2 Az eredeti kép forrasa: NCBI, Coffee Break konyv Mutations and blood clots fejezete.
! Ha a sziilok egyike heterozigdta, akkor az utodok 50%-a heterozigota. Ha a sziilok egyike homozigota,
akkor az utoédok 100%-a heterozigéta. Ha a sziilok mindegyike heterozigota, akkor 25% az esély, hogy a



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2345/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2318/

trombdzis veszély nyolcvanszor(!) magasabb, mint a vad tipusi homozigétaknal. Mivel a Leiden-allél
el6fordulasa elég gyakori a magyarorszagi populacidkban — az 6roklés lehetSségeinek kiértékeléséhez
— a beteg egyén szlirése mellett, szlikséges lehet a szlil6k tesztelése is. A trombdzis veszélyt tovabb
novelheti a terhesség illetve a fogamzdasgatldk alkalmazasa is. A génhiba jelenleg nem gydgyithato.
Leiden-mutdcid esetén élethosszig tartd véralvadasgatlo kezelésre lehet sziikség.

A Leiden-mutacio kimutatasa

Ha az embernek volt korabban mélyvénds trombodzisa, embdlidja vagy a csalddjaban tobb
trombdzisos eset is el6fordult, indokolt egy Leiden-mutaciét kimutatd tesztet csindltatnia. A mutdciot
genetikai és biokémiai tesztekkel is ki lehet mutatni. Biokémiai teszt segitségével kimutathatd a
nagyobb APC rezisztencia szint, de ezt egyéb mutdcidk is okozhatjak. Genetikai teszttel pedig a
konkrét mutdcié is beazonosithato, igy lehet6vé valik a genetikai tanacsadas.

Az V faktor génje az ember 1. kromoszomajanak g karjan, a 23-as régidjdban taldlhatd. A
kimutatasokat vérbdél vett mintabdl végzik, vagyis a komplett V faktor génnel dolgoznak, nem az
mRNS-sel. Genetikai tesztet végezhetilink példaul RFLP-vel. Ugyanis a Leiden mutdacid pont elrontja az
V faktor génjében taldlhatd Mnll restrikcids enzim®® hasitohelyét. A Mnll egy érdekes restrikcids
enzim, négy nukleotidot ismer fel: a CCTC-t vagy a GAGG-t, és ett6l 7 bazisparra hasitja a DNS-t. A
Leiden-mutacid pont egy Mnll felismer&helyen taldlhatd. Ha mutans a gén, akkor Mnll emésztés utdn
ez a hasitéhely egyben marad (19. dbra). igy a mutécié meglétét vagy hidnyat a restrikciés enzimmel
torténd kezelés utani gélelekrtoforézis egyértelmiien mutatja.

Lieiden mutacio

q

Mnll

CTGGA CAGGCAAGGA ATACAG
Leu Asp Arg GIin Gly lle Gin

[Alternativ szoveg: 19. dbra: A Leiden-mutacid helyén nem hasit az Mnll restrikcids enzim]

[Képalairds: 19. abra: A Leiden-mutacid helyén nem hasit az Mnll restrikcids enzim: A piros csikokkal
jelolt adenin a Leiden-mutacid (a vad tipusban guanin lenne). A bordd nyillal jel6lt hely lenne a vad
tipusban az Mnll restrikciés enzim felismeré helye, kis bordé haromszoggel jel6lt pedig a hasitd
helye.]

Az V faktor Leiden mutaciojanak kimutatasa allélspecifikus PCR
reakcioval
A genetikai teszttel torténé Leiden-mutacio kimutatasanak masik lehetséges maédja az allél specifikus

PCR. Hogy a reakciéhoz primereket tervezziink, meg kell taldljuk a mutacié pontos helyét az V faktor
génjében. A mutdcié az érett fehérje 506. aminosavat érinti, mely pozicién a vad tipusra jellemzé

Leiden allélra homozigota, 50%, hogy heterozigodta és 25%, hogy vad tipust homozigota lesz az utdd.
22 Az enzim a Moraxella nonliquefaciens baktériumbél szarmazik.



arginin helyett a Leiden-mutansban glutamin taldlhatd. Kodonok szintjén az arginint kédolé CGA-bdl
lesz glutamint kédoldé CAA, vagyis a mutacid a mdasodik kodon pozicidt érinti.

A mutacié az V faktor génjének 10. exonjdban taldlhatd. Hogy megtudjuk, pontosan hanyadik
pozicidon el6bb célszer(i az mRNS-ben megkeresniink, hiszen ezt kénnyebben 6ssze tudjuk illeszteni a
fehérje szinten rendelkezésiinkre all6 poziciondlis informacidval. (Az NCBI OMIM adatbazisban
megadott 1691. mRNS pozicidé torténeti okokbdl kifolydlag hibds. Vagyis egy régebben bekerilt
szekvencia pozicidjara vonatkozik, am akkor még nem tudtdk pontosan, hogy hol kezdddik az
atirodas.”®) Mivel az NCBI adatbankban 1év6 mRNS-nek nevezett szekvencidk az egész atirdédo régiot
tartalmazzdk, ezért a GenBank-ben taldlhatd NM 000130-6s szamu mRNS rekord alapjan
kovetkez8képpen tudjuk kiszamolni a mutdcid pozicidjat:

230+ (505x3)+1=1746

A képletben a 230 az érett peptid kezdete (nukleinsavban megadva). Az 505 a mutdcid el6tti utolsod
aminosav helye, ezt a tripletek miatt szorozzuk harommal. A +1 pedig a 2. kodonpozicié miatt
szlikséges. A Leiden mutdcié tehat az 1746. mRNS pozicidn taldlhatd.

Ha kimdsoljuk az 1727-1746. pozicidig terjedd régiét — megjegyezve, hogy ennek a 20 hosszu
oligonukleotid régidnak pont a végén taldlhaté a Leiden-mutdcid esetleges helye — és ezt az
oligonukleotidot megprébdljuk azonositani (illeszteni) az emberi genomban taldlhato
génszekvencian, akkor megtudhatjuk, hogy a Leiden-mutacid az V faktor génjében a 36722. poziciét
érintheti (Iasd 20. dbra).

kivadgott mRNS darab 1 agcagatccctggacaggcg 20

EEREERERERRRRR R
gén részlet 36703 AGCAGATCCCTGGACAGGCE 36722

[Alternativ szoveg: 20. dbra: Leiden-mutacio az V faktor génjében]

[Képalairds: 20. abra: Leiden-mutdcid az V faktor génjében]

Ezek utan primereket kell tervezni az allélspecifikus PCR-hez erre a génrégidra. Az egyik primert ugy
tervezziik, hogy a 36722. pozicié a primer 3' végén legyen (az 5' végen nem lenne annyira specifikus).
Ebbdl a primerbdl kell egy vad és egy Leiden-mutans tipus is. A masik primer ettdl tetsz6leges, 150-

% Korédbban a ¢cDNS konyvtart (pl. majbol) izolalt mRNS-b8l készitették reverz transzkripciéval. Ehhez az
mRNS-en 1év6 poliA szignalt hasznaltdk. Az oligo dT primer hozzékapcsolodik a poliA farokhoz. Ezt a részt
(kett6s szalu szakasz (mRNS és oligo dT)) felismeri a reverz transzkriptaz és masol egy DNS szalat, amibdl a
c¢DNS lesz. De az enzim nem biztos, hogy elér az mRNS "elejére" (5' végéhez), mert lehet, hogy nincs elég
ideje. Emiatt a cDNS 5' vége bizonytalan. Az a cDNS (mRNS), amivel eredetileg kiszamoltdk a Leiden-
mutécio helyét nem tartalmazta a valodi mRNS elejét. Ez volt az eredeti NCBI GenBank rekord, melynek az
elejétdl szamolva a mutacié az 1691. pozicidban volt. Késébb, a Human Genom Program (és az mRNS-ek
alaposabb vizsgélata) miatt kideriilt, hogy az igazi mRNS 56 nukleotiddal hosszabb, mint az elsé idevagd
GenBank rekord. A helyes valtozat (amelyiket most mar a genom program ¢és mas kisérletek is
megerdsitettek) esetében a mutacio az 1746-os pozicidban van.


http://omim.org/entry/612309#0001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000130
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000130

1000 bazisnyira helyezkedik el. Az allélspecifikus PCR-t elGsz6r a vad tipusu, majd a mutans primerrel
(és azonos parjukkal) végezziik el. Az eredményt gélre visszik (21. dbra). Ha csak a vad tipusu
primerrel kaptunk eredményt, akkor a vizsgdlt személy erre a betegségre nézve egészséges volt; ha
csak a mutdns primerrel, akkor homozigéta Leiden-mutdns; ha pedig mindkét primerrel, akkor
heterozigota.

a) b) c)
[Alternativ szoveg: 21. dbra: A Leiden-mutacio kimutatasa PCR-rel]

[Képaldiras: 21. dbra: A Leiden-mutacié kimutatdsa PCR-rel. A gélelekrtoforézis eredmény rajza: a)
egészséges minta; b) Leiden homozigéta minta; c) heterozigdta minta. W: vad tipusu primer; L:
Leiden-mutacids primer]

Primer tervezés a Leiden-mutacio allélspecifikus PCR-rel térténé
kimutatasahoz

1. Internet bongész6 programban nyissuk meg az NCBI oldalat: www.ncbi.nlm.nih.gov. Az NCBI
GenBankban (Nucleotide) a coagulation factor V keresGszavak hasznalataval és a Homo
sapiens sz(kitéssel (jobb oldalon: Top organisms) keressiik meg a megfelel6 mMRNS és genomi
DNS (gén) rekordokat, és és nyissuk meg 6ket kiilon lapokon:

Homo sapiens coagulation factor V (proaccelerin, labile factor) (F5), mRNA; NM_000130
Homo sapiens coagulation factor V (proaccelerin, labile factor) (F5), RefSeqGene on
chromosome 1, NG 011806

2. Az mRNS-ben keressiik meg az 1746. nukleotidot, jeloljik ki ezt, és az elGtte Iév6 19 bazist. Az
oligonukleotidot masoljuk be egy text file-ba, és mentsiik el Mut_place.fasta néven.

3. Alementett Mut_place.fasta file-bdl hozzunk létre fasta szekvencia formatumot, gy hogy az
elejére irjunk egy fejlécet: >Mut_place. Utana sortorés (enter), és mentsik le.

4. A gén szekvenciat is mentsik le fasta formatumban (jobbra fent: Download - FASTA),
VFactor_gene.fasta néven.

5. Az EMBOSS bioinformatikai programcsomag segitségével keressiik meg a génben azt a
poziciét, melyet a Leiden-mutacio érinthet: Nyissuk meg az EMBQOSS online verzidjat pl. a
emboss.bioinformatics.nl honlapon. A bal oldali mentiben taldlhaté ALIGNMENT LOCAL
csoportbdl kattintsunk a wordmatch-re. 1. szekvencianak toltstuk fel a Mut_place.fasta-t, 2-
nak a VFactor_gene.fasta-t. A keres6 sz6 hosszat (Word size) éllitsuk 20-ra. Az illesztés
formajanak (Alignment format) az old EMBOSS format-ot valasszuk. Nyomjuk meg a run
wordmatch gombot. A kapott eredménybdl |atszik, hogy a genomi szekvencidban a 36722.
nukleotid a Leiden mutacio helye.

6. Nyissuk meg a Primer3Plus on-line primer-tervezd programot a www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi webhelyrdl és toltsik be a VFactor_gene.fasta szekvenciat
(22. dbra).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000130
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_011806
http://emboss.sourceforge.net/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi

6.1. Bal oldali primernek adjuk meg a CAGATCCCTGGACAGGCG szekvenciat (Pick left primer
or use left primer below). Melynek az utolsd bazisa esik majd a gén 36722.
nukleotidjara.

6.2. Az altalanos bedllitasok (General Settings) flilnél irjunk be egy nagyobb —
gélelekrtoforézissel konnyebben kimutathaté — termék méretet (Product Size Ranges:
501-600). A primer-tervezés elinditdsdhoz nyomjuk meg a Pick Primers gombot (z6ld
gomb, jobb oldalon feliil).

6.3. A kapott alternativ eredmények koziil a program a legjobbat jeleniti meg a lap tetején.
Nézziik meg, hogy a két primer olvadaspontja mennyire tér el egymastdl, illetve, hogy a
megadott baloldali primer megfelel6-e. Az oldalt legorgetve a szoftver kékkel kiemelve
jelzi a szekvencidban a bal- és sargdval a jobb primer helyét. Tovabbi megfelel§
primereket és statisztikat a lap aljan talalunk.

6.4. Ctrl+C billenty(ikkel masoljuk ki a jobb primer szekvencidjat (Right Primer 1) a
vagdlapra. A < Back gombbal menjiink vissza, és menjiink a f6ablakba (Main). Ctrl+V-vel
illessziik be a jobb primer szekvenciajat a jobb primer helyére (Pick right primer or use
right primer below (5'->3' on opposite strand)). Ctrl+C-vel masoljuk ki a bal primer
szekvencidjat a Ctrl+F-fel elGhivott bongész6-keresGablakba, és tisslink entert. Hogy a
Leiden-mutacidnak megfelelS primerek olvadasi h6mérsékletét is megtudjuk, a gén
szekvencidban megtaldlt oligonukleotid els6 bazisat és a bal primer elsé bazisat
valtoztassuk G-rél, A-ra és nyomjuk meg a Pick Primers gombot.

s Primer3Manager Hel
Primer3Plus M
pick primers from a DNA sequence About Source Code

. - Select primer pairs to detect the given template sequence.
Task: |Detection ~ Optionally targets and included/excluded regions can be specified HE IS Reset Form

Main General Settings Advanced Settings Internal Oligo Penalty Weights
Sequence Quality

Sequence Id: | |
Paste source sequence below Or upload sequence file: Tallozas... Upload File

GTIGITTG GAGCTGG. AGTC. ARTGT

GGACAATGCCAGATATAACAGITIGIGCCCATGACCACATCAGCTGG hd

G
CACAGTCAATGGATATGTGAATG

Mark selected region: | <= |[ [1 /[ {} || Clear Save Sequence

Excluded Regions: < | | =
Targets: [ | 1
Included Region: {| | 3

¥ Pick left primer Pick hybridization probe & Pick right primer or use right
or use left primer below. (internal oligo) or use oligo below. primer
below (5'->3' on opposite strand).

[Alternativ szoveg: 22. dbra: A Primer3Plus szoftver kezel6fellilete]

[Képalairds: 22. abra: A Primer3Plus szoftver kezel6fellilete]



Y kromoszéma mikrodelécio

A WHO* felmérése szerint a reproduktiv korban 1évé parok 15-20%-a meddének tekinthetd, vagyis
esetlikben két évi prébdlkozas utan sem jon létre terhesség. A medd&ség nem csak a n6k betegsége,
az esetek kb. 40-50%-aban a férfi felel6s a gyermektelenségért. A kutaték minden ilyen esetben
megprobaljdk meghatdrozni a spermium képzés rendellenességének okat. Fizioldgiai okok hidnydban
felmeril a genetikai rendellenesség lehetGsége. A nemi kromoszomadk szambeli eltérésén kiviil, az Y
kromoszéma szerkezeti rendellenességei is okozhatjdk a zavart. Az Y kromoszdma nem szerkezeti
sajatossagabdl addddan relativ gyakran fordulnak el6 rajta hosszabb-rovidebb DNS szakaszt érint6
delécidk. Amennyiben ezek a delécidk az tgynevezett AZF (AZF: Azoospermia™ Faktor, 23. dbra)
régidkra esnek, a himivarsejt képzés zavart szenved. Az AZF régidkat AZFa, AZFb, AZFc és proximdlis
AZFc vagy AZFd-nek nevezik, melyek az Y kromoszéma hosszu karjan, a 23. dbrdn lathaté médon
helyezkednek el. A spermatogenezisben fontos szerepet jatszé géneket (pl. a DAZ = Deleted in
Azoospermia gén) tartalmazé a AZF régidk részleges, vagy teljes hidnya kovetkeztében a
himivarsejtek termel6dése és érése kiilonb6zé mértékben karosodik. Ugyan az itt taldlhatd gének
pontos szerepe még nem ismert, az infertilis (meddg) férfiak 7-15%-ban, mig az azoospermias férfiak
70-80%-ban talaltak delécidt valamely AZF régidban. Az AZFa régid delécidja esetén a pdaciensek 75
%-anal Sertoli cell only szindréma, 25 %-anal parcialis érési gatlas figyelhet6 meg. Az ilyen betegek
nem, vagy csak csdokkent mértékben képesek egészséges spermiumokat létrehozni. Az AZFb és AZFc
régidk delécidja esetén azoospermia vagy oligozoospermia (csokkent a spermium termelés)
figyelhet6 meg. Az AZFd hidnya esetén az azoospermiatdl kezdve az abnormdlis morfoldgiaval tarsuld
normospermids allapotig szamos varians kialakulhat. A tobb AZF régidt érinté delécidk sulyosabb
tlinetekkel jarnak.

Az asszisztalt reprodukciét igénybevev6k betegeknél (vagyis a lombik-bébi programban
résztvevoknél) a mutacio atorokithets. A nem mozaikos Y kromoszdma mikrodeléciot hordozo férfiak
fiai @ mutacidt az esetek 100%-aban 6roklik. A parnak ajanlatos genetikai tanacsadason részt venni.
Az Y mikrodeléciét hordozé apak, valamint a nem tisztazott okok miatt infertilis apak fiait is vizsgalni
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kell.

[Alternativ szoveg: 23. abra: Az Y kromoszéma mikrodelécidi]

[Képalairds: 23. dbra: Az Y kromoszédma mikrodelécidi]

Y kromoszédma mikrodelécioé kimutatasa

Az Y kromoszdma mikrodelécié vizsgdlatdt minden azoospermids beteg esetében, valamint a férfi
infertilitdsa miatt in vitro fertilizaciéra jelentkez6 parok férfi tagjanal ajanlott elvégezni. A vizsgalat
soran szajnyalkahartyabdl vett mintdbdl az AZFa, -b és -c régidk ismert szekvencidju részeit
amplifikaljdk multiplex PCR mddszerrel. Az ismert szekvencidkat tobb fliggetlen STS hely jelenti. Az
STS-ek jelenléte vagy hidnya egyértelmden bizonyitja a vizsgalt régié épségét vagy delécidjat. A PCR
eredmény alapjan megallapithatd, hogy van-e olyan Y kromoszéma mikrodelécio, mely a medd&séget
megmagyarazza, illetve ha van, akkor melyik AZF régiét érinti. Vagyis, ha az amplifikacié sikertelen,
igazolhatd az adott régiét érinté mikrodelécid. Attdl fliggben, hogy a delécié milyen terjedelmd, és
melyik AZF régidéra esik, a himivarsejtképz6dés kiilonb6z6 mértékben lehet karosodott, s ennek
megfelel6en kilonféle megoldasok léteznek arra, hogy a medddséget orvosoljdk. Ha delécid
kimutathatd, elkeriilhet6k a felesleges mitéti beavatkozasok, gydgyszeres kezelések.

A multiplex PCR reakciét ugy tervezzilk meg, hogy azzal kimutathatd legyen az AZFa, -b és -c régo, az
SRY (tesztisz meghatdarozo faktor) és a ZFX (Zink Finger protein) gén. Az AZF régidkban a kovetkez6
STS-eket vizsgalhatjuk: AZFa: SY84, SY86; AZFb: SY127, SY134; AZFc: SY254, SY255 (mindkett6 a DAZ,
Deleted in Azoospermia génben van). Ezen STS markerekkel, multiplex PCR segitségével a 3 régio
valamelyikére sz(ikithet6 a delécié és tovdbbi STS markerek hasznalhatdk a région bellli delécio
térképezéséhez. Minden STS markerre primert terveziink (vagy készen vessziik). Az SRY gén a harom
AZF régidn kivil taldlhatd, ezt belsé DNS kontrollként alkalmazzuk, amely azt igazolja, hogy egyaltalan
volt Y kromoszdma a mintaban. A ZFX egy az X kromoszémara jellemz6 gén. Pozitiv kiilsé kontrollnak
egy fertilis férfi DNS-ét analizaljuk. Negativ kontrollként pedig egy n6é DNS-ét (melyen biztosan
megtaldlhatd a ZFX régid), illetve egy DNS nélkili mintat hasznalunk. Egy minta akkor tekinthetd
pozitivnak egy adott STS-re nézve, ha a PCR termék — a ra jellemz6 méretnek megfelel6 helyen —
jelen van az agardz gélen (24. dbra, 1. tdbldzat).



[Alternativ szoveg: 24. dbra: Y kromoszoma mikrodelécid két multiplex PCR vizsgalati eredményeil]

[Képalairds: 24. abra: Y kromoszéma mikrodelécid két multiplex PCR vizsgalati eredményei: Mintak:
1.: méret marker; 2.: viz; 3.: n6; 4.: egészséges férfi; 5.: férfi, hianyzé AZFb régidval; 6.: férfi, hianyzé
AZFc régidval.”® Tovabbi magyarazatot ldsd az 1. tablazatban.]

1. tdblazat: Magyarazat a 24. dbrahoz

Abra  Régio STS hossz (NT)

[La,ll.a ZFX 4 495
ILb,II.b SRY GDB: 309125 472
I.c AZFc sY254 400
Id AZFa sY84 320
I.e AZFb sY127 274
II.f AZFa sY86 326
II.g AZFb sY134 301
II.h  AZFc sY255 126

% Az eredeti 4bra forrasa: Simoni M, Bakker E, Eurlings MC, Matthijs G, Moro E, Miiller CR & Vogt PH
(1999) Laboratory guidelines for molecular diagnosis of Y -chromosomal microdeletions. /nt. J. Androl. 22:
292-299.



http://experimentalchirurgie.klinikum.uni-heidelberg.de/fileadmin/frauenklinik/Gyn_Endokrinologie/images/PDF/Simoni_etal1999.pdf

C. elegans genetika — genetikai Utvonalelemzés

Dr. Vellai Tibor egyetemi docens és Kovacsné Dr. Sigmond Timea egyetemi tanarsegéd

ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék

A gyakorlat célja

A Caenorhabditis elegans fonalféreg, mint genetikai modellorganizmus bemutatasa, himndés
(6nmegtermékenyité hermafrodita) és him egyedek elkiilonitése, valamint morfolégiai mutansok
felismerése. Kiemelt szerepet kap a kettGs mutans (episztazis) analizis, amely soran a hallgaték
genetikai utvonalak komponensei kozott haté szabalyozasi kapcsolatokat (ki szabalyoz és kit
szabdlyoznak”, azaz mely komponens van upstream — ,,el6l” az utvonalban — és mely komponens
hat downstream — ,,hatul” — az utvonalban) hataroznak meg.
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1. abra. A Caenorhabditis elegans fonalféreg. Fénymikroszkdpos felvétel egy hermafrodita

(himnds) feln6tt allatrél (kdzépen). Az dllat feji (anterior) végén (alul) jol lathatd a garat két
bulbusza és a szdjnyilds. A poszterior vég (felll) cérnaszerlien elvékonyodik. A testen
végighuzdédd sarga ,,szemcsék” a bél autofluoreszcens granulumai.



A C. elegans altalanos jellemzése

A Caenorhabditis elegans mérsékelt égovi, talajban szabadon é16, baktériumokat fogyasztd, 1,2 mm
hosszusagu fonalféreg (1. abra). 25°C-on a megtermékenyitett petesejt 52 6ra alatt fejlédik ki
ivarérett feln6tté. A felnétt allatok 4-6 napig képesek szaporodni, majd a reproduktiv id6szak utan
még korilbelil 7-10 napig élnek. Egy hermafrodita allat viszonylag nagyszamu (kozel 250) utédot
képes létrehozni. Kis testméretnek készénhetéen a mikroorganizmusokhoz hasonléan mdianyag Petri
lemezeken, atlatszé agar felileten (NGM — Nematode Growth Medium) lehet laboratoriumi
korilmények kozott nagy szamban fenntartani (Brenner, 1974). A fenntartas soran taplalékként E.
coli OP50 baktérium torzset haszndlnak.

A C. elegans fonalféreg faj az 1970-es évek kozepétdl valt a genetikai analizis egyik kozkedvelt
genetikai modell rendszerévé (Brenner, 1974). Sydney Brenner (2. abra) eredetileg fejlédésgenetikai
problémak megvalaszolasara és az idegrendszer mikodésének tanulmanyozasara valasztotta ki ezt az
él6lényt (3. dbra).

2. Abra. Sydney Brenner (1963). ,/ would like to tame a small metazoan..” (szeretnék
megszeliditeni egy kicsi allati szervezetet). Brenner viélasztotta a C.
elegans-t genetikai modellszervezetnek. Ma tébb mint 1000 C. elegans
laboratdrium taldlhatd a kiilénb6z6 orszagokban.

3.  Abra. Brenner

levele Max Perutz-hoz, az
MRC (Medical Research
Center, Cambridge, UK)
akkori igazgatdjahoz.

Brenner's letter to Max Perutz
(1963)

"Dear Max, Max Perutz

It is now widely realized that nearly all the "classical
problems of molecular biclogy have either been solved or will
be solved inthe next decade. The entry of large numbers of
American biochemists into the field will ensure that all the
chemical details of replication and transcription will be
elucidated. Because of this, I have long felt that the future of
molecular biology lies in the extension of research to other
fields of biology, notably development and the nervous
system.”

Az allat testét alkotd kozel
-Sydney Brenner ezer szomatikus sejt koézdl
302 idegsejt, amelyek koézel 5000 szinapszist hoznak Iétre (Ward és mtsai., 1975). Idegrendszere elég




komplex ahhoz, hogy az allat képes legyen a tanuldsra, bonyolult mozgasi folyamatokra, viselkedésre
és érzékelésre. Ugyanakkor elegend6en egyszer(i ahhoz, hogy laboratériumi korilmények kozott
egyedi sejtszinten is tanulmanyozhatdak legyenek ezek a bioldgiai folyamatok genetikai eszk6zokkel.

A C .elegans fejlédésmenete

Az embridgenezist kbvetGen a C. elegans 4 larvastadiumon (L1-L4) keresztul fejlédik felnétt allapotba
(4. abra). A larvastadiumok kozott az allat egy-egy vedlési (un. lethargus) stadiumon megy keresztil.
Lethargus allapotban az allat nem mozog, nem tdplalkozik, garatmikddése ledll. Az Gj kutikula
kialakuldsa utdn a feji részen megreped a régi kutikula, és az allat kicsuszik belSle. Nagy populacid
sir(iség és/vagy taplalékhidny esetén az allatok egy alternativ ,kitartd forma” (un. dauer)
larvastadiumba fejlédnek (4. dbra). A dauer larvastadium az L1 stddiumban érzékelt ingerek, mint pl.
a tulnépesedés (dauer feromon), taplalékhiany, vagy magas h6mérséklet hatasara alakul ki (Riddle és
Albert, 1997). A dauer fejlédést inicialé ingereket az allat a fején |évé kemoreceptorokon keresztill
érzékeli. A dauer larva a fejl6dése soran makroerg molekuldkat halmoz fel, dauer larvaként pedig
nem tapldlkozik, hanem tartaléktapanyagait égeti (szemianabidzis). Ez a fejlédési forma rendkiviil
ellenalld, kutikuldja vastag, majdnem teljesen zart. A dauer larva akdr 6 hénapig is képes életben
maradni, mikozben bioldgiai értelemben nem oOregszik (non-aging fejlédési forma). Kedvezé
korilmények hatdsidra a dauer larva L4 stadiumd larvava alakul (recovery), majd folytatja a
reproduktiv egyedfejl6dési ciklust.

Felnétt

Embridé

1. Abra. A C. elegans fejlédésmenete. Az embriondlis fejlédést kovetéen az dllat 4 ldrvastidiumon
keresztiil éri el a felnott kort. Kedvezotlen koriilmények egy alternativ larvaforma, az un. dauer
larva alakul ki, amely akdr 6 honapig is életképes, és a kedvezdtlen koriilmények dtvészelésére
specializalodott (a dauer ldarvdt erds, detergensekkel szemben ellendllo kutikula védi; nem
taplalkozik; alig mozog; nem novekszik és alig metabolizdl). A kép also sarkdban egy dauer larva
fénymikroszkdpos képe lathato. Az dllat kb. akkora, mint egy L3 stadiumu ldrva. A belében
felhalmozodo lipidcseppek miatt a dauer ldarva sétét szinii.



Sejtvonalak

A C. elegans sejtjeinek leszarmazasi sorsa invaridns és meghatarozott (5. dabra). Attetszd,
fénymikroszkép alatt transzparens testfaldnak koszonhet6en - maig egyediliként a soksejtliek
korében - 1983-ra meghatdrozasra kerilt az éllat teljes sejtleszarmazasi térképe (cell lineage), azaz
minden testi sejt szliletése, osztddasi sikja, és tovabbi egyedfejlédési sorsa (Sulston és Horvitz, 1977).
Ez a sejtsors térkép adatbazisbdl elérhetd.

orak zigota
embrionalis
osztodasok
10— farinx + idegsejtek Ry 2 bél \
20—
posztembrionalis
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30—
40—
50 . f vulva fopeteatanoand
Spiorg szomatikus gonad

5. dbra. A C. elegans sejtsors térképe. Baloldalon az egyedfejlédés orakban megadott stadiumai
(25°C-on). Kis vonal jelzi a sejtleszdarmazdsi fa tetején a zigotdt, majd alatta uijabb vonalak jelzik a
2-sejtes, 4-sejtes ... stadiumokat. Szdamos szovet (pl. a vulva szovet) csak az késobbi larva
stadiumokban alakul ki.

Az allat egyedfejl6dése egyedi sejtszinten meghatdrozott Nomarski (DIC, differential interference
contrast) optikdval felszerelt fénymikroszkdpia segitségével (6. dbra). Ez alapjan megallapitottak,
hogy a szbvetek egy része csak egy adott embriondlis alapitd sejtbdl (blasztéma) szarmaznak, mig
mas szovettipusok kialakitdsaban tobbféle alapitd sejt vesz részt (7. dbra). A bélszovetet felépitd 20
sejt példaul mind az embriondlis E sejt leszarmazottai.



6. abra. A C. elegans embriondlis egyedfejl6désének diszkrét stadiumai. Bal oldalon a
megtermékenyitett petesejt, jobb oldalon pedig a peteburokbdl kikel§ L1 |arva képe lathatd. Ezekben
a stddiumokban minden egyes szomatikus sejt egyedileg azonosithaté. Ez lehet6vé tette, hogy az
allat egyedfejlédése egyedi sejtszinten vizsgalhaté legyen.

Megtermékenyitett
petesejt




7. dbra. A blasztomérak (alapité sejtek) kialakulasa a C. elegans korai embridgenezise soran. A
zigdta osztodasaval egy anterior AB és egy poszterior P; sejt képz&dik (2-sejtes embrid). A P, sejt
tovabbi osztédasaval jon létre a csiravonal (P sejt leszarmazottak; P, Ps, ...). Az AB sejt osztddasaval
egy anterior Aba és egy poszterior ABp sejt képzédik. A sejtek nevét a sejtmagok megfelel§ szinei
jelolik. Az E sejt hozza létre a felnGtt allat 20 bélsejtjét. A felnStt idegrendszer kialakitdsaban viszont
tobbféle blasztéma (pl. Aba, ABp és MS) vesz részt.

A C. elegans anatéomidja

A feln6tt allat testfelépitése a tobbi nematoddhoz hasonldan tagolatlan, henger alaku, a farki végen
elkeskenyedd (8. abra). A hermafrodita C. elegans egyedfejl6dése sordn Gsszesen 1090 testi sejt
keletkezik, amelyb6l 131 apoptdzissal (programozott sejthaldl) elpusztul az embrionalis vagy larvalis
fejlédési szakaszokban (Sulston és Horvitz, 1977). A kifejlett hermafroditat végil 959 testi sejt alkotja.
A himek a hermafroditaknal fragilisabb felépités(iek, felnStt korban 1031 testi sejttel rendelkeznek.

Vulva Végbél

Garat Peték
Béliireg Petesejtek Gonadkarok

Petefészek

8. dbra. A hermafrodita testfelépitése. A felnGtt allat testfelépitése a tobbi nematodahoz hasonldan
tagolatlan, henger alaku, a farki végen elkeskenyedd. Az emészt§ rendszert az izmos garat, az



egyenes lefutdsu bélcsé és a végbél alkotja. Az ivarszerv az ,U” alaki gonadkarokbdl és a test
kozéptajan nyild vulvabdl all.

Az dllat emésztérendszere kétnyildsu. A szajnyilas az izmos falu garatban folytatddik, amit az egyenes
lefutdsu bél kbvet. Hermafroditakban a végbél a farok el6tt végzddik, himekben a spermavezetékkel
egyltt a parzdézaszldban végzédik. A hermafroditdak gonadja paros ,U” alaku szerv. A petesejtek a
spermatékaban termékenyiilnek meg, a peték lerakasig az uteruszban tarolddnak. A vulva az allat
hasanak kozéptajan nyilik. Himekben a gonad egykaru.

A C. elegans ivari dimorfizmusa

A C. elegans specidlis ivari dimorfizmust mutat: két nemet — 6nmegtermékenyité hermafroditakat,
valamint himeket — kilénboztethetiink meg (9. abra) (Hodgkin, 1987). A hermafroditak a tiszta
genetikai vonalak fenntartasat, a himek a genetikai vonalak kombinaldsat (keresztezést) teszik
lehetévé. A hermafroditak 6t par testi és egy par ivari kromoszémaval rendelkeznek (XX kariotipus).
Az L4 |ldrvastadiumban csak spermiumokat, feln6tt korban csak petesejteket termelnek,
onmegtermékenyitéssel 200-300 utédot hoznak létre. A himek csak egy darab X-kromoszémat
hordoznak. Ez a XO kariotipus a meiotikus kromoszoémak szét nem-valasanak (non-disjunction)
eredményeként jon létre. A természetes populdcidkban koérilbelll 0,2 % ardanyban vannak himek.
Megtermékenyitéskor a him spermiumainak szelekciés el6nye van a hermafrodita spermiumokkal
szemben. A megtermékenyitett hermafrodita akar 1000 utddot is lerakhat. Keresztezés
eredményeként a nemek ardnya 1:1 lesz. Bizonyos X kromoszéma szegregacidért felel6s gének
(példaul him-8) funkcidvesztéses mutacioja kovetkeztében a himek ardnya akar a 37 %-ot is elérheti a
populacidban himekkel tortént megtermékenyités nélkil is (Hodgkin, 1979).

9. abra. A C. elegans ivari dimorfizmusa. Az dnmegtermékenyité hermafroditanal (A panel) a him (B
panel) kisebb és vékonyabb testfelépitésii, teste poszterior végen a zdszlonak nevezett pdarzoszerv
taldalhato (C panel). Az A és B panelek azonos nagyitassal késziiltek. A felnott dllatok testén a
gondadokat vilagos foltokként lathatoak.



A C. elegans, mint genetikai modellrendszer

A C. elegans genomja volt az els6 megszekvenaltdk metzoan genom (10. abra) (Hodgkin és mtsai.,
1998). Genetikai allomanya kompakt, minddssze 100 Mb-nyi szekvencia kdédolja a genomban
taldlhato 19.700 nyitott leolvasasi keretet (potencialis gén, ORF — open reading frame). Ezek 70%-
anak van humadn ortolégja. A C. elegans genom 12 %-a transzpozabilis eredetl, amelyek donté
tobbsége elvesztette mobilitasat. A legjobban jellemzett transzpozonokat (Tcl-et és Mos1), mutans
allélek izoldlasahoz hasznaljak fel (Johansen és Baillei, 1988). Kémiai és fizikai mutagenezist
elsGsorban EMS (etil-metan-szulfonat), psoralén és rontgensugarzas segitségével végeznek (Johnsen
és Baillie, 1997). A mutans torzsek egy torzsnévvel (pl. BC1370) rendelkeznek, és a mutans alléleket is
név alapjan azonositjak (pl. daf-2(e1370)). Jelenleg kdzel 6000 C. elegans gént jellemeztek mutans
alléllel, és folyamatban van a szisztematikus (minden génre kiterjed§) delécids mutansok
el6allitasanak projektje (gene knockout project). A C. elegans kutatasok eredményeit internetes
adatbazisok foglaljak 6ssze. A genetikai informacidok a WormBase portalon (www.wormbase.org), az
anatémiai adatbazis a ,,wormatlas.org” cimen, a nemzetkozi térzsgyljtemény (CGC: Caenorhabditis
Genetics Center) pedig a biosci.umn.Edu/CGC/CGC honlapon érhet6 el.
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10. abra. A C. elegans genom egy részlete. Az adott kromoszémat hosszi YAC (yeast artificial
chromosome) és révidebb cosmid klénok fedik le. A kromoszéma szakaszt atfedé kldonok sarga szinnel
vannak jelolve. Ezek alkotjdk a kontigot (klénokkal teljesen lefedett kromoszéma szakasz). A
kromoszémat jelolS zold vonal alatt azok a gének talalhatéak, amelyeket az adott genomi régiéba
térképeztek vagy klénoztak.

Keresztezés

Kettds mutansok elallitdsdahoz az egyik torzs hermafroditdit keresztezziik a masik térzs himjeivel.
Laboratdriumi kértlmények kozott him egyedeket vad tipusu allatok rendszeres keresztezésével,



him-8 mutansok vagy him-8 géncsendesitéssel (RNS interferencia, RNSi) hasznalataval kapunk. A
keresztezést ugy kell megtervezni, hogy mindig a normalisan mozgd mutdnsbdl hozunk létre him
egyedeket. A hermafroditak kés6i L4 vagy fiatal feln6tt kordak legyenek, ellenkezé esetben sok
onmegtermékenyitett petesejtet tartalmazhatnak. Bar a him egyedek képesek megtermékenyiteni a
hermafroditdkat, a keresztezés kildnleges koriilményeket igényel. A néstények igyekeznek elkerilni
a folyton partnert keresé himeket. Hogy csokkentsiik a hermafroditdk menekiilési mozgasterét, az
NGM lemez 4/5-6d részét eltavolitjuk, tgyelve, hogy a fennmaradd részen elegendd OP50 baktérium
maradjon. A himeket nagy feleslegben alkalmazzuk. 3-4 L4 hermafrodita mellé 10-15 him egyedet
teszlink. Az allatokat egy éjszakan at 20°C-on tartjuk, majd masnap a hermafroditakat egyesével
kilon-kilon lemezekre rakjuk. Akkor volt sikeres a megtermékenyités, ha az F1 generdcié nagyszamu
himet tartalmaz. Az F1 nemzedékbdl a hermafroditdkat még larvaként egyesével kilon lemezekre
tessziik (meggatolva a himekkel torténd keresztezést), majd az F2 nemzedéket teszteljiik az adott
mutans fenotipusokra.

RNS interferencia a C. elegans-ban

A funkcionalis vizsgdlatokat mutans allélek mellett RNSi alkalmazdsdval végeznek (Timmons és Fire,
1998; Conte és Mello, 2003). Az RNSi jelenségét duplaszali RNS (dsRNS) valtja ki, amely a vele
homoldg szekvenciagji mRNS degradacidjahoz vagy transzlaciés gdatldsdhoz vezet. Az RNSi
hasznalataval valdjaban ,fenoképiat” kapunk (fenotipust kialakitd mutans allél nem taladlhaté a
genomban). C. elegans-ban a mddszer igen nagy hatasfokkal mdkodik. A hatds sejtrél-sejtre és
szovetrdl-szovetre terjed (szisztematikus), és az utédokba is atjut (Fire és mtsai, 1998; Conte és
Mello, 2003).

A dsRNS az allat testébe kdzvetleniil injektalhatd. Ujabban a taplalékként hasznalt baktériumban
expresszaljdk a kivant dsRNS-t (,etetéses moddszer”; Alcazar és mtsai., 2008). A teljes
genomszekvencia ismeretében elviekben barmely gén csendesithetd. A kisérletek tervezésénél
kiilonos gondossaggal kell eljarni az Un. aspecifikus off target hatasok elkertléséért (csak az adott
génre jellemz6 egyedi szekvencidra tervezziik az RNSi klént).

Genetikai transzformdcio

Az allatok transzformaldsdval lehetGség nyilik a gének expresszidés mintazatanak feltardsara, fehérjék
expresszaldsdra, illetve DNS szabalyzd elemek vizsgalatara (11. abra). A transzformacid térténhet
injektaldssal, ami altaldban instabil extrakromoszédmalis DNS-t eredményez, vagy génpuska
(bombarding) technikaval, ami nagy valdszin(iséggel a transzgén integracidjahoz vezet (Berezikov és
mtsai., 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Alcazar%20RM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.wormbook.org/chapters/www_transformationmicroinjection/transformationmicroinjection.html#bib1
http://www.wormbook.org/chapters/www_transformationmicroinjection/transformationmicroinjection.html#bib1

11. abra Transzgénikus C. elegans. A bec-1::gfp transzgén expresszios mintdzata egy L4
stadiumu larvaban. A gfp (green fluorescence protein — zéld fluoreszcens fehérje) riporter
gén csak meghatdarozott sejtekben expresszdlodik egy adott egyedfejlodési dllapotban
(expresszios mintdzat). Az expresszalo (aktiv) sejteket zold szin jeloli.

A C. elegans-on végzett genetikai vizsgdlatok vezettek el a programozott sejthalal genetikajanak és

The Nobel Prize in Physiology or Medicine, 2002

"for their discoveries concerning genetic regulation of organ
development and programmed cell death”

Sydney Brenner H. Robert Horvitz John E. Sulston

szamos jeldtviteli Utvonal mechanizmusanak megértéséhez. Sydney Brennert és két kozvetlen
tanitvanyat, John Sulstont és Robert H. Horvitzot 2002-ben élettani és orvosi Nobel-dijjal jutalmaztak
a szervfejl6dés (az ebben szerepet jatszo jelatviteli utak) és az apoptodzis genetikai szabalyozdsanak
feltarasaért (12. abra). 2006-ban Andrew Fire és Craig Mello szintén orvosi Nobel-dijban részesdlt az
RNS interferencia folyamatanak C. elegansban tortént felfedezéséért (13. abra). 2008-ban a kémiai
Nobel dijat Martin Chalfie kapta a zold fluoreszcens fehérjén (GFP) alapuld expresszids rendszerek
kidolgozasaért, amelyhez szintén a C. elegans-t haszndlta modell rendszerként.



The Nobel Prize in Physiology or Medicine, 2006

"for their discovery of RNA interference - gene silencing by double-stranded RNA"

Andrew Z. Fire Craig C. Mello

12. 3dbra. A 2002-es orvosi Nobel dijasok. A képen lathaté hdrom kutaté C. elegans-on végzett
kisérletekért részesilt az elismerésben. Horvitz és Sulston Brenner egyik elsé tanitvanyai voltak. Az
elismerésben igy egy genetikai iskola részesiilt.

13. dbra. A 2006. évi orvosi Nobel dijasok. Fire és Mello C. elegans-ban fedezték fel a géncsendesités
(RNS interferencia) molekuldris mechanizmusat.

I. Munka a C. elegans-szal

A C. elegans gyakorlatra az altalanos tliz- és munkavédelmi szabdlyok érvényesek. A gyakorlaton a C.
elegans torzseket Petri lemezekben vizsgdljak. A lemezekben NGM agar talalhatd, amit csikokban E.
coli OP50 baktérium fed. Az agar felszinén lathatdak a kdzel 1 mm hosszu, fehérnek ting allatok. Az
allatokat szteredmikroszképpal vizsgdljuk alsé megvildgitassal (14. abra). A mikroszkdpra a lemezeket
fedével lefelé helyezhetjik el. Ha igy nem tudjuk a megfelel6 fdékusztdvolsagot beallitani,
megfordithatjuk a lemezt, és a vizsgédlat idejére levehetjiik a tetejét. Ugyeljink arra, hogy a
mikroszkép ne szennyezddjon! A mikroszkdpot mindig csak a vizsgalat idejére tartsuk bekapcsolva. Ez
egyrészt fontos a mikroszkdp élettartama miatt. Masrészt a C. elegans érzékeny a melegre. Ha
tulmelegedett mikroszképon vizsgaljuk, az allatok elpusztulhatnak. Ne nyuljunk a taptalajba! Ezzel a
lemez fert6z6dése is minimalisra csokkenthetd. A C. elegans nem veszélyes az emberi szervezetre. A
tapldlékaul haszndlt E. coli OP50 tbrzs uracil auxotrdf, a Petri lemezen kivil korlatozott a
szaporoddasa. Ha a munka soran mégis szennyezédne a kezlink alapos kézmosas javasolt.



14. abra. C. elegans vizsgdalata szteredmikroszkoppal. Bal oldali panel: NGM mdanyag Petri lemezek,
melyekben agar felszinén, baktérium pazsiton (taplalék; vilagos fehér folt a lemezeken) tenyésznek az
allatok. K6zéps6 panel: az NGM agar felszinén lathatd kiilonbdz6 koru allatok. Jobb oldali panel: alul
megvilagitds szteredmikroszkop.

A gyakorlaton el6fordulé mutans torzsek

A gyakorlat elsé felében a C. elegans mutéans torzsekkel fogunk megismerkedni (15. és 16. abrak). A
vad tipusu allatot hasonlitjuk Ossze tobb féle mutdns fenotipussal. A kapott Petri csészéken
megtalaljuk a vizsgdlandd mutans torzsek nevének harombet(s roviditését. EIGszor a vad tipust (wild-
type, WT vagy N2) vizsgaljuk meg. Ennek az allatnak a fenotipusa, genotipusa megegyezik az
eredetileg izolalt C. elegans-éval. A lemezen a legnagyobb dllatok, a felnSttek formajat, mozgdsat
prébaljuk megfigyelni. Altaldban a fejiik irdnydban haladnak, szinuszoid (S-alaki) mozgassal. A
testlikben kivehet6ek az embridk. Az allatok koril lerakott embridk, valamint kisebb méretd,
mozgékony larvdkat lathatunk (14. dbra, k6zépsé panel).

A gyakorlatin vizsgalt morfoldgiai mutans torzsek:

him-8: Him (High incidence of males) fenotipus. Egy kromoszdéma-szétvalasi rendellenesség
kovetkeztében magas szdzalékban jelennek meg XO kariotipusu him egyedek. A himek karcsubbak és
mozgékonyabbak. Figyeljik meg a himek farkan a zaszl6 nevd parzé képletet!

lon-2: Lon (Long), hosszu testméret fenotipus. Az allatok megnyult testhossza a sejtek méretének
tulzott ndvekedése kovetkeztében alakul ki.

sma-6: Sma (Small) kicsi testméret fenotipus. A Lon mutanssal ellentétes fenotipus, kicsi sejtméret
eredménye.

dpy-6: Dumpy (Dpy) tdmzsi fenotipus. Ezek az allatok rovid és vastag testtel rendelkeznek.

rol-6: Rol (Roller) fenotipus. Az allatok b6rizomtomlGje spirdl irdnyban megcsavarodik a test mentén,
ett6l mozgds kozben porog az allat a hosszanti testtengely mentén. Dominans mutdcid, ezért a
mutans allélt kotranszformdcids markerként is hasznaljak.

unc-2: Unc (Uncoordinated) fenotipus. Mozgasképtelen (béna, paralizalt) allatok, az atlagosnal
rovidebbek.



lin-28: Pvl (Prodruded vulva) fenotipus. A hermafroditak vulva szovete kifordul (kitiremkedik) a test
ventralis sikjabadl.

unc-14; dpy-6: Kett6s mutdns. Mivel a két gén miikodése fliggetlen egymdstél, a kett6s mutdns
mindkét torzs fenotipusat mutatja, azaz Unc és Dpy fenotipusu egyszerre.

let-60(gf): Muv (Multivulva) fenotipus. Domindns mutacidé, a hermafrodita allatok ventralis testfalan
tobb vulvakitliremkedés lathato.

lin-39: Vul (Vulvaless) fenotipus. A hermafrodita allatokban nem fejlédik vulva szévet. Emiatt az
utdédok nem tudjak elhagyni a mama ivarszervét, az anyaban kelnek ki és kezdenek el fejlédni. Ez az
anya pusztuldsdhoz vezet, amelyet bag-of-worms — egy zsaknyi féreg — fenotipusnak is neveziink. A
Vul mutdns térzsek nem raknak le embridkat az agar felszinére.



15. abra. A gyakorlaton eléfordulo C. elegans mutans fenotipusok. WT (wild-type — vad tipus): vad
tipus; Lon (Long — hosszi): hosszit testméretii mutdns dllat; Dpy: rovid, ,,kopcos’” testalaki allat;
Unc: béna, paralizdlt allat, amely nem képese mozogni; Rol (Roller - gordiili): korbe-korbe mozgo
dllat; Pvl (Protruded vulva): kitiiremkedo vulva fenotipusu dllat; Muv (Multivulva): tobb
vulvaszovetet tartalmazo dllat; Vul (Vulvaless): vulva szovetet nem fejleszté dallat. A fenotipusok
részletesebb leirdsa a szovegben megtalalhato.



16. abra Egy unc-14; dpy-6 kettés mutans dllat. Az dllat egyszerre tomzsi, rovid és nem képes
mozogni (béna, paralizdlt). A mendeli szegregdacio az F2 nemzedékben 9:3:3:1 hasaddsi ardanyt
mutat. Az ,,1” kategoria a kettés mutinsok ardnydt mutatja, amelyek fenotipusa: Unc, Dpy.

Il. A Ras jelatviteli utvonal vizsgdlata

A gyakorlat mdsodik felében a vulva szovet kifejlédésében szerepet jatszd Ras jelatviteli dtvonal
mutansaival fogjuk az episztazis analizist gyakorolni. A Ras (RTK/Ras/MAPK, Receptor Tirozin
Kinaz/Ras/Mitogén Aktivalt Protein Kinaz) jelatviteli kaszkad egy tipikus genetikai Utvonal, amelynek
kozponti szerepe van a vulva szovet kialakitdsaban (17. abra). Az utvonal egy ligandum (EGF,
epidermal growth factor - epidermalis novekedési faktor) szekretalasaval ,kezd6dik”, amely egy
konzervélt RTK receptort aktival. A receptor aztdn egy sor citoplazmas atvivé molekula (kinazok)
aktivacioéjat eredményezi, amelyek végiil egy olyan transzkripcids faktort szabalyoznak, amely a vulva
kifejlédéséhez sziikséges célgének aktivitdsat hatdrozza meg. Az Utvonal normdlis miikddése teszi
lehet6vé a vulva indukciéjat az L3 larvastadium elején. Addig a staddiumig az allat k6zépsé része egy
,zart cs6”. A vulva szovet kialakulasaval egy nyilas (vulva) képzédik az allat ventrélis részén, amelyen
keresztil az embridk elhagyjdk a hermafrodita ivarkészilékét, illetve a him spermai a hermafroditaba
jutnak pdrosoddskor. A Ras utvonal hiperaktivdlédasa tobb vulva kifejlédését (Muv — Multivulva —
fenotipus), csokkent milkodése a vulva indukcié elmaraddsat (Vul — Vulvaless — fenotipus)
eredményezi. Ezek az egyszeres mutansok konnyen felismerhet6ek szteredmikroszkép segitségével.
A Vul és Muv fenotipusu egyszeres mutansok keresztezésével kettGs mutdnsok allithatdk eld. Vilagos,
hogy egy ilyen kett6s mutans nem lehet egyszerre Vul és Muv is, valamelyik egyszeres mutans
fenotipusa nyilvdnul meg a kett6s mutansban (vagy Vul vagy Muv lesz a kett6s mutdns fenotipusa).
Ez azt mutatja, hogy a mutans allélek altal kijel6lt gének nem fliggetlenlil 6roklédnek egymastél (nem
a mendeli 9:3:3:1 hasaddsi ardnyt mutatjak az F2 nemzedékben, ahol az 1 a kett6s mutdnsok aranya),
hanem genetikai interakciét mutatnak. Erdemes megjegyezni, hogy a Ras Utvonal szdmos
egyedfejlédési |épést szabdlyoz. A Ras Utvonalban deficiens mutans dallatok fenotipusa ezért
pleiotrop. Az Utvonal teljes hidnya korai larva életképtelenséget okozhat, de szdmos mas szerv és
szovettipus kialakulasaért felelds.



17. abra. A Ras utvonal komponensei C. elegans-ban. A Ras jelatvitelt a szomatikus gonad egyik
specialis sejtje, az un. horgonysejt (anchor cell, AC) generalja. Az AC szekretalja a LIN-3 (lineage
defective-3; hidanydban nem alakul ki a vulva szbévet sejtvonala) névekedési faktort, amely egy EGF
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(epidermalis novekedési faktor) ligandum. A LIN-3 (piros kor) a vulva el&sejtek membranjaban
(rézsaszin vonal) talalhaté LET-23 RTK receptorhoz (sdrga vonal) kapcsolédik, azt dimerizalja
(aktivalja). Az aktivalt receptor aztan foszforilacid (P) révén egy sor citoplazmas jelatvivé molekulat
aktival (zold és kék szinnel jeldlve), amelyek végil a LIN-1 transzkripcids faktort szabalyozzak. Ha a
LIN-1 aktivalédik, bejut a sejtmagba és ott a vulva kifejl6déshez sziikséges gének expresszidjat
hatdrozza meg. A nyilak aktivaciét, a talpas nyilak gatlast jelolnek. lof: loss-of-function
(funkcidvesztéses mutacid); GOF: gain-of-function (funkcidonyeréses mutdcid); Vul: Vulvaless (vulva
nélkdli) fenotipus; Muv: Multivulva (tébb vulva) fenotipus.

A jelatviteli rendszerekrdl altalanossagban
Jelatviteli utvonalak és szereplik az egyedfejlédésben

Hogyan fejl6dik ki a felndtt test egy megtermékenyitett petesejtbdl, a zigdtabdl? Mi mondja meg
sejteknek, hogy mikor osztddjanak és meddig éljenek? Hogyan tudjak az Ujonnan keletkez6 sejtek,
hogy az egyedfejl6dés egy adott pillanataban és a test egy meghatdrozott pontjan milyen sejttipussa
kell differencidlédniuk? Milyen molekuldris mechanizmusok biztositjak a sejtek homeosztazisat (stabil
m(ikodését) az allanddan valtozd korilmények kozott? E mechanizmusok hibas mikodése hogyan
vezet patoldgias folyamatokhoz? A felvetett kérdések bioldgiai megismerésiink frontvonaldba
tartoznak, orvosbioldgiai vonatkozasuk jelentds. A fenti kérdésekre adandd valaszok, legaldbbis
részben, a differencidlt génexpresszidban (génaktivitadsban) keresend6ek. Egy élGlény sejtjei ugyanis



azonos génkészlettel rendelkeznek, de sejttipustdl és fizioldgiai allapottdl fliggben ebbdl a készletbdl
csak bizonyos géneket mikodtetnek. A génexpresszid — transzkripcid — szabalyozdsa tehdat az
egyedfejlédés egyik kulcsfontossagud molekularis szintere. Ha meg tudnank hatdrozni az
egyedfejlédés soran keletkez6 egyedi sejtekben, hogy mely gének milyen mértékben fejez6dnek ki,
elviekben leirhatd lenne az egyedfejl6dés genetikai programja. Ma még nem vagyunk erre
technikailag képesek, és kétséges, hogy valaha is egyaltaldan képesek lesziink. Amit ma ismeriink
azonban, az sem kevés: a génexpressziét specifikus transzkripcids faktorok szabalyozzak, amelyek
viszont meghatarozott jelatviteli (szabalyozo) Utvonalak hatasara aktivalédnak. Ezeket az Utvonalakat
genetikai Utvonalaknak is nevezik.

A jelatviteli utvonalak kdézponti szerepet jatszanak az egyedfejl6dés szabalyozasaban. Lehetévé teszik
a sejtsors meghatdrozast, a szoveti mintazatképz&dést és a szervek, testtdjak elrendezédését. Olyan
egyedfejlédés szempontbdl kulcsfontossdgu — un. ,mester” — gének, mint pl. a Hox gének is jelatviteli
palydk hatdsdra expresszaldodnak, és hatdsuk gyakran jeldtviteli komponensek transzkripcids
szabalyozasdban nyilvanul meg. A jelatviteli rendszereknek alapvet6 szerepiik van tovabba a sejtek
mUkodésének szabalyozdsaban. Aktivitasuk befolyasolja a makromolekulak turnoverét (pl. a fehérjék
szintézisét és lebontdsat), és ezen keresztiil a sejtek novekedését, osztddasat és tulélését (18. abra).
A jeldtviteli Utvonalak abnormalis miikodése emberben sulyos fejlédési rendellenességek, valamint
szamos patoldgias elvaltozas (pl. kiilonboz6 raktipusok, neurodegenerativ folyamatok, intracellularis
patogének altal okozott fert6zések, diabétesz stb.) kialakulasaval kapcsolhaté Gssze.
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18. Abra. Jelatviteli rendszerek allati sejtekre gyakorolt hatasa. A sejtek felszinén 1évé specifikus
receptorok (nincsenek dbrazolva) teszik lehetévé, hogy a sejtek valaszolni tudjanak a kilvilagbdl
érkez6 (extracellularis) jelekre. Ezek hatasara tulélnek (m(ikddnek), osztddnak, differencidlédnak vagy
elpusztulnak.



A jelatviteli rendszerek — eltéréen a biokémiai Utvonalaktdl, amelyekben a szubsztrat konverzid
valamilyen bioldgiai termék kozvetlen el6dllitasat eredményezi; ilyen pl. a triptofan szintézisben
résztvevé enzimek biokémiai Utvonala — alapvet6en egy adott bioldgiai informdciét processzalnak
(19. abra). Az lzenet (jel) tovabbitasa fehérjék aktivalasan (on allapot) vagy gatlasan (off allapot)
keresztul valdsul meg (20. abra). A jelatvitel végs6 hatasa gyakran differencialt génexpresszios
valtozast eredményez (a genomban kddolt gének egy részének aktivitasat). Ezért is nevezik a
jeldtviteli rendszereket, pontosabban a rendszerek komponenseit kédolé gének hierarchikus
lancolatat, masképpen genetikai Utvonalaknak.
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19. Abra. Egy intracellularis jelatviteli rendszer modellje. Az Gtvonal egy ligandum (sdrga) révén
aktivalodik, amely a fogadé sejt felszinén taldlhaté receptorhoz (lila) specifikusan képes kotédni. A
ligandum-receptor kot6dés hatasara a receptor aktivalodik. Az igy keletkezett bioldgiai lzenet
intracellularis jelatvivé fehérjék (z6/ld) kaszkadjan keresztil jut el a célfehérjékhez (kék), amelyek
végll modositjdk a sejt viselkedését. A génexpresszid6 megvaltozdsa teszi lehetévé az
egyedfejlédéshez sziikséges sejtes differenciaciot (sejtsors meghatarozast). Az egyszer(iség kedvéért
az utvonal csak aktivalasi kdlcsonhatdsokat — nyilak — tartalmaz.
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20. Abra. Bioldgiai jel keletkezése és tovabbitasa egy jelatviteli kaszkadban. Jelen példaban a
sejtmembranba agyazott inaktiv receptor (lila) a ligandum (sdrga) kot6dés hatdsara dimerizalddik,
majd citoplazmatikus doménje foszforilalédik (P). Az igy aktivalédott receptor komplex aztan képes
aktivalni egy citoplazmatikus jeltovabbitot (zéld): a receptor foszforildlja az inaktiv jeltovabbitd
molekulat. A folyamatban az ATP szolgaltatja a foszfat csoportot és az energiat. igy mikodnek pl. a
receptor tirozin kindzok (RTK), amelyek adott célfehérjék tirozin oldallancait képesek foszforilalni.
Ligandumaik k6zott ndvekedési faktorokat (growth factors) talalunk.

A génexpresszids valtozdst végsé soron transzkripcidés faktorok kozvetitik. Egyedfejlédési
szempontbdl azok a transzkripciés faktorok jelentGsek, amelyek jeldtviteli kaszkadok hatdsara
aktivalodnak. Bioldgiai funkcidjuk lenyligoz6en valtozatos, az egyedfejlédés kiilonbdz6 [épéseit
(sejtsors meghatdarozas, sejtosztddas, az osztddas sik irdnydnak meghatarozasa, sejtpusztulds, szoveti
mintazatképzbédés, stb.) kontrollaljak. Természetesen ezek a funkcidk a transzkripcids faktorok altal
szabalyozott célgének mikodésén keresztiil valésulnak meg.

Fébb jelatviteli rendszerek

A jelatvitel (vagy szignal transzdukcid) bioldgiai jelentése: informacids anyagcsere (information
metabolism), pontosabban az informacié anyagcseréje. Azt a molekuldris eseménysort jelenti, amely
soran a sejt érzékeli és processzdlja (feldolgozza és kozvetiti) a kornyezetbél érkezé informaciot. A
jelatviteli rendszereket sokféleképpen osztdlyozzak. Egyrészt lehet a kornyezetbdl érkezé jel
mindsége alapjan csoportositani; ez alapjan megkllénboztetlink juxtacrine, paracrine és endocrine
jelatviteli rendszereket. A juxtacrine rendszerben a ligandumot kibocsatd és a receptort tartalmazé
sejtek kozvetlenil érintkeznek egymassal. Ebben az esetben tehat a ligandum is a sejtmembranban
van kihorgonyozva. llyen rendszer pl. a Notch jelatviteli Utvonal (21. abra).
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21. Abra. Juxtacrine, paracrine és endocrine jelatviteli rendszerek. Bal oldali panel: juxtacrine
jelatviteli rendszer — Notch utvonal. Delta: ligandum; Notch: receptor; CLS: transzkripcids faktor. A
receptor-ligandum koét6dés hatdsara a receptor citoplazmas doménje hasitddik, majd a magba jut,
ahol egy transzkripcids faktort aktival. K6zéps6 panel: paracrine jelatvitel — RTK/Ras uUtvonal. Ras:
(monomerikus) GTP-k6tS (G) fehérje; GNRP: guanine nucleotide releasing factor; GAP: GTP-az
aktivalo fehérje; GTP: guanozin-trifoszfat; GDP: guanozin-difoszfat. Jobb oldali panel: endocrine
jelatviteli rendszer — egy nukledris receptor modellje.

A paracrine jelatviteli rendszerben a jelkibocsatéd sejt az extracelluldris térbe szekretdlja a
ligandumot. A ligandum egy koncentracié gradiens mentén aktivalja a kozelben elhelyezkedé
kompetens, tehat a ligandumra specifikus receptorral rendelkez6 jelfogadd sejteket. Tipikus
paracrine rendszer az RTK/Ras jeldtviteli dtvonal (21. dbra). Az endocrine jelatviteli rendszerben az
endokrin sejtek altal termelt ligandum — hormon — a véraramon keresztil jut el a test tavolabbi
pontjaira, ahol a megfelel§ receptorral rendelkezé célsejteket aktivalja. Ide tartoznak a nuklearis
hormon receptor Utvonalak (21. dbra). A hidroféb molekuldk (pl. szteroid és thiroid hormonok,
retinoidok, D vitamin) atjutnak a sejtmembranon, majd hozzakotédnek intracellularis receptoraikhoz.
Az igy aktivalt receptorok aztan specifikus DNS szekvencidkhoz koét6dve szabalyozzak a célgének
expressziojat.

Egy masik csoportositasi szempont a sejtfelszini receptorok funkcidjat veszi alapul. E megkozelités
alapjan a jelatviteli rendszerek osztdlyozasat az 1. tablazat mutatja.

1. Tablazat. Jelatviteli utvonalak

Korai egyedfejlédés és késébb

1. Wnt utvonal




2. TGF-B (szerin/threonin kinaz; transforming growth factor-beta) Gtvonal
3. Hh (Hedgehog) utvonal
4. RTK/Ras (kis — monomerikus — G fehérje) utvonal
5. Notch utvonal
Egyedfejlédés k6zépsé szakasza és késébb
6. Citokin receptor (citoplazmikus tirozin kinaz) utvonal
7. 1L1/Toll NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) Gtvonal
8. Nuklearis hormon receptor Gtvonal
9. Apoptotikus utvonal
10. Receptor foszfotirozin foszfataz utvonal
Ldrvdlis és késéi egyedfejlédés
11. Receptor guanilat ciklaz tutvonal
12. Nitratoxid receptor tutvonal
13. G fehérje-kotott receptor (nagy — trimerikus — G fehérjék) utvonal
14. Integrin utvonal
15. Cadherin atvonal
16. Gap junction utvonal

17. Ligand-ko6toétt kation csatorna utvonal

Ezeknek a jelatviteli rendszereknek az egyedfejl6dési és fizioldgiai jelentdségét mutatja tobbek kozott
a kovetkezd tény: a C. elegans genomban taldlhaté gének (~19.700) mintegy 11%-a (~2200) jelatviteli
komponenst kddol.

Jelatviteli rendszerek genetikai logikdja

Az egyedi jelatviteli rendszerek komponensei funkcionalisan linearis ,Utvonalakba” rendezédnek.
Hogy egy adott Utvonalban melyik komponens taldlhaté eldl (upstream) és melyik hatul
(downstream), azaz ki szabalyoz és kit szabdlyoznak, episztazis (kett6s mutans) elemzéssel lehet
hatékonyan feltarni. A jeldtviteli rendszerek genetikai logikajanak bemutatdsa el6tt — mintegy
ellenpéldaként — a biokémiai Utvonalak szabdalyozasi logikajat tekintsik at.

Egy biokémiai Utvonalban a komponensek adott szubsztratok atalakitasat végzik. Olyan ez, mint egy
auté osszeszerel$ Gzem, ahol a futdszalagon készilé termékhez minden munkas (enzim) hozzatesz
valamit (22. és 23. abrak).



22. abra. Egy autd dsszeszerel6 lizem, mint a biokémiai utvonal modellje. Az enzimeket munkasok,
a szubsztrat konverzidt egy-egy munkaallomas reprezentaljak. A végtermék egy kész ,alkatrész” vagy
maga az 6sszeszerelt auto.
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23. abra. A triptofan bioszintézis biokémiai utvonala. A kiinduldsi szubsztrat a korizminsav, amely
szamos atalakulasi 1épésen keresztll L-triptofanna alakul. Az egyes atalakuldsi Iépéseket enzimek
katalizaljak, amelyeket gének trpE, trpD, ..., trpA kddolnak.

Vegylnk egy hipotetikus biokémiai Utvonalat, amelyben 2 enzim (,,A” és ,B”) végzi a szubsztratok (X
és Y) atalakitasat (24. abra). Az ,,A” enzim katalizalja az X-b4l Y-ba, a ,B” enzim az Y-bdl Z-be torténd
konverziét. A végtermék Z, amely pl. egy festékanyagot, tehat egy szint hatdroz meg. Ez a szin
példankban legyen a fekete. Az X szubsztrat piros, az Y szubsztrat pedig barna szint hatarozzon meg.
Az ,A” enzimet kddold a gén funkcidvesztéses (If) mutacidja felfliggeszti az X konverzidjat: a
homozigdta a mutans egyedek (a’/a’) piros szinliek lesznek (csak X szinanyag lesz a sejtekben, mert



nem tud Y-na konvertalédni és természetesen Z-vé sem). A ,B” enzimet kddold b gén If mutacidja
meggatolja az Y konverziéjat Z-vé. A homozigdta b mutansok (b/b’) barna szinlek lesznek (zomében
Y lesz a sejtekben, mert az X-bdl Y-ba torténé konverzidt az A enzim lehetévé teszi). Az ab kettds
mutansokban (a/a’; b /b’) sem az X-bél Y-ba, sem Y-bdl Z-be torténd konverzié nem megy végbe.

A Gén la i B a- b
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24. Abra. Egy biokémiai Gtvonalban az upstream komponens hat episztatikusan. A, Egy hipotetikus
vad tipusu rendszer, amelyben a végtermék (Z) hatdarozza meg a fenotipust (fekete szin). ,,A” és ,B”
az utvonal két komponense. B, a egyszeres mutans (a-) fenotipusa piros. Hidba van ,B”, nincs
szubsztrat (Y), amit atalakitson. C, b egyszeres mutans (b-) fenotipusa barna. D, ab kett6s mutdns
fenotipusa piros. A fekete nyilak m(kodd, a sziirke nyilak nem miikodd folyamatokat jelolnek.

Mivel a folyamat az Utvonal elején akad el, a kett6s mutans sejtekben csak kiindulasi X szubsztrat
lesz. Ezért az a'b kett6s mutansok fenotipusa piros, vagyis megegyezik az a” egyszeres mutdnsok
fenotipusaval. Egy biokémiai utvonalban tehat az upstream komponens mutdns fenotipusa
nyilvanul meg (episztatikus) a kett6s mutansban.

Egy jeldtviteli — genetikai — Utvonalban nincs termékkészités (hacsak a differencialt génexpressziét
nem tekintjik terméknek), ,csupan” informacié (szabdlyozasi jel) tovabbitas torténik. Az Gtvonal
komponensei kozott kétféle kolcsonhatds létezhet: aktivaldas vagy gatlas. Gatlas esetén a két
egyszeres mutdns fenotipusa eltérd, legyen pl. X és Y. A megfelel§ fenotipusokat kialakitd géneket
nevezzik a-nak és b-nek, az altaluk kddolt fehérjéket ,A”-nak és ,B”-nek. Az a egyszeres mutans
fenotipusa X, a b™ egyszeres mutans fenotipusa Y. Ha az a'b” kett6s mutans fenotipusa X, akkor az
aldbbi szabalyozasi kapcsolat irhato fel:

B = A



Ez azt jelenti, hogy az ,A” és ,B” fehérjék egy utvonalban hatnak, és ,B” gatolja az ,A”-t. Mas
szavakkal, ,A” episztatikus ,B” felett, ,kozelebb” van a kivitelezéshez, vagyis a génszabalyozashoz.
Egy jelatviteli utvonalban a downstream komponens mutans fenotipusa nyilvanul meg
(episztatikus) a kett6s mutansban. Miért is irhato fel egy ilyen 6sszefliggés? Vegylink egy hipotetikus
jelatviteli rendszert, amelyben két gén terméke ilyen relaciét mutat, azaz a ,,B” fehérje gatolja az ,A”
fehérje mikodését (25. abra).
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25. Abra. Egy jelatviteli Gtvonalban a downstream komponens hat episztatikusan. A, Vad tipusu
rendszerben a ,B” gatolja az ,A” aktivitdsat, de nem teljesen (,kicsi A”). B, b- mutansban nincs ,B”
fehérje (pont jelzi), igy a gatlas hianyaban az ,A” hiperaktivalddik (,nagy A”). Hiperaktiv ,A” Y
fenotipusban nyilvanul meg. C, a° mutansban nincs ,A” fehérje (pont jelzi), ez X fenotipusban
nyilvanul meg. D, a'b” kettés mutansban nincs ,B” és nincs ,,A” (két pont jelzi). Az ,A” hidnya megint X
fenotipusban nyilvanul meg. Az ,A” és ,B” fehérjék egy jelatviteli utvonal két tetszlleges
komponense, ,B” upstream, ,A” downstream helyezkedik el az dtvonalban. Az Utvonal aktivitdsat ,,A”
aktivitdsa hatarozza meg. A fekete nyilak és talpas nyilak m(ikod6, a sziirke nyilak és talpas nyilak
redukaltan mikodé folyamatokat jelélnek. A kétszer athuzott talpas nyilak nem m(ikédé
folyamatokat jelolnek.

Vad tipusu rendszerekben gyakori, hogy mindkét fehérje bazalis aktivitast mutat (vegyik észre, ezért
|étezhet két egyszeres mutans fenotipus!). ,B” aktivitasa tehat gatolja az ,,A”-ét, de a gatlas nem
teljes. (Egy ellenpélda az inzulin/IGF-1 utvonal, amelynek upstream komponensei teljesen
represszaljak az utvonal ,végén” elhelyezked6 forkhead FoxO transzkripcios faktort, ezért a FoxO If
mutansok kozel vad fenotipusuak.) b™ egyszeres mutansokban nem érvényesil a ,B” fehérje gatld
funkcidja, ezért ,A” hiperaktivalédik. Valéjdban ez nyilvanul meg az Y mutans fenotipusban. a
egyszeres mutansokban ,,B” mikddik, és gatolna az ,A”-t, de nincs mit gatolnia az a” mutacié miatt
(nincs ,A” fehérje). Ebben az esetben ,A” funkcidja teljesen eltlinik, igy alakul ki az X mutans
fenotipus. Az Y fenotipust tehat ,A” hiperaktivalddasa, az X fenotipust ,,A” (teljes) hidnya okozza. Az
a’b” kettds mutansokban nincs meg a ,,B” gatld funkcidja, de nincs ami hiperaktivadlédjon, mert az ,A”
funkcié is hianyzik. Mivel nincs ,,A”, ezért a fenotipus tovabbra is X (25. abra).



Osszefoglalva, ha a” egyszeres mutdns fenotipusa X, b” egyszeres mutdans fenotipusa Y, és a'b™ kett8s
mutdns fenotipusa X, akkor az ,,A” és ,B” fehérjék egy utvonalban hatnak, melyben ,B” gatolja az ,A”
aktivitasat. ,,B” az atvonal upstream (gatld), ,A” az utvonal downstream (gatolt) komponense. A b’
mutdns fenotipus (Y) kifejez6dése tehat az ,A” funkcidjanak fliggvénye: a és b gének szintén
genetikai interakcidt mutatnak.

Aktivalasi reldcid esetén a két egyszeres mutans fenotipusa megegyezik; b egyszeres mutans és a
egyszeres mutans legyen pl. egyarant X fenotipusu (a két fehérje funkcioja egy iranyba hat). Ebben az
esetben nem lehet If mutansokkal (gén)sorrendet meghatarozni. Helyette a kettés mutansokban az
egyik gén If mutans alléljét kombinaljuk a masik gén funkcidnyeréses (gf) alléljével (vagy mds modon
hiperaktivalt, pl. tulexpresszalt formadjaval) és vica versa. E kombinacidkban is a megnyilvanuld
(episztatikus) egyszeres mutans (If vagy gf) fenotipus hatdrozza meg, melyik jelatviteli komponens
van downstream az Utvonalban.

Jeldtviteli kapcsolatok

Az egyedi f6 jelatviteli Utvonalak szdma viszonylag limitalt (1. tablazat). Az altaluk meghatarozott
sejttipusok azonban figyelemreméltd sokféleséget mutatnak. A C. elegans hermafrodita allat kifejlett
testét példaul 959 kiilonb6z6 szomatikus sejt alkotja. Ezek mindegyike egyedi, kiilon elnevezéssel
illetik, kiilonbo6z6 funkcidkra specializalddnak. Ha tovabba figyelembe vessziik a jelatviteli rendszerek
nagyfoku konzervaltsagat, akkor nyilvanvalé annak a kérdésnek a felvetése, hogyan forditddnak le a
meglehetGsen altaldnos jelatviteli Gzenetek nagyszamu specifikus génexpressziés mintazatta.

A felvetett kérdésre adott valaszok nagyrészt a jelatviteli Utvonalak szovevényes kapcsolatdaban
keresenddk. Jelatviteli kapcsolatok — signalling crosstalk — alapvetéen harom szinten valdsulhatnak
meg. Egyrészt az Utvonalak ,végén”, vagyis célgének szabalyozd régidjdban. A prométerek (az atirddo
DNS szakaszokat szabalyozd upstream régidk) ui. molekuldris komputerekként miikédnek; érzékelik
és integraljak a bejové jelatviteli impulzusokat, azaz meghatdrozzak a bejévé jelek minGségét és
mennyiségét, és ennek flggvényében dllitjdk be a szabalyozott gén expresszids szintjét egy sejtben.
Mivel egyetlen célgén expresszids szintje elviekben tetszGlegesen sokféle lehet, ez a mechanizmus
mar 6nmagaban is nagyszamu sejttipust tud meghatdrozni. Példaként a Drosophila even-skipped
(eve) gén expressziojat emlithetjiik. Az eve el6szor azokban a progenitor sejtekben expresszalédik,
amelyekbdl a Drosophila dorzalis izomzata fejlédik ki. Az eve expresszidjat szamos jelatviteli Utvonal
befolyasolja: a Ras, Dpp (Decapentaplegic) és Wg (Wingless) utvonalak kombinalt aktivitasa alakitja ki
a megfeleld Eve szintet (26. abra).
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26. Abra. A génexpresszi6 kombinatorikus szabalyozdsa. Az eve gén szabdlyozé (enhanszer)
régidjahoz szamos jelatviteli utvonal transzkripcids faktora (TF) (kép jobb oldalan felsorolva) két6dik
specifikusan. A két6d6 TF-ok minGségének és szdmanak (hany kotéhely van) integracidja donti el
végs6 soron az eve expresszids szintjét egy adott sejtben. A kialakult Eve szint egy adott sejttipust
hatdroz meg.

Az utvonal keresztbeszélgetések masodik szintje a génexpresszié feletti upstream szakasz. Az itt
funkcionald fehérjék (ligandumok, receptorok, kinazok, foszfatazok, scaffold fehérjék, stb.) képesek
egy masik jelatviteli palya komponensének aktivitasat kozvetlenll (pl. fizikai interakcidval) vagy
kozvetve (genetikai interakciéval) befolyasolni. Erre kitliné példa a Ras monomerikus G-fehérje
mikodése, amely — a kanonikus MAP kinaz-kinaz-kinazon tul — az inzulin/IGF-1 Utvonalba tartozé
foszfatidil-inozitol 3-kinazt (P13-kindz) is aktivalhatja.

Végiil a harmadik jelkommunikacidés szintet azok a (cél)transzkripcidés faktorok képezik, melyek
miutdn aktivalédtak egy jeldtviteli input hatdsara, egy masik jeldtviteli pdlya upstream
komponensének expresszidjat kontrollaljak. igy jdnnek létre a ,linedris” Utvonal kapcsolatok.

A vulva szévet kifejlédése C. elegans-ban

A C. elegans vulva szbvete (26 és 27. abrak) 6 db [P(3-8).p] vulva el6sejtbdél (VPC; Vulval Precursor
Cell) alakulhat ki az L3-L4 stadiumokban.



26. abra. Egy C. elegans hermafrodita pasztdzo elektronmikroszképos képe. A piros nyil mutatja a
vulva szévet pozicidjat az allat ventralis részén (az allat az oldalan fekszik).
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27. abra. A vulvaszovet kilakuldasanak anatomiaja. Az L3 larvastddiumban a gonadalis horgony
sejtbdl (AC) egy konzervalt aktivalo jel érkezik (Ras szignal), amelynek hatdsara a 3 legkdzelebbi vulva
prekurzor sejt VPC [P(5-7).p] sorozatosan osztddik és |étrehozzak a kifejlett allat 22 sejtbdl allé vulva
szOvetét. Az Osszes tobbi VPC [P(3,4,8).p] egyszer osztdédik, majd fuziondlnak a ventrdlis
hipodermisszel.

A differenciacidt a gonadban taldlhatd horgony sejtbél és a hipodermiszbdl érkeré jelek inicialjak. A
kezdetben azonos fejlédési potencidju VPC-k kozil a harom kozépsd VPC [P(5-7).p] leszdrmazottai



vesznek csak részt a vulva kialakitasaban. A horgony sejthez legkdzelebb talalhaté P6.p alakitja ki a
vulva f8 szévetét. Ez az els6dleges vulva sejtsors (1°). A P6.p két szomszadja a P5.p és P7.p sejteket
masféle hatds éri el, hatdsukra masodlagos vulva sejtsors (2°) irdnyba fejlédnek. Ezek utddsejtjei a
vulva tamaszto szovetét képzik. Ennek hidnyaban a vulva kilég a testfalbodl, ugynevezett protruded
vulva (Pvl) alakul ki. A tébbi VPC a hipodermiszbe olvad, ez a harmadlagos vulva sejtsors (3°).
Amennyiben a sejtek karosodnak a vulva szévetének kialakuldsa el6tt a tavolabbi VPC-ék képesek
atvenni a hianyzo sejt szerepét (Sulston és Horvitz, 1977).

A vulva fejl6dés rendellenességei tobbféle mutans fenotipust eredményezhetnek. A VPC-k hidnya
vagy a szignalizacids utvonalak hibdja tovabbi fenotipusokat eredményeznek. A vulva teljes hidnyat
vulva hidnyos (Vulvaless; Vul) fenotipusnak nevezziik (28. dbra). Vulva hidnydban az éllat képtelen
lerakni a petéket, azok benne kelnek ki. A kikel6 larvak az ,anya” nedveit fogyasztjak, mig végil
annak csak kutikuldja marad, ekkor a kikelt [arvak kitornek beldle. Ezt ,egy zsak féregnek”, bag of
worms fenotipusnak hivjuk. Erdekesség, hogy taplalék hianyaban a vulva fejlédése gatolt, az anya igy
javitja az utédok tulélési esélyét. A Vul fenotipusi hermafroditdk természetesen nem
keresztezhetGek. Ezzel a fenotipussal ellentétes fenotipus, mikor tobb, akdr az 6sszes VPC elsédleges
sejtsorsuva valik. Ekkor 2-6 vulva is kialakulhat a testfalon. Ez a sokvulvas (Multivulva, Muv)
fenotipus. A kialakult vulvdk koziil csak 1 funkciondlis.

anchor cell
Inductive signal &

OO

Vulva prekurzor sejtek ‘

Wild type
Kifejlett allatban 1 vulva fejlodik

Vulvaless
Kifejlett allatban nem fejlédik vulva

Multivulva i
Kifejlett allatban 3-4 vulva fejlodik

28. abra. Kiil6nboz6 vulva fenotipusok. A vad tipusu vulva a 3 kozépsé VPC-bdl [P(5-7).p] alakul ki. A
Vul (Vulvaless) vulva az induktiv jel (Ras szigndl) hidnya kovetkeztében alakul ki; egyik VPC sem
indukalddik vulva sejtsorssa. A Muv (Multivulva) fenotipus az induktiv jel hiperaktivalédasanak
eredménye, melynek kévetkeztében a tartalék VPC-k [P(3,4,8)p] is aktivalddnak.



Elsé lépésként vizsgdljuk meg az utvonal egyszeres mutansainak fenotipusat: lin-45, let-23, lin-1, let-
60 és lin-15 egyszeres mutansokat vizsgalunk. A Ras utvonal génjeinek mutaciéi Vul vagy Muv
fenotipust eredményeznek (28. abra). Figyeljik meg a lemezeket, hogy azokon el&fordulnak-e ,bag
of worms” (Vul) vagy tobb aprd kitiremkedé vulvakkal (Muv) rendelkezé allatok? Jegyezziik fel a
fenotipusokat:

lin-45
-> Vul
let-23

lin-1
let-60

-> MuV
lin-15

Masodik Iépésben vizsgaljuk meg a kettés mutansok fenotipusat (ezekben mindig egy Muv egyszeres
mutanst kombindlunk egy Vul egyszeres mutanssal). Sotéttel emeljik ki, melyik egyszeres mutans
fenotipusat latjuk a kettés mutansban (egy allat nem lehet egyszerre Muv és Vul is !).

lin-45; let-60

lin-45; lin-15

-> Vul
let-23; lin-15
lin-45; lin-1
let-23; lin-1 -> Muv

let-23; let-60



A kapott eredményeket az atlathatdsag kedvéért a kovetkezd tablazatba rendezhetjiik

Muv lin-1 let-60 lin-15
Vul
lin-45
Muv Vul Vul
let-23
Muv Muv Vul

Most az episztdzis analizis logikdjat kovetve vazoljuk fel a Ras jeldtviteli utvonalat. Vegylk
figyelembe, hogy az ellentétes fenotipus a két komponens kozotti gatlasra utal, és hogy a kett6s
mutans fenotipusa az ,downstream” komponens fenotipusat mutatja. Haladjunk sorban a kett&s
mutansok vizsgalataval:

Pl. a lin-45; let-60 kett6s mutans fenotipusa Vul. Mivel az egyszeres mutansok kézil a lin-45 mutatja
ezt a fenotipust, a két gén kozott a kovetkezd kapcsolatot irhatjuk fel:

let-60 — lin-45

Tehat a lin-45 van downstream, és az negativan szabalyozott (gatolt). A kapott eredmény nem
jelenti, hogy a két gén kozott kdzvetlen kapcsolat van. Az episztazis eredményét nem befolydsolja,
hogy szomszédos vagy tavolabbi génekrél van-e sz0.

Végezziik el az analizist a tobbi kettésmutdnssal is.
lin-45 — lin-1
lin-15 — let-23
lin-15 — lin-45
let-23 — lin-1
let-23 — let-60
lin-15 — let-23
Végiil dllitsuk Ossze a teljes Utvonalat:
lin-15 —1 let-23 — let-60 —  lin-45 — lin-1

Most korrigdljuk a kapott eredményt annak figyelembe vételével, hogy a let-60 egy ,gain-of-
function” (gf), azaz funkciényeréses mutans. Ez a fajta mutacid a gén tulmikodését eredményezi.




Ennek hatasa, hogy a kapott fenotipus az ellentéte a gén , loss-of-function”, vagyis funkcidvesztéses
mutanshoz képest. Tehat a let-60(If) mutans elvileg Muv fenotipusu. Ha két gén mutdcidja azonos
fenotipust eredményez, a koztiik 1évé kapcsolat aktivacid.

Tehat a tényleges episztatikus (szabalyozasi) kapcsolat:

lin-15 — let-23 =——fin= let-60 —tn=- lin-45 — lin-1

Ezeket a genetikai interakciokat episztazisnak nevezziik. Ide tartoznak a recessziv episztazis (hasadasi
arany 9:3:4 vagy 9:4:3 — vad:egyik egyszeres mutans:masik egyszeres mutans), amelyben a kettds
mutdans fenotipusa beleolvad az egyik egyszeres mutans fenotipus kategoridba (a gének recessziven
oroklédnek). A vulva elemzés példa egy tipikus recessziv episztazis. A dominans episztazis hasadasi
aranya 12:3:1 (dominans mutdns:vad:masik egyszeres mutans). Itt az egyik gén oOroklédése
dominans. Ebben az esetben sem lathatd 6nalld kettés mutans fenotipus kategodria.
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A citogenetika a kromoszdmak tudomanya. Torténete a XIX. szdzad masodik feléig nyulik vissza,
amikor Walter Flemming els6ként irta le a kromoszémakat és viselkedésiiket a mitdzis soran. A
kromoszémak vizsgdlatdnak jelent6sége az utdn n6tt meg, hogy a XX. szdzad elején Walter Sutton és
Thedoroe Boveri egymastdl fliggetlenll megfogalmaztak az 6rokl6dés kromoszoma elméletét, mely

szerint a mendeli faktorok, vagyis a gének, a kromoszédmik részei.

o A kromoszomak vizsgalati modszerei

= A kariotipus
Egy él6lény teljes kromoszdmakészletét kariotipusnak nevezzilk. A kariotipust altaldban ugy
abrazoljuk, hogy egy él6lény metafazisos kromoszémainak képét parokba allitjuk és méretiik szerint

csokkend sorrendbe rendezziik. Ez a kariogram (1. abra).
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2. abra. Az emberi kariotipus. (4) Egy férfikromoszoma készlete (kariotipusa). (B) Egy férfi
kromoszoma készletének rendezett abrdzolasa, a kariogram

[Alternativ szoveg: 3. dbra. Az emberi kariotipus]

[Képalairas: (A) Egy férfikromoszdma készlete (kariotipusa). (B) Egy férfi kromoszoma készletének

rendezett dbrazolasa, a kariogram]



A metafazisos kromoszémakat célszer(i intenziven osztddd szévetekbdl preparalni. Ez az allatok
esetében legtdbbszor vér vagy csontvel6, mig a novényeknél valamelyik merisztéma szovete. Az
osztédod sejteket dltaldban olyan anyaggal kezelik, amely a sejtosztédast metafazisban megakasztja,
igy a mintaban a metafazisos sejtek ardnya megnd. llyen anyag a kolhicin is, amelynek hatdsat az elsé
gyakorlat soran mutatjuk be. Ezt kovet6en a mintdkat rogzitik, megfestik a kromoszémakat, majd
mikroszképos felvételt készitenek roluk. A felvételt kinagyitjak és az egyes kromoszémak képét
kivagjak és kariogramba rendezik. Ma a kariogram készitését mar szamitégéppel vezérelt

mikroszképos technika segiti.

» A kromoszédmak morfologiai jegyei
Kezdetben, a sdvozasi technikdk hianydban, a kromoszoémakat csak alakjuk és méretiik alapjan
lehetett elklloniteni egymastdl. Tovabbi problémat jelentett az, hogy a kromoszémakat szovettani
metszeteken vizsgaltdk és a metszési sikba ritkdn esett bele az Osszes kromoszoma. Ezzel
magyarazhatd, hogy az ember kariotipusat csupdn 1956-ban hatarozta meg Joe Hin Tjio és Albert

Levanet.

A metafdzisos kromoszoémakon megkilonboztethetjiik a karokat, a centromert és a telomereket
(2. dbra). A telomerek a kromoszémak végei, mas morfoldgiai jellegzetesség nem figyelhet6 meg
rajtuk. A centromer a metafazisos kromoszoman a karok kozti befiz6désként jelenik meg ezért
els6dleges befliz6désnek is nevezziik. Egyes kromoszdmakon Ugynevezett masodlagos befliz6dés is
megfigyelhetd. Ez a nukledlusz organizator régié (NOR). A NOR a riboszémalis RNS-ket kédolé gének
helye a kromoszéman, koré szervezédik interfazisban a nukledlusz. Altaldban csak egy vagy néhany
kromoszéman van jelen. Azt a rovid kromoszéma részlete, amelyet a masodlagos bef(iz6dés valaszt
le a kromoszdma karjardl szatellitdnak nevezzik. A szatellita ez esetben nem &sszekeverendd a

genom rovid repetitiv szekvencidival.

A kromoszéma két karja kozill a hosszabbik a hosszu (q=queue), a révidebbik a révid (p=petit) kar.
A centromer elhelyezkedése alapjan megkilonboztethetiink meta-, telo- illetve akrocentrikus
kromoszémakat (2. abra). A centromer helyzete jellemezhet6 a hosszu és a révid kar egymashoz

viszonyitott szazalékos aranyaval is. Ez az Ggynevezett centromer index.



Metacentrikus kromoszéma Akrocentrikus kromoszéma Telocentrikus kromoszoma

Masodlagos beflizodés
(NOR) '\

Rovid kar (p)
]f Heterokromatin
Hosszu kar (q)
Eukromatin

4. abra: A kromoszomak harom alapveté tipusa és morfologiai jegyei. A karok egymdshoz viszonyitott
hosszusdaga szerint megkiilonbozetiink metacentrikus, akrocentrikus és telocentrikus kromoszomdkat.
Masodlagos befiizédés barmelyik tipuson eldfordulhat.

Telomeér

Centromér

[Alternativ szoveg: 5. abra: A kromoszédmak harom alapvet6 tipusa és morfoldgiai jegyei.]

[Képalairds: A karok egymdshoz viszonyitott hosszusaga szerint megkiilonbozetiink metacentrikus,
akrocentrikus és telocentrikus kromoszoémakat. Madsodlagos befliz6dés barmelyik tipuson

el6fordulhat.]

Az emberi kromoszémak egységes osztalyozasat 1960-ban, egy Denverben rendezett
konferencidan dolgoztak ki. A 23 pdr emberi kromoszémat autoszémakra és szex-kromoszémdkra
osztottdk fel. A szex kromoszémakat X és Y karakterrel, mig az autoszémadkat 1-22-ig arab szdmokkal
jelolték. Az autoszémakat méretiik, a centromeron helyzete és a mdsodlagos befliz6dések alapjan
hét csoportba osztottak. A csoportokat latin betlkkel (A-G) vagy rémai szamokkal (I-VII) jel6lték (1.

tablazat).



1. tablazat: Az emberi kromoszomak osztilyozasa

Kromoszomak Centromeron Relativ
Csoport Jellemzok .
szama index hossz

1 48 8,4
l. vagy A Nagyméretli metacentrikus 2 39 8,0
3 47 6,8
I B N b ik ‘ 29 o3
. val a éretll, szubmetacentrikus
W sm 5 29 6,1
6 39 59
7 39 54
K5 - 8 34 4,9
Ozepes nagysagu,
I11. vagy C P gy. s 9 35 4,8
szubmetacenrikus
10 34 4,6
11 40 4,6
12 30 4,7
) 13 17 3,7
Kozepes nagysagu, akrocentrikus,
1V. vagy D 14 19 3,6
szatellitakkal

15 20 3,5
16 41 3,4
V. vagy E Kisméretii, szubmetacentrikus 17 34 3,3
18 31 2,9
19 47 2,7

VI. vagy F Kisméretii, metacentrikus
20 45 2,6
21 31 1,9

VII. vagy G Kisméretii, akrocentrikus
22 30 2,0
23 40 51
Y 24 27 2,2

» Kromoszémafestési eljarasok
A kromoszdmdk festés nélkil csak faziskontraszt vagy fluoreszcens mikroszkdpos technikaval
|athatdak, ezért a kromoszomdk fénymikroszképos vizsgalatdnak érdekében szdmos
kromoszémafestési technikat dolgoztak ki. Walter Flemminget példaul a bazikus anilin festék
alkalmazasa segitette a mikdzis folyamatanak tanulmanyozasaban. A Drosophila melanogaster o6rias

kromoszémai pedig orcein-ecetsavas festéssel tehet6ek lathatova.

Széles kérben elterjedt a kromoszomak karmin-ecetsavas festése. A kdrmint az amerikai kontinens
tropusi vidékein és a Kanari szigeteken él6 fligekaktuszon (Opuntia coccinellifera) él6skodé bibortet(
(Coccus cacti) nGstényébdl vonjak ki (3. dbra). A karminecetsav a karmin ecetsavas oldata. A

citoplazmat rdzsaszintire, mig a kromoszomakat kékes-voroses szindre festi.



6. abra: A karmin. A karmint (jobbra fent) a fiigekaktuszon (balra) éloskodo bibortetii (jobbra lent)
nastény egyedeibdl vonjak ki.

[Alternativ szoveg: 3. abra: A karmin]

[Képalairas: A karmint (jobbra fent) a fiigekaktuszon (balra) éloskédo bibortetii (jobbra lent)
nostény egyedeibol vonjak ki.]

» Kromoszémasavozasi technikak
A hasonlé méretl és alaki kromoszémak megkilonboztetése nem egyszerl feladat. Ezért a
citogenetikat forradalmasitotta a sdvozasi technikak megjelenése. Kideriilt, hogy minden
kromoszémanak egyedi sdvozdsi mintazata van. Ez jelent6sen megkonnyitette az egyes

kromoszémak azonositasat, illetve a kromoszdma rendellenességek kimutatasat.

Az els6 kromoszémasavozasi eljardst, a Q-savozast Torbjorn Caspersson és munkatdrsai irtak le
1970-ben. A Q-sdvozas soran egy fluoreszcens festékkel, a quinacrindihidro-kloriddal az adott

kromoszémara jellemz6, jél reprodukalhatd fest6dési mintdzatot lehet kialakitani.

Azdéta szdmos mas savozasi eljarast kidolgoztak (4. abra). llyenek a C-, az R-valamint a
legelterjedtebb és a legnagyobb felbontast biztositotechnika, a G-savozas. A Q sdvozastdl eltérben a
G-sdvozas soran a kromoszémakat a festés el6tt valamilyen séval vagy proteolitikus enzimmel,
példaul tripszinnel kezelik. Ezt kdvet6en a kromoszomakat a Giemsa festék (a metilén kék és az eozin

festékek keveréke) segitségével teszik lathatéva.

Az R-sdvozas segitségével a G mintazat negativjat kapjuk meg. Az R- savozas soran forré séoldattal
kezeljik a kromoszémakat, és ennek kovetkeztében az AT gazdag DNS régidk denaturdlédnak. A

kromoszémakat ezutdn festik meg Giemsa festékkel. Az R-sdvozassal kiilondsen az kromoszomavégek



tanulmdnyozhatdak jél, mivel ezek altalaban gyengébben festédnek a G-savozas soran. A C-savozas
soran a kromoszomadkat savval vagy bazissal kezeljiik elS. Ez az eljards kiilonodsen a heterokromatikus

régidk megfestésére alkalmas.

A sdvok kialakulasanak molekuldris oka a DNS bazisosszetételében és a helyi kromatinszerkezeti
kilonbségekben rejlik. Altaldban a heterokromatikus, génben szegény, AT gazdag régiok sokkal
sotétebben festédnek, mig a kevésbé kondenzdlt GC gazdag DNS-t tartalmazé eukromatikus
régidkhoz a festék kisebb affinitassal kotédik. Ezért fénymikroszkdposan a heterokromatin sotét, mig
az eukromatin vildgos savként jelenik meg (4. abra) Az altaldnosan elterjedt G-savozasi technikak

segitségével 400-600 savot kiilonboztethetlink meg egy metafazisos kromoszéman.
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7. abra: Kiilonbozd savozasi technikakkal létrehozott emberi kariogramok. G savozassal (A) és Q
savozassal (B) létrehozott néi kariogram. (C)R savozasi technikaval késziilt ferfi kariogjamja.
(D) C savozassal megjelenitett emberi kromoszomak.

[Alternativ szoveg: 4. abra: Kiilonb6z6 savozasi technikakkal |étrehozott emberi kariogramok.]

[Képaldiras: G savozdssal (A) és Q savozdssal (B) létrehozott néi kariogram. (C) R sdvozasi
technikaval késziilt ferfi kariogjamja.
(D) C savozassal megjelenitett emberi kromoszomdk. ]

» Tajékozdédas a kromoszéman
A kromoszémakon belili tajékozdédas megkonnyitése érdekében létre hoztdk a régidk és savok

elnevezésére szolgdld standard nevezéktant(ISCN= International System for Human Cytogenetical



Nomenclature). A kromoszéma karokat régidkra osztjdk. A régiok jellegzetes morfologiaju
kromoszémateriiletek Szamozasuk a centromertdl kezd6dik.A régidkat savok tagoljak. A savok
szamozasa egy région belll szintén a centromer feldl indul. A savok alsavokra (subband) bonthatdak.
Az X kromoszéma rovid karjanak 2. régidjanak 2. sdvjan belili 3. alsav jelolése a kovetkez6képpen

alakul: Xp22.3.

A sdvozasi technikdk segitségével azonositott kromoszéma rendellenességeket a 2. tablazatban
feltlintetett mddon nevezziik el. Az atrendez6dés megnevezése utan (példaul t = transzlokacio; del =

delécid; dup = duplikacié; inv = inverzid) zardjelben tiintetjik fel az érintett kromoszéma teriletet.

2. tablazat: Néhany gyakoribb kromoszoma atrendez6dés elnevezése

| Rovidités Jelentés Leiras
46, XX Normalis n6i
kariotipus

46, XY Normalis férfi
kariotipus

cen centromer

del delécio 46,XX,del(5p) Macskasiras (cri du
chat) szindrémas
nd. Az 5-0s
kromoszéma révid
karjanak egy része
hianyzik.

der szarmaztatott der(1) Az 1-es

kromoszéma kromoszoémabol

szarmazd
transzlokacioval
létrejott
kromoszéma,
amely az 1-es
kromoszoma
centromerjét
tartalmazza.

dic dientrikus dic(X;Y) Transzlokacioval

kromoszoma 1étrejott

kromoszoéma,
amelyaz X ésaz Y
kromoszoma
centromerjét is
tartalmazza.

dup duplikacio

inv inverzio inv(3)(p25:921) a 3-as kromoszoma
peri centrikus
inverzioja.

mat anyai eredetii 47,XY der(L)mat Férfi, aki az
anyjatol egy
transzlokacios
kromoszomat
(der(1)) 6rokolt.

p A kromoszoma révid karja
pat apai eredetii




q A kromoszoma hosszi karja

r gylirii kromoszéma 46,X,r(X)

Gytirti X
kromoszémaval
rendelkez6 n6

rcp reciprok transzlokacio

rob Robertsoni transzlokacio

t transzlokacid 46,XX,1(2;8)(921;p13)

Kiegyensulyozott
transzlokacios
kromoszémaval
rendelkezd né. A 2-
es kromoszoma
rovid karja és 8-as
kromoszéma
hosszu karja
cserélddott ki, A
transzlokacio
toréspontjai: 2q21
és 8p13.

+ gain of 47 XX, +21

A2l
kromoszoémabol 3
példanyt hordozo
(triszémia) Down
koros nd.

- loss of 45,XX,-14,-21,+t(14921q)

Normalis né. A 14-
esésa2l-es
kromoszémabol
Robertsoni
transzlokécidval
létrejott
kromoszémat
hordoz. Egy-egy
normalis 14-es és
21-es
kromoszomaja
hianyzik.




* Fluoreszcens in situ hibridizacio
Az elmult néhany évtizedben egy forradalmian Uj mddszer, a fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)
technika jelent meg a citogenetikdban. A FISH lényege az, hogy egy fluoreszcens festékkel jelolt DNS
vagy RNS prébét a vele komplementer DNS szekvencidhoz hibridizaltatnak a kromoszéman. igy a
kromoszémakat fluoreszcens mikroszkdpidval vizsgdlva az adott DNS szekvencia elhelyezkedését a

fluoreszcens jel mutatja (5. dbra).

préba
T

l A prdba jelGlése
kromoszéma
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8. abra: A fluoreszcens in situ hibridizacio elve. A probat fluoreszcensen vagy mds modon jelolik. A
kettos szalu probat és a vizsgalt DNS-t ho segitségével denaturaljik. A denaturalt probat és a vizsgalt
DNS-t osszekeverik, és a renaturacio (hiités) soran a jelolt egyszalu probak a veliik komplementer
DNS-hez hibridizdlnak. Igy az adott szekvencia megléte illetve elhelyezkedése a kromoszémdn
fluoreszcens mikroszkopiaval detektalhato.

[Alternativ szoveg: 9. abra: A fluoreszcens in situ hibridizacié elve.]

[Képaldiras: A probat fluoreszcensen vagy mas modon jelolik. A kettos szalu probat és a
vizsgalt DNS-t ho segitségével denaturaljak. A denaturalt probat és a vizsgalt DNS-t
osszekeverik, és a renaturdcio (hiités) sordan a jelolt egyszalu probdk a veliik komplementer
DNS-hez hibridizalnak. Igy az adott szekvencia megléte illetve elhelyezkedése a kromoszoman
fluoreszcens mikroszkopiaval detektdlhato.]



A FISH technika lehet6vé tette a kromoszéma atrendez6dések egyszerlibb és finomabb vizsgdlatat.
Segitségével akar kisebb kromoszoma régidkat érint6 kromoszémalis datrendezédések s

kimutathatdak (6. dbra).
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6. abra: A Williams szindréma kimutatasa FISH segitségével. A Williams szindromas betegekben a 7.
kromoszéma hosszu karjan egy koérulbelil 26 gént érint6 delécid talalhatd. A hidnyzo gének egyike az
elasztint kédolja. (A) Williams szindrémas beteg esetében a 7. kromoszémat kijel6l6 kontroll és az
elasztin génjére tervezett fluoreszcens préoba csak az egyik 7. kromoszéman taldlhatdé meg
egylttesen. Az elasztin préba a deléciés kromoszémahoz nem hibridizal. (B) Egészséges egyedekben
a kontroll és az elasztin génjére tervezett préba mindkét homolég kromoszémahoz hibridizal.

[Alternativ szoveg: 6. abra: A Williams szindréma kimutatdsa FISH segitségével.]

[Képalairas: A Williams szindromas betegekben a 7. kromoszoma hosszu karjan egy
koriilbeliil 26 gént érinto delécio talalhato. A hianyzo gének egyike az elasztint kodolja. (A)
Williams szindromas beteg esetében a 7. kromoszomat kijelolé kontroll és az elasztin génjére
tervezett fluoreszcens proba csak az egyik 7. kromoszoman taldlhato meg egyiittesen. Az
elasztin proba a delécios kromoszomahoz nem hibridizal. (B) Egészséges egyedekben a
kontroll és az elasztin génjére tervezett proba mindkét homolog kromoszomdahoz hibridizal.]

A spektrdlis kariotipizalas segitségével akar az ember 24kiilonb6z6 kromoszémaja kilén-kilén
szinben jelenithet6 meg. A mddszer soran olyan jelolt DNS prébakat hasznalnak, amelyek kizardlag
egy adott kromoszémahoz képesek hibridizalni. Ilyen probak el&allitasahoz az egyes kromoszémakat

aramlasi citométer segitségével szétvalasztjak, majd a rovid degenerdlt oligonukleotid primereket



felhasznalva az egyes kromoszomakra specifikus DNS szakaszokat szaporitanak fel PCR reakcidval. Az
adott kromoszéma-specifikus probakat egy vagy tobb fluorokrémmal jeldlik. igy a kiilénb6z6 médon

jelolt kromoszdmak eltérd hullamhosszu fénnyel fluoreszkalnak. (7. abraA és B).

A 1. Aramldsi citométer segitségével elkiilonitik a 24
kilonb6z6 emberi  kromoszomat. Az  egyes

) C ] _ ] kromoszomakrol  degeneralt primerekkel végzett

1 P T 1 1 PCR segitségével olyan probdkat hoznak létre,

| ‘,‘ W | ] , V1) amelyek kizarolag az adott kromoszéma kiilonbozg,

a teljes kromoszomat lefedd szakaszaihoz képesek

/ hibridizaIni.
v e ™ { 3. A jelolt probdkat osszekeverik egymadssal és a
pp— ‘? repeptitiv sz-ekv?nculalfban gazdag Jeloletler?lCotl
¢ , DNS-sel  (ismétl6d6  DNS  szekvencidkhoz
hibridizalo probak kiszlirése
2. A kromoszoéma specifikus probakat olyan tondizalo p i52(rese)
fluorokréomok kombindciodjaval jeldlik, amelyek

lehet6vé teszik, hogy minden egyes kromoszoma 4. A J?|Olt probakat. meFaf;;lsos kromoszoma
Kiilénboz8 hulldmhosszt preparatumhoz hibridizaljak majd a

YR —— s ./%-\ fluorszcenciat interferométerrel dezektaljak.

7. dbra:A spektralis kariotipizalas. (A) A spektralis kariotipizalas elve. (B) Az ember spektralis
kariotipusa. (C) Egy leukémids beteg sejtjeinek R-savozassal készilt részleges kariotipusa (fent) és
ugyanezen beteg spektralis kariotipusa(lent). Az R sdvozas segitségével a 18. kromoszéman talalhaté
idegen kromoszéma részlet (nyil) eredete nem hatarozhaté meg. A spektrdlis kariotipus alapjan
azonban megallapithatd, hogy ez a kromoszéma részlet a 9. kromoszdmardl szarmazik. A tovabbi
nagyobb kromoszdma rendellenességeket karikak jeldlik.

[Alternativ szoveg: 7. abra:A spektralis kariotipizalas.]

[Képaldiras: () A spektrdlis kariotipizalas elve. (B) Az ember spektralis kariotipusa. (C) Egy
leukémias beteg sejtjeinek R-savozassal késziilt részleges kariotipusa (fent) és ugyanezen
beteg spektralis kariotipusa(lent). Az R savozds segitségével a 18. kromoszoman talalhato
idegen kromoszoma részlet (nyil) eredete nem hatarozhato meg. A spektralis kariotipus



alapjan azonban megdllapithato, hogy ez a kromoszoma részlet a 9. kromoszomarol
szarmazik. A tovabbi nagyobb kromoszoma rendellenességeket karikak jelolik.]

A FISH technikat ma mar rutinszer(ien hasznaljak a klinikai diagnosztikdban. Gén specifikus préobak
hasznalataval meg lehet hatarozni azokat a géneket, amelyeket az adott kromoszéma atrendezédés
érint. A spektralis kariotipizalds lehet6séget nyujt arra, hogy néhany éra alatt ki lehessen mutatni a

kromoszéma atrendezddéseket és kromoszéma szamban bekévetkezd valtozasokat (7. dbra C).

o A kromoszoma mutacidk

A kromoszomak szama és szerkezete fajra jellemzd tulajdonsag. Egy fajon beliil az ettdl vald
eltérést kromoszdma mutdciénak nevezziik. A kromoszéma mutdcidknak alapvetéen két tipusat
kiilonboztetjik meg. A kromoszédma atrendezédések a kromoszomak szerkezetét érintik. llyenek
példdul a kromoszéman belili duplikacidk és deléciok. Ha a fajra jellemz6 kromoszémaszamban
torténik valtozds, akkor kromoszémaszdm vdltozassal jaré mutdcidkrdl beszéliink. Az aneuploidia
esetén az adott egyed a fajra jellemzé kromoszémakészlettsl eltéré szamu - kevesebb vagy tobb -
kromoszémaval rendelkezik. Poliploidia esetén teljes kromoszoma készletmegtobbszérdz6dése

figyelhet6 meg.

» Kromoszémaatrendezddések
A kromoszéma atrendezddések olyan valtozdsokat okoznak a kromoszémak szerkezetében,
amelyek a citogenetika eszkdztaraval tetten érhetSek. Altaldban egynél tdbb gént érintenek és
hatasukra a fenotipus is megvaltozik. Négyféle kromoszéma atrendezédést kilonboztetiink meg.

Ezek a delécio, a duplikacid, az inverzié valamint a transzlokacio.

A delécid alatt egy kromoszéma régid kiesését értjik (8. dbra). Az altala okozott mutacié nem
revertdlhatd és sok esetben letdlis. A delécidra heterozigdta egyedek meidzisanak profazisdban a
homoldg kromoszdmdk pdrosoddsa soran a vad tipust kromoszéma azon szakasza, amely a deléciét
hordozé kromoszédmabdl hidnyzik,kihurkolddik. Ez az Ugynevezett deléciés hurok jol megfigyelhetd a

Drosophila melanogaster politén érids kromoszdmadin is (9. dbra).



p3 p2 93 g4 95
p T T T q

Intersticidis deléci6 | ' ' Terminalis delécio
del(5p2p3) del(5q3)

8. abra: A delécio a kromoszomatorés kdvetkeztében jon létre. Egy toréspont (szaggatott vonal) esetén
terminalis, mig ket toréspont esetén intersticialis deléciorol beszéliink. pl-p4 és ql-q5: kromoszoma
régiok. Az ellipszis a centromeront, a benne lévd kék szam a kromoszoma szamat jeloli.

[Alternativ szoveg: 8. abra: delécidé a kromoszdmatorés kdvetkeztében jon létre.]
[Képalairas: Egy toréspont (szaggatott vonal) esetén terminalis, mig két toréspont esetén

intersticialis deléciorol beszéliink. pl-p4 és ql-q5: kromoszoma régiok. Az ellipszis a
centromeront, a benne lévo kék szam a kromoszoma szamdt jeloli. ]

9. abra: A delécio citologiai megjelenése a delécios hurok. (A) Egy deléciora heterozigota egyed
meiozisa soran a vad tipusu kromoszoma megfelelé szakasza kihurkolodik, delécios hurok alakul ki.
(B) Delécios hurok Drosophila melanogaster politén kromoszoman.

[Alternativ szoveg: 9. abra A deléci6 citoldgiai megjelenése a delécids hurok.]

[Képaldiras: (A) Egy deléciora heterozigota egyed meiozisa sordan a vad tipusu kromoszoma
megfelelo szakasza kihurkolodik, delécios hurok alakul ki. (B) Delécios hurok Drosophila
melanogaster politén kromoszoman.]

A duplikacié esetében egy kromoszéma régié megkétszerez6dik. Hasonléan a delécidhoz a
duplikacids heterozigdtak a meidzisdban is megfigyelhetlink duplikacids hurkot, de ebben az esetben

a duplikaciot hordozd kromoszéma megkett6z6dott szakaszainak egyike hurkolddik ki (10. dbra).
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10. abra: A duplikacio kromoszomatorés kovetkeztében jon létre. Az ellipszis a centromeront, a benne
levd kék szam a kromoszoma szamat jeloli. (téréspont: szaggatott vonal; pl-p4 és q1-q5: kromoszoma
régiok. Az ellipszis a centromeront, a benne lévd kék szam a kromoszoma szamat jeloli.

[Alternativ szoveg: 10. dbra: A duplikacié kromoszédmatorés kdvetkeztében jon létre.]

[Képaldairas: Az ellipszis a centromeront, a benne lévo kék szam a kromoszoma szamat jeloli.
(toréspont: szaggatott vonal; pl-p4 és ql-q5: kromoszoma régiok. Az ellipszis a centromeront,
a benne lévo kék szam a kromoszoma szamat jeloli. |

A duplikacié kovetkeztében altalaban nem alakul ki fenotipusos valtozas. Ha viszont igen, akkor ez

konnyen revertalddhat. J6 példa erre a muslica résszem(i mutdcidja a Bar(11. dbra).
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11. abra: A duplikacidk fenotipusos valtozasokat okozhatnak. (A)Az egyedfejl6dés soran bizonyos
fehérjék egymashoz viszonyitott aranyanak megvaltozasa fejl6dési rendellenességek kialakulasahoz
vezethet. Egy adott fehérje mennyisége gyakorta aranyos a fehérjét kédold gén példanyszamaval. A
D. melanogaster résszem( (Bar) fenotipus kialakuldsanak hatterében az X kromoszéma 16 A
régiéjanak duplikacidja 4all. A 16 A régidban taldlhatd gének példanyszdmdanak novekedésével
aranyosan nd a Bar fenotipus sulyossaga.(B) A Bar (BB) allatok meidzisa soran a homoldg
kromoszémak kozotti egyenl6tlen crossing-over kovetkeztében vad tipusu illetve triplikdcids X
kromoszémak is képz6dhetnek. BB legyek tenyészetében ezért idénként megjelenhetnek vad tipusu
és Ultrabar legyek is. A Bar mutdcio tehat revertdlodhat.

[Alternativ szoveg: 11. dbra: A duplikacidk fenotipusos valtozasokat okozhatnak.]

[Képalairas: (A) Az egyedfejl6dés soran bizonyos fehérjék egymashoz viszonyitott ardnyanak
megvaltozasa fejlédési rendellenességek kialakuldasahoz vezethet. Egy adott fehérje mennyisége
gyakorta aranyos a fehérjét kdédold gén példanyszamaval. A D. melanogaster résszem(i (Bar)
fenotipus kialakuldsanak hatterében az X kromoszéma 16 A régidjanak duplikacidja all. A 16 A
régioban taldlhaté gének példanyszamdanak novekedésével aranyosan né a Bar fenotipus
sulyossaga.(B) A Bar (BB) allatok meidzisa soran a homoldég kromoszémak kozotti egyenlGtlen
crossing-over kovetkeztében vad tipusu illetve triplikdciés X kromoszomak is képzdédhetnek. BB
legyek tenyészetében ezért idénként megjelenhetnek vad tipusu és Ultrabar legyek is. A Bar mutacio
tehat revertdlddhat.]

Az inverzional egy kromoszoma szakasz 180 fokos atforduldsa torténik meg egy kromoszéman
belll. Ha az inverzidé téréspontjai a centomert fogjak kodzre,akkor az inverzié pericentrikus. Ha az
inverzio nem érinti a centromert akkor paracentrikus inverziordl beszélink. A delécidval és
duplikacidval ellentétben az inverzié kovetkeztében nem torténik mennyiségi valtozds a genetikai

anyagban.

Pericentrikus inverzid Paracentrikus inverzio
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12. abra: Inverziok. Az ellipszis a centromeront, a benne 1évé kék szam a kromoszoma szamdat jeloli.
(toréspont: szaggatott vonal; pl1-p5 és ql-q5: kromoszoma régiok.



[Alternativ szoveg: 12. dbra: Inverziok.]

[Képalairds: Az ellipszis a centromeront, a benne 1év6 kék szdm a kromoszdéma szamat jeloli.
(téréspont: szaggatott vonal; p1-p5 és gq1-g5: kromoszdéma régiok.]

Az inverziés mutansok gyakran életképesek és nem mutatnak fenotipust kivéve, ha az inverzids
toréspont egy génen belll van, vagy ha a toréspont kozelében elhelyezked6 gén megvaltozott
genomi kornyezetbe keril és a cisz szabalyozd elemek Osszetétele és igy a gén kifejez6désének

szabalyozasa megvaltozik. Ez az ugynevezett pozicids hatas.

Az inverzids heterozigétdkban a homoldgok parosodasa sordn a meidzis profazisaban, illetve a
Drosophila érids kromoszémain jellegzetes képz6dmény, az Ugynevezett inverziés hurok figyelhet6
meg. Inverzidés heterozigétdkban a homoldg kromoszémak parosodadsa akaddlyozott ezért az
inverzion kivili, de ahhoz kozel esé szakaszokban az datkeresztez6dések ardnya elmarad a
kromoszéma mads régidiban tapasztalhatd értékektél. Ezért az inverzids heterozigétak igen kevés a
rekombinans ivarsejtet képeznek. Ennek okait a 13. dbra szemlélteti. A balanszer kromoszémak is

inverziok rekombindciét gatld hatdsat hasznaljak ki.
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13. dbra: Inverzids heterozigotak meiozisa. Para- és pericentrikus inverzios heterozigota meiozisa
soran egyardnt inverzios hurok alakul ki a homologok pdrosodasakor. Az inverzios hurkon beliil
bekovetkezd  atkeresztezodések  mindkét  esetben  kiegyensulyozatlan  rekombindns — gamétak
képzddéséhez vezetnek. Az inverziok tehat meggatoljak a rekombinans egyedek kialakulasat.

[Alternativ szoveg: 13. dbra: Inverzids heterozigdtdk meidzisa.]

[Képalairds: Para- és pericentrikus inverzids heterozigéta meidzisa sordn egyardnt inverziés hurok
alakul ki a homoldgok parosodasakor. Az inverzidés hurkon belll bekovetkez6 atkeresztez6dések
mindkét esetben kiegyensulyozatlan rekombindns gamétdk képzG6déséhez vezetnek. Az inverzidk
tehat meggatoljdk a rekombinans egyedek kialakulasat.]

Transzlokacidé soran egy kromoszéma részlete egy masik kromoszémara helyezédik at, vagyis az
informdcié tartalom nem valtozik. Kivételt jelentenek azok az esetek, ahol a toréspont egy génen

belil taldlhatd vagy a mar emlitett pozicids hatas érvényesil. A nem reciprok transzlokacio esetén a



genetikai anyag mozgasa egyiranyu. Reciprok transzlokacié esetén azonban a két nem homoldg

kromoszédma kozo6tt a genetikai anyag kolcsonosen kicserélédik.

A B

1 Reciprok transzlokacio Robertsoni transzlokacio 1
t(3;6)(a2;q2) rob(2q;7q)
2p7p
BT ()

2q7q

14. dbra: Transzlokaciok. (A) reciprok transzlokacio. (B) Roberstsoni transzlokdcio. Az ellipszis a
centromeront, a benne [évé kék szam a kromoszoma szamat jeloli. (téréspont: szaggatott vonal; pl1-p3
és ql-q5: kromoszoma régiok.

[Alternativ szoveg: 14. dbra: Transzlokacidk.]
[Képalairas: (A) reciprok transzlokacio. (B) Roberstsoni transzlokacid. Az ellipszis a centromeront, a

benne lév3 kék szam a kromoszdéma szamat jeldli. (toréspont: szaggatott vonal; pl-p3 és ql-g5:
kromoszéma régiok.]
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15. abra: Egy reciprok transzlokdcios heterozigota meiozisa. (A) reciprok transzlokdcio ugy jon létre,
hogy két nem homolog kromoszoman (NI1. és N2.)egy-egy torés keletkezik és az acentrikus
kromoszoma részletek a mdsik, nem homolog kromoszomaval forrnak ossze (T1 és T2). Az ilyen egyed
altalaban életképes, benne a genetikai informdcio mennyisége és tartalma altalaban valtozatlan
marad. (B) Meiozis I-ben jellegzetes kereszt alakban parosodik a két vad tipusu nem-homolog (N1 és
N2) és a két transzlokacios kromoszoma (T1 és T2). (C) Szomszédos szegregdcio esetén anafazis I-ben
egy vad tipusu és egy transzlokdcios kromoszoma szegregal egyiitt (N1 és T2 illetve T1 és N2). Az igy
létrejott meiotikus termékek kiegyensulyozatlanok, és legtébbszor életképtelen utéd képzodéséhez
vezetnek. (D) Vialtakozo szegregdcio esetén két vad tipusu (N1 és N2) illetve két transzlokdcios
kromoszoma (T1 és T2) szegregal egyiitt. Mivel az igy létrejott ivarsejtek kiegyensulyozottak, beldliik
dltaldban egészséges utod fejlodik. Az abran nincs feltiintetve, de ritkan (>1%) a homoldg
centromeronnal rendelkezd kromoszomak (N1 és T1, illetveN2 és T2) szegregalnak egyiitt. Ez a Il-es
tipusu szomszédos szegregadcio. Ebben az esetben is kiegyensulyozatlan gamétak keletkeznek.

[Alternativ szoveg: 15. dbra: reciprok transzlokacids heterozigdta meidzisa.]

[Képalairds: (A) reciprok transzlokacié dgy jon létre, hogy két nem homoldg kromoszéman (N1. és
N2.)egy-egy torés keletkezik és az acentrikus kromoszéma részletek a masik, nem homoldg
kromoszémaval forrnak Ossze (T1 és T2). Az ilyen egyed 4dltaldban életképes, benne a genetikai
informacié mennyisége és tartalma altaldban véltozatlan marad. (B) Meidzis I-ben jellegzetes kereszt



alakban parosodik a két vad tipusi nem-homoldg (N1 és N2) és a két transzlokaciés kromoszéma (T1
és T2). (C) Szomszédos szegregdacié esetén anafazis |-ben egy vad tipusu és egy transzlokacids
kromoszéma szegregal egyitt (N1 és T2 illetve T1 és N2). Az igy létrejott meidtikus termékek
kiegyensulyozatlanok, és legtobbszor életképtelen utdéd képzddéséhez vezetnek. (D) Valtakozo
szegregacid esetén két vad tipusu (N1 és N2) illetve két transzlokaciés kromoszoma (T1 és T2)
szegregdl egyitt. Mivel az igy létrejott ivarsejtek kiegyensulyozottak, bel6lik altaldban egészséges
utdd fejlédik. Az dbran nincs feltintetve, de ritkan (>1%) a homoldg centromeronnal rendelkezé
kromoszémak (N1 és T1, illetveN2 és T2) szegregalnak egyitt. Ez a ll-es tipusi szomszédos
szegregdcio. Ebben az esetben is kiegyensulyozatlan gamétak keletkeznek.]

A transzlokaciok eredményeképpen jelent8sen megvaltozhat a kromoszémak morfoldgidja. A
Robertsoni transzlokacié soran egy akrocentrikus kromoszéma hosszd karjat és egy masik
akrocentrikus kromoszéma rovid karjat alkoté kromoszéma részlet cserélédik ki kolcsondsen. Az
eredmény egy nagy metacentrikus és egy apré metacentrikus kromoszéma. A kisebb kromoszéma
gyakran elveszhet, mert szegregdlddik megfeleléen a meidzis sordn. Osszességében tehat a
Robertsoni transzlokdcié a kromoszémaszam csdkkenéséhez vezethet. A transzlokacidknak fontos
szerepe van a kariotipusok evolucidjaban. A f6éeml6sok kozil a csimpanzok, a gorilldk és az
orangutanok diploid kromoszémaszdama, 2n = 48.Az ember diploid kromoszémaszama 2n = 46. Ha a
kromoszémak savozasi mintdzatat gondosan tanulmdnyozzuk, akkor lathatd, hogy a human 2. nagy
metacentrikus kromoszéma két 6si akrocentrikus kromoszéma Robertsoni transzlaciojaval jott 1étre.

A kis metacentrikus kromoszéma pedig elveszett az id6k folyaman (16. dbra).
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16. abra: A transzlokaciok a kromoszdmaszam megvaltozasahoz vezethetnek. Az ember diploid
kromoszémaszama (2n = 46) valdszinlileg egy Robertsoni transzlokacid és egy kromoszéma
elvesztése kovetkeztében alakult ki.

[Alternativ szoveg: 16. abra: A transzlokaciok a kromoszémaszam megvaltozdsahoz vezethetnek.]

[Képalairas: Az ember diploid kromoszémaszama (2n = 46) valdszinlileg egy Robertsoni transzlokacio
és egy kromoszoma elvesztése kovetkeztében alakult ki.]

= A kromoszoémak szamaban bekovetkezo valtozasok

e Aneuploidia
Egy tobbsejtd eukaridta szervezet euploid ha az alap kromoszdmaszam egész szamu
tobbszorosével rendelkezik testi sejtjeiben (pl.: haploid, diploid, vagy poliploid). Ha azonban egy
egyed az alap kromoszédma készlethez képest egy vagy tobb kromoszédmadval kevesebb vagy tobb
kromoszédmdval rendelkezik, akkor az aneuploid. Az aneuploidia kialakulhat egy Robertsoni
transzlokaciét koveté kromoszomavesztéssel, vagy a meidzis illetve a mitdzis soran kromoszéma

nondiszjunkcié kovetkeztében(17. abra).
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17. abra: Az aneuploidia kromoszéma non diszjunkcidval jon létre. A kromoszéma non diszjunkcid
attdl fliggdben, hogy a meidzis |. vagy a Meidzis Il. soran is kovetkezik be, eltéré meidtikus termékek
keletkezéséhez vezethet.

[Alternativ szoveg: 17. dbra: Az aneuploidia kromoszéma non diszjunkciéval jon létre.]

[Képalairds: A kromoszédma non diszjunkcié attél figgben, hogy a meidzis |. vagy a Meidzis Il. soran is
kovetkezik be, eltéré meidtikus termékek keletkezéséhez vezethet.]

Diploid szervezetekben a leggyakoribb aneuploidok a nulliszémok. Az ilyen egyedek mindkét

homoldg kromoszémajukat elvesztették. Kromoszémakészletiiket 2n-2, ahol n a haploid
kromoszémaszam. A monoszémok egyetlen kromoszoémat vesztettek el. Jeldlésik 2n-1. Triszomia
(2n+1) akkor alakul, ki ha az egyed egy kromoszémaval tébbel rendelkezik a normalisnal.
TetraszOmiardl akkor beszéliink,ha két extra homoldg kromoszémara tett szert az egyed. Egy
egyedben egyszerre tobb aneuploididt eredményez6 mutdcidés esemény is bekdvetkezhet. llyenek
példaul a dupla triszdmiasok, amelyek két nem homoldg kromoszémabdl is egy-egy extra példanyt

hordoznak (2n+1+1).



Az aneuploidia kovetkeztében egyes gének példanyszdma és ddzisa megvaltozik, igy a
géntermékek kozotti egyensuly felborul. Ez pedig daltaldban Osszeegyeztethetetlen a normalis
egyedfejlédéssel. Ez az oka annak, hogy az ember esetében az aneuploid embridok minddssze két
szazaléka sziiletik meg. Az élve sziiletett aneuplidokban 3ltaldban az ivari kromoszémak szama tér el
a normalistél (3. téblazat). Az autoszémalis aneuploidok tulnyomé tobbsége spontan
elvetél kizarélag néhany kisebb autoszéma szamanak megvaltozdsa esetén sziiletnek meg élve.
Ennek oka valdszinlileg az, hogy akisebb kromoszémakon kevesebb gén taldlhatd, vagyis a
géntermékek egyensulydban is kisebb mérték(i a zavar. Emberben a legelterjedtebb autoszémalis

aneuploidia a 21. kromoszéma triszomiaja, amely a Down kort okozza.

3. tablazat: Néhany gyakoribb emberi aneuploidia

Betegség | Jelolés | Tumetk |

L 45, X Normalis szellemi képességli steril né.
Turner szindréma o .
(monoszomia) Sokszor alacsony novésiek.

Altalaban szellemileg enyhén
47, XX vagy XY, +21  visszamaradottak. Az izliletek nagyon lazak,
Down kor (triszomia) a testmagassag alacsony, a mozgas esetlen.
Megnovekedett hajlamuk van a
leukémiara.

Sulyos sziv rendellenességek, altalaban kis
méretU orr és szaj, abnormalis fllek.
Szellemileg sulyosan visszamaradottak.

Edwards szindréma 47, XX .vag’y ).(Y' +18

(triszomia)
Szemlik kicsi vagy hianyzik. Néha egyetlen
0sszeolvadt szemmel rendelkeznek az
arcuk kézepén. Szellemileg sulyosan
visszamaradottak. Ritkan élik meg az
egyéveskort.

47, XX vagy XY, +13

Patauszindroma .o
(triszomia)

Alulfejlett herék, terméketlenség, nies

Klinefelter szindroma 47, XXY C L
testalkat, gyakran pszichés zavarok.

Tobbségiik az dtlagosndl magasabb,
fogamzéképesnd. A ndi nemi szervek
lehetnek szabdlyosak vagy gyengén
fejlettek. Gyakoribbak a tanul3si
nehézségek, gyengébb izomtdnus, és
viselkedési problémak.

Tripla-X szindréma 47, XXX

Szuperférfi vagy XYY 47, XYY Gyakorta magasabb novésd, sokszor
szindroma alacsonyabb intelligenciaju férfi.

e Poliploidia
Az eukaridta szervezetek tobbsége életciklusa nagyobbik részében diploid (2n). A diploidokban

minden kromoszoma két homoldg példanyban van jelen, vagyis kétszeres kromoszoma készlettel



rendelkeznek. A kromoszdéma készletlik egyik felét az apatdél a masikat az anyatdél oroklik. A soksejtd
eukaridtak ivarsejtjeiben és a haploid él6lények testi sejtjeiben azonban minden kromoszéma csak
egyetlen példdnyban van jelen. A kromoszoma készlet tobbszords vagyis poliploid ha a kromoszéma
készletek szama az alap kromoszdma szamnak (x) ketténél nagyobb szamu tobbszordse. Példaul: 3x =
triploid, 4x = tetraploid, 5x = pentaploid, 6x = hexaploid. A poliploidia a névények korében a
legelterjedtebb. A fajképz6dés igen gyakori mddja ez. A viragos novények 40 a flivek 70 szazaléka
poliploid (4. tablazat). Az allatvildgban a poliploidia ritka jelenség. Egyes halak, békak és

szalamandrak esetében fordul elé.

Aszerint, hogy a poliploidok egyetlen faj kromoszéma készletét, vagy tobb kiilonb6z6 faj
kromoszéma készletét tartalmazzak tobb példanyban, megkiilonboztetiink autopoliploid illetve

allopoliploid szervezeteket.

Az autopoliploidok Iétrejohetnek Ugy, hogy egy korai diploid (2n) embrié mitdzisaban az egyik
testvér kromatida sem valik szét az anafazis soran és igy a diploid szervezetbdl tetraploid (4n)
szervezet jon létre (18. dbra A). Ha egy diploid szervezetben meidtikus nondiszjunkcié kévetkeztében
2n kromoszomakészletl ivarsejt képz6dik és ez egy normalis haploid (n) ivarsejttel képez zigétat

akkor autotriploidia alakulhat ki (18. abra B).

A

Autoploiploidia kialakulasa mitézissal

replikacié kromatudak
—
szetva\asa nlncs
sejtosztodas

Diploid (2n) korai Autotetraploid(4n
embrionalis sejt embrionalis sejt

B

Autoploiploidia kialakulasa mitézissal

Meiozis | Meiozis I @
rep\lkamo 2n \ 3n ]
Ahomologok
) ()
nem valnak
Diploid (2n) sejt szét
Megtermékenyités

2n 1n ivarsejttel 3n

2n ivarsejtek autotriploid
3nivarsejtek

18. abra: Az autopoliploidia kialakulasa. Autopoliploidia kialakulhat mitézis kromoszéma non
diszjunkcié attdl fliggben, hogy a meidzis |. vagy a Meidzis Il. soran is kovetkezik be, eltéré meidtikus
termékek keletkezéséhez vezethet.



[Alternativ szoveg: 18. abra: Az autopoliploidia kialakuldsa.]

[Képalairds: Autopoliploidia kialakulhat mitdzis kromoszéma non diszjunkcié attél figgben, hogy a
meidzis |. vagy a Meidzis Il. soran is kovetkezik be, eltér§6 meidtikus termékek keletkezéséhez
vezethet.]

Mivel az autopoliploidok kromoszémakészletei kozos eredetliek, a homoldégok meidzis |
profazisdban parosodni prébalnak. Olyan autopoliploidokndl, amelyek az alap kromoszémakészlet
paratlan szdmu tobbszorosét tartalmazzak, az egyik homoldgnak nem jut par ezért az véletlenszer(en
szegregal anafazis I-ben. Ennek kovetkeztében az ivarsejtek és bel6lik kialakuld zigétak tulnyomd
része tobb vagy kevesebb kromoszémaval rendelkezik a normalisndl (19. abra). Ez 4altaldban
sterilitdshoz vezet. Azon autopoliploidok esetében, amelyek az alap kromoszémakészlet paros szamu
tobbszorosét tartalmazzak, elméletben minden homolég megtaldlhatja parjat és normalisan

osztddhatna, ez mégis ritka esemény. Ezért ezek a szervezetek is kiegyensulyozatlan ivarsejteket

képeznek.
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19. dbra: Az autotriploid szervezetek sterilek. Az autotriploid szervezetek haromszoros kromoszéma
készlettel rendelkeznek (3x = 2n). Ennek kovetkeztében Meidzis I-ben legalabb az egyik homoldg
kromoszéma véletlenszerlien szegregdl. Ezért csak kis valdszinliséggel keletkeznek normdlis,
kiegyensulyozott ivarsejtek.



[Alternativ szoveg: 19. dbra: Az autotriploid szervezetek sterilek.]

[Képaldiras: Az autotriploid szervezetek haromszoros kromoszéma készlettel rendelkeznek (3x = 2n).
Ennek kovetkeztében Meidzis I-ben legalabb az egyik homoldg kromoszédma véletlenszer(ien
szegregadl. Ezért csak kis valdszinliséggel keletkeznek normadlis, kiegyensulyozott ivarsejtek.]

Az allopoliploidok két faj keresztezésével jonnek létre. A hibrid olyan poliploid lesz, amely két
vagy tobb faj kromoszémakészletét hordozza. A hibrid minden kromoszédmat csak egy példanyban
tartalmaz ezért a gaméta képzése soran meidzis | profazisaban nincsenek homolégok, amelyek
parosodhatnanak. Ennek kdvetkeztében anafazis I-ben a kromoszémak véletlenszerlien szegregalnak
és kiegyensulyozatlan, aneuploid gamétak képzSédnek (dbra). Vagyis a hibrid steril lesz, de
vegetativan szaporithatdé. Ritkdn el6fordul, hogy a hibrid korai embrionalis koraban mitétikus
nondiszjunkcid kovetkezik be. Ennek kovetkeztében megdupldzédik a kromoszdma szama és egy
allotetraploid egyed jon létre. Az allotetraploid meidzisa esetében mar minden egyes kromoszéma
megtaldlja homoldégjat és igy kiegyensulyozott euploid gamétak képz&dhetnek. A névénynemesiték
sejtosztodast gatld kolhicin segitségével végeredményben ugyanezt érik el. Ha ugyanis a kolhicines
kezelés az osztédé sejtet a mitdzis profazisdban éri, akkor a mar megdupldzédott
kromoszémakészlettel rendelkez6 sejt visszakerllhet interfazisba és igy egy mesterséges

allotetraploid névény johet létre.

Kozeli rokon fajok keresztez6désével elGallt hibridek esetén a két faj kromoszémai még nagyfoku
hasonlésagot mutathatnak egymassal. Ekkor a hibrid meidzisa soran profazis I-ben kialakulhatnak
olyan homolég parok, amelyek egyik tagja az egyik masik tagja a masik faj kromoszomajat

tartalmazza. Ez felhaszndlhato a egyes névények rokonsagi viszonyainak megallapitasara.

A legtobb él6lényben a sejttérfogat a sejtmagtérfogatanak, vagyis a genomméretének fliggvénye.
Tehat a poliploidok altaldban nagyobb sejttérfogattal és sokszor nagyobb testmérettel is
rendelkeznek. A névénynemesitdk igy allitanak el6 nagyobb viragua vagy gyimolcs novényeket. Ez a

helyzet a legtobb termesztett névény esetében is (4. tablazat).



4.  tablazat: Termesztett novényeink altalaban poliploidok

Termesztett névény Ploidia foka
maszam

dn

Burgonya (autopoliploid) *
’ 3n
Banan (autopoliploid) >
) bn
Edesburgonya (autopoliploid) %
’ 4n
Dohany (allopoliploid) *
' bn
] L 42
Uza (allopoliploid)
’ an
Szamoca (allopopliploid) >0
Cukornad o %0

(allopopliploid)

Az el6z6ekben roviden 6sszefoglaltam, hogy megsziletése 6ta milyen Uj technikdkkal bévilt a
citogenetika eszkoztara illetve a kromoszdmdk mutacidit. A citogenetika gyakorlatokon pedig
megismerkediink a mitézis és a meidzis folyamataval, egy egyszerld kromoszédmafestési mddszerrel

illetve a citogenetikai preparatumok széles koérben elterjedt elkészitési modjaval.

l. gyakorlat:
A mitézis tanulmanyozasa és a kolhicin hatasanak
megfigyelése a voroshagyma gyokércsucs
merisztémajaban

A gyakorlat sordn kolhicinnel kezelt és kezeletlen hagyma (Allium cepa) gyokércsucsbol szélesztett

preparatumot készitlink. A preparatumokon azonositjuk a mitdzis fazisait és megfigyeljik a kolhicin

sejtosztddasra gyakorolt hatdsat.

o A mitézis
A mitdzis a sejtek szamtartd osztddasa, melynek sordn a sejt genetikai dllomanya megkett6z6dik
és két, az anyasejttel megegyez6 kromoszdmaszamu, lednysejt sejt jon létre. A mitdzis sejttanilag

négy szakaszra bonthatd: profazis, metafazis, anafazis és telofazis (8. abra).



20. abra: A mitozis folyamata voréshagyma (Allium cepa) gyokércsics merisztéma sejtjeibol késziilt
szélesztett prepardtumon (4) interfazis; (B) profazis; (C) metafazis;
(D) anafazis, (E) telofazis, (F) utodsejtek; (G) normdlis metafazis; (H) kromoszomak ,, C mitozisban”

[Alternativ szoveg: 20. dbra: A mitdzis folyamata voroshagyma (Allium cepa) gyokércsics merisztéma
sejtjeibdl késziilt szélesztett prepardtumon]
[Képalairas: (4) interfdzis; (B) profazis; (C) metafazis;

(D) anafazis;(E) telofazis;(F) utddsejtek; (G) normdlis metafazis;, (H) kromoszomdak ,,C
mitozisban”.]

= A profazis (20. abra B):
A profazis a mitdzis bevezet6 szakasza. A kromoszdmdk kondenzalddnak és mar
fénymikroszképpal is meg lehet figyelni Gket. Ezek a kromoszémak mar két, genetikai informacio
tartalmukat tekintve azonos testvérkromatidabdl allnak, amelyek a centromeronndl kapcsolddnak

Ossze. Ez a kromoszoma kétkromatidds allapota.



A kései profazisban a sejtmagvacska (nucleolus) eltlinik és megkezdddik sejtmag (nucleus)
membranjanak lebomldsa. Kialakul az osztéddsi orsé, amelynek fonalai a sejt pdlusaihoz illetve a

kinetochoron keresztiil a centromerekhez kapcsolédnak.

= A metafazis (20. abra C):

A metafazisban a maghartya mar teljesen lebomlott. A kromoszémdkat a magorso fonalak a sejt
egyenlit6i sikjdba rendezik. A kromoszdmadak kondenzacidja fokozddik, szerkezetiik ebben a fazisban a
legtomorebb. A citogenetikai vizsgalatokat is tobbnyire metafazisos kromoszomakon végzik. Ekkor
figyelhet6 meg leginkabb a kromoszémak alakja valamint ebben a fazisban célszer(i meghatdrozni a

fajra jellemz6 kromoszémaszamot. Ez az dllapot tehat a legmegfelel6bb a kariotipus elkészitéséhez.

» Az anafazis (20. abra D):
Az anafdzis soran a testvérkromatiddak centromeronjai elvdlnak egymastdl és a kétkromatidas
kromoszémabdl két, egykromatidds lednykromoszéma jon létre. Az egykromatidas

lednykromoszdémakat a magorso fonalak a sejt két ellentétes poélusara huzzak.

» A telofazis (20. abra E):
A mitdzis a telofdzissal zarul. A leanykromoszémak mar a sejt ellentétes pdlusain taldlhatéak. A
kromoszémak szerkezete fellazul. Uj sejtmaghartya kialakuldsa kezd&dik meg a kromoszémak kériil,

Ujra megjelenik a sejtmagvacska, végiil a sejtplazma is osztodik.

= A kolhicin hatasa a sejtosztédasra

A kolhicin az 8szi kikericsbél (Colhicum autumnale) és mas Colhicum fajokbdl izolalhaté alkaloida,
mely a magorsd fonalakat bénitja. Hatasara a leanykromoszomak a metafazisban nem képesek
szétvalni és a sejt ellentétes pdlusaira vandorolni. Ezt haszndljdk ki a névénynemesit6k. Segitségével
poliploid novényi szoveteket lehet |étrehozni, ez pedig alkalmas olyan fajhibridek sterilitdsanak
lekizdésére, ahol a terméketlenség oka az, hogy a két faj kromoszomai nem képesek egymassal
parosodni ezért véletlenszerlien szegregalnak a meidzis soran. A kolhicin hatasa attél fliggden, hogy
milyen sejtosztdédasi fazisban végezzik, a kezelést eltér6 lehet. A profazisbdl a sejtek
visszakerilhetnek az interfazisba. A profazis megrovidiil és a sejtek hosszabb ideig tartdzkodhatnak
metafazisban, ez pedig a metafdzisok gyakorisdgdnak megnovekedését eredményezi. Ennek
megfelel6en az ana- és telofazisok ritkdbbak. A kolhicinnel kezelt szovetben a kromoszémak
tomorebbek, méretiik kisebb. Megfelel§ kolhicines kezeléssel kariotipus meghatarozasara alkalmas

preparatumot kapunk.



o A gyakorlat menete
Anyagok:

e 1kg dughagyma

e Carnoy rogzit6: abszolut alkohol és jégecet 3:1 elegye
e 1N sésav

e papirvatta

o sz(irGpapir

e 0,1%-0s kolhicin oldat

e 5%-os karminecetsav 45%-0s ecetsavban oldva

e targylemez

e fedblemez

» Eldkészités
e A dughagyma gybkereztetés (2-5 nap):
A hagymak gyokerét megtisztitjuk az elszaradt részekt6l majd vigydzva, hogy csak a tonkjik érjen
a vizbe, gyokereztet6 edénybe helyezzilk. A gyokereztetés sordn a vizet az edényben naponta
cseréljik és a gyokerek allapotat ellenérizziik. A preparatum készitésére a néhany centiméter hosszu,
még nem barna gyokér alkalmas. A gyokércsucs porceldnszerld. Az intenziven osztédd zéna

sargasfehér, mogotte a gyokér attetszé.

e Kolhicinezés (4-5 6ra):
A kezelend6 gyokereket 1-2 ml 0,1%-os kolhicin oldatba helyezziik, majd 4-5 dra elteltével,

sz(irGpapir segitségével leitatjuk réluk a kolhicin oldatot és rogzitjiik.

e RObgzités Carnoy régzitében (1 nap):
A gybkereket Un. Carnoy oldatban (abszolut alkohol és jégecet 3:1 aranyu elegye) aztatjuk. A
rogzités 24 oraja alatt a Carnoy oldatot egyszer cserélni kell. Az igy rogzitett minta mélyh(itGben

illetve 70%-os alkoholban szobahémérsékleten is sokdig, akar évtizedekig is elall.

e Alternativ rogzités:

Jobb minéségli, de nem annyira tartds preparatumot kapunk, ha Carnoy oldat helyett a

gyokereket 45%-0s ecetsavban aztatjuk 20 percen keresztil.



e Puhitas
A szélesztett preparatum készitése soran arra toreksziink, hogy a mintank egy sejtsor vastagsagu
legyen. A rogzitést kovetben a gyokércsucsok azonban még tobb sejtsor vastagok és a sejteket a
sejtfalak tartjak 0ssze. Annak érdekében, hogy megfelel6 min&ségl preparatumot tudjunk késziteni a

sejtfalakat alkotd poliszacharidokat el kell hidrolizalnunk.

A gyokereket a rogzit6bdl kivéve vizzel mossuk, leitatjuk, majd 1N hideg sdsavval atoblitjik, hogy
a maradék vizet eltavolitsuk. Ezutan a gyokereket 60°C-on 1N sdsav oldatban inkubaljuk 5 percig —
vigyazzunk, mert ha tovdbb f6zzik benne a sejtmag is kdrosulhat. A puhitast kovetéen a gyokereket
desztillalt vizzel mossuk, majd a vizet leitatjuk. Az igy kapott puhitott gyokeret 70%-os alkoholban

taroljuk.



21. abra: a hagyma gydkércsucs elokészitésének és festésének fazisai

[Alternativ széveg: 21. abra: a hagyma gyokércsics elokészitésének és festésének fazisai.|

e Festés
A hagyma gyokeret egy targylemezre helyezzik, megallapitjuk, hogy melyik a cstcsa (sargasfehér

vég, alatta az attetsz6 allanddsult szovetek) és 5%-os kdrminecetsavat cseppentiink ra (21. abra). A



targylemezt nyilt ldng felett dvatosan melegitjiik egy-két percig. Ugyeljiink arra, hogy a festék ne
forrjon fel! A fest6dés akkor jo, ha a gyokércsucsok sotétbarnas-vordssé valnak. Ha a preparatumot

tulfestjlk, akkor a szine feketésen voros.

A festést kovetSen a felesleges karminecetsavat felitatjuk szlrépapirral és a gyokeret Uj, tiszta
targylemezre helyezzik, a gyokércsics mogotti dllanddsult szoveteket eltavolitjuk. Ezutan gyorsan
egy csepp karminecetsavat rakunk ra és befedjik a fed6lemezzel. Ha a minta elég puha, akkor mar a
fedGlemez sulya hatdsdra is szétterll a szbvet. A targylemezt még 1-2 percig melegitjiik, néha egy-

egy csepp karminecetsavat hozzdaddsaval.

o A sejtek szélesztése
A fedblemezre szlrdpapirt helyeziink, leszoritjuk és a ceruza végével vagy mas tompa végl
targgyal finoman kopogtatjuk, majd ,firkdljuk” a mintat. Ha ekkor mikroszképpal megnézziik a
preparatumot, akkor latjuk, hogy a sejtek még gombolylek. Ezért van sziikség a prepardtum
kilapitasara. A szlirGpapirt raszoritjuk a fed6lemezre és egy hatdrozott mozdulattal, hiivelykujjunkkal

ranehezedlink a mintdra. Ezek utdana a kész szélesztett preparatumot fénymikroszképpal vizsgaljuk

meg.
e Feladatok
1. Figyeljiik meg a mitézis fazisait a kezelt és a kezeletlen preparatumon!
2. Készitslink rajzot az egyes fazisokrol!
3. Probaljuk meg meghatarozni a diploid a kromoszémaszamot. 2n="?
4. Figyeljik meg, hogy milyen hatdssal van a kolhicin a kromoszémak elrendez&désére,

méretére illetve az egyes fazisok gyakorisagaral

Il. gyakorlat A meioézis vizsgalata a fas bazsarézsa
pollenanyasejtjeiben
A gyakorlat soran fas bazsardzsa (Paeonia sufruticosa) bimbdk pollenanyasejtjeibél szélesztett

preparatumot készitlink. A prepardtumokon azonositjuk a meidzis fazisait.
o A meibzis
A meidzis a gamétak termelésére specializalédott sejtek osztddas tipusa, melynek soran egyetlen

meiocita anyasejtbél 4 utddsejt mas néven meidtikus termék keletkezik. Egyetlen meidtikus termék



kromoszéma szdma - ezaltal genetikai informacioé tartalma - pontosan fele az anyasejtének. A négy

meiodtikus termék informacio tartalma egymastdl kilénbo6z6

A meiozis lényegében két egymadst kovetd sejtosztddasbdl all. Az els6 osztddasi szakaszban a
homoldg kromoszémak - Mendel elsé torvényének megfelelen - szétvalnak egymastdl, és kilon

utddsejtbe keriilnek, mialatt a testvér kromatidak egyltt maradnak.

A masodik osztddasi szakaszban a testvér kromatidak valnak szét egymastdl, igy az utddsejtek egy

DNS szalbdl all6, de az anyasejthez képest fele kromoszdma szdmu kromoszoma készlettel

rendelkeznek.

A meidzis sejttanilag négy szakaszra bonthatd: profazis, metafazis, anafazis és telofazis (22. abra).

22. abra: A meiozis fazisai fas bazsarozsa (Paeonia sufruticosa) pollenanyasejtjeiben



(A), (B) és (C) Profazis I; (D) Metafazis 1., (E) Anafazis I; (F) Telofazis (G) Profazis IlI; (H) Metafazis
1I; (1) Anafazis 11; (J) és (K) Telofazis II; (L) pollenek

[Alternativ szbveg: 22. dbra: A meidzis fazisai fas bazsardzsa (Paeonia sufruticosa)

pollenanyasejtjeiben]

[Képaldiras: (A), (B) és (C) Profazis I; (D) Metafazis I.; (E) Anafazis I; (F) Telofazis (G)
Profazis II; (H) Metafazis II; (I) Anafazis 11; (J) és (K) Telofazis II; (L) pollenek]

» Profazis | (22.abra A -C):

Leptotén (vékony fonalas): a kromoszomak hosszu vékonyfonalként lathatdova valnak.

Zigotén (parosodd fonalas): homoldg kromoszomak hossztengelylik mentén parosodnak, kialakul a

bivalens kromoszéma, amit 4db. kromatida alkot.

Pahitén (vastag fonalas): a kromoszémak szélai megvastagodnak, megrovidilnek. Ebben a fazisban

megy végbe a crossing-over.

Diplotén (dupla fonalas): a négy kromatid egymashoz tapaddsa lazul, kiazmak (atkeresztez6dések)

jelennek meg. A kiazma a crossing-over citoldgiai megjelenése.

Diakinézis:a kromoszomak tovabb rovidilnek, a maghartya eltlinik.

» Metafazis | (22.abra D):
A homoldgok az egyenlitGi sikban rendezddnek, a testvér kromatidak nem valnak el, a homoldégok

centromerei ellenkezd pdlushoz tartozd hizé fonalakhoz tapadnak

= Anafazis | (22.abra E):

A homoldg parok tagjai az ellenkez6 pélusra jutnak

» Telofazis | (22.abra F):
Fajonként valtozé lehet. A masodik osztédds rogton folytatddik, vagy kialakulhat a magmembran,
s6t a sejtmembran is. Az els6 osztddas redukcids, mert a kromoszdmadk szamat a felére, a haploid

szamra (n) csokkenti az utddsejtekben.

* Profazis Il (22.abra G):

Megroévidilt, haploid kromoszémaszamot mutaté kétkromatidas kromoszomak latszanak



= Metafazis Il (22.abra H):

A kromoszédmak az egyenlit6i sikba rendez6dnek.

» Anafazis Il (22.abra I):

A cetromerek elhasadnak, a huzéfonalak az ellentétes pdlusokra viszik a testvérkromatidakat.

» Telofazis Il (22. abra J és K):

Kialakul a magmembran és létrejon a négy haploid meidtikus termék vagy tetrad.

o A gyakorlat menete:

= Anyagok:
e bazsardzsa bimbdk
e Carnoy rogzitd: abszolut alkohol : jégecet 3: 1 elegye
e papirvatta
o sz(irGpapir
e 0,1 %-os kolhicin oldat
e karminecetsav
e targylemez

e fedblemez

= Elbkészités
A bimbodkat egy tavaszi reggelen érdemes begydjteniink az ELTE botanikus kertjébdl. A kdzepes
méret(i bimbdkat érdemes begydjteni, a nagyon nagy illetve nagyon kicsi bimbd mar vagy még nem
jo. Egy bimbdban rengeteg portok taldlhatd. Ha a portok sarga, akkor mar nem alkalmas a vizsgalatra,
mert mar pollenek vannak benne. A begyjtott bimbdkrdl eltavolitjuk a takardleveleket és Carnoy
rogzit6be aztatjuk 2 napon keresztil, a rogzit6t 12 éranként lecseréljik. A rogzitett bimbdk 70%-os

alkoholban, mélyh(itében tarolhatdak.

= A festés

A targylemezre egy porzészdlat helyeziink. A portok végébdl 1Imm-t levagunk és landzsatlvel
felapritjuk, mint a petrezselymet. Karminecetsavat cseppentiink ra, fed6lemezzel lefedjik és igy

melegitjik évatosan néhany percig, majd szélesztett preparatumot készitlink (lasd mitézis gyakorlat).



* Feladatok
Figyeljiik meg a meidzis fazisait a pollenanyasejtekben
Figyeljiik meg a mitdzis fazisait a portok szovetében!
Figyeljik meg a bivalenseket

Készitslink rajzot az egyes fazisokrél

A N

Prébaljuk meg megszamolni a kromoszémakat. A meidzis mely fazisat érdemes kivalasztani

erre a célra?

Drosophila genetika - géntérképezés

Dr. Vellainé Takacs Krisztina egyetemi adjunktus és Billes Viktor PhD hallgaté

ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék
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o Drosophila melanogaster mutansok bemutatasa és
felismerése

A gyakorlat célja: a Drosophila melanogaster, mint genetikai modellorganizmus
bemutatasa, himek és ndstények elkiilonitése valamint mutansok felismerése

= Az ecetmuslica életciklusa, a vad tipus bemutatasa,
a nemek elkiilonitése

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) a genetikusok egyik elséként alkalmazott
modellallata. Az 1900-as évek elején Thomas Hunt Morgan és tanitvanyai haszndltak el&szor,
és segitségével az oroklédés alapvets torvényszerliségeit (kromoszéma elmélet bizonyitdsa,
nemhez kotott oroklédés, kapcsoltsdg) tartdk fel. Morgan munkdssagat 1933-ban orvosi
Nobel-dijjal jutalmaztak, els6 olyan kutatdként, akinek nem volt orvosi végzettsége.

Az ecetmuslica rendelkezik mindazokkal a tulajdonsagokkal, amelyek a genetikai
modellorganizmusokat, mint kisérleti objektumokat jellemzik: laboratériumban kdnnyen
fenntarthatd, tenyészideje révid (25°C-on 10 nap), utédszama nagy (egy sziléparnak tébb
szdz utdédja lehet), a himek és a néstények egyszerlen elkiilonitheték, vonalai jol
keresztezhet6k valamint a morfoldgiai sajatsagok jol jellemezhet6k, és nagy
kovetkezetességgel 6roklédnek.



A Dipterdk kozé tartozé Drosophila teljes atalakuldssal fejl6dé rovar, azaz Holometabola. A
megtermékenyitett petékbdl 25°C-on kb. 24 6ra elteltével kelnek ki az elsé stadiumu (L1)
larvak, melyek szintén kb. egy nap elteltével vedlenek, és mdsodik stadiumu larvakka (L2)
fejlédnek. Az L2 staddiumot Ujabb 1 nap elteltével vedlés és az L3 stadium koveti, amely
hozzavetbleg két napig tart. Az L3 stddium végén az allatok bebazdédnak, majd kb. 6t nap
mulva kelnek ki a kifejlett imagok (10. dbra). Ezek az adatok a 25°C-on térténd tenyésztéskor
érvényesek. A h6mérséklet csokkentése a tenyészidét ndveli. Egy néstény imdagd a 10 heti
élettartam alatt 3000 petét képes lerakni.

A Drosophila genom mérete 180 Mbp, a teljes genom szekvenciajat 2000-ben hatdroztak
meg. A muslica genom jelenlegi becslések szerint kb. 14000 gént tartalmaz, ami az
emberben taldlhatd gének szamanak a fele (jelenleg annotalva 13601). Az ecetmuslica 4
kromoszémapadrral bir, harom autoszéma- és egy ivari kromoszdmaparral. Az 1. kromoszéma
a metacentrikus X kromoszoma, mellette 2 nagy metacentrikus (a 2. és a 3.), és 1 kis
akrocentrikus autoszémaja van (4.). Az XX egyedek néstények, az XY egyedek himek. Az Y
kromoszédman nincsenek a tuléléshez esszencidlis gének, azaz az Y kromoszémat nélkiilozé
(X0 genotipusu) him egyed is él, de terméketlen (az Y-kromoszdman a himek fertilitasahoz
szikséges gének lokalizalédnak).

néstény

him

1. stadiumda larva

&7

W

2. stadiumu larva
0 o

3. stadiumu larva

10. abra: Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) életciklusa és fejlodési stadiumai

[Alternativ szoveg: Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) életciklusa és fejlédési
stadiumai] A gyakorlaton bemutatott torzsek ,tiszta vonalak”, amelyek nemzetkozileg
elismert torzsgyljteményekbdl szarmaznak. Vad tipusként az Oregon vonalat hasznaljuk (11.



abra). A vad tipusu musli(n)ca testszine sargas-barna, szeme kerek, téglavoros szind, szarnya
egyenes lefutdsy, ép szélI(, jellemz6 erezettel, fekete szinli szGrzete testre simulo.

A Drosophila him és nGstény imagok kozotti legszembetlinGbb kilonbséget a kils6 genitaliak
mutatjak (els6dleges nemi bélyeg). Ezen kivil a két nem egyedei egymastdl jol
megkiilonboztethet6k a potroh alakja és pigmentaltsaga alapjan. A nGstény potroha
kovérebb, fellilnézetben kerekebb, a végén kihegyesedd; a him potroha keskenyebb, a vége
pedig lekerekitett. A himek potrohanak utolsé két hati lemeze teljesen fekete, ellentétben a
ndstényekkel, ahol s6tét pigmentaciét csak a hati lemezek poszterior részén figyelhetiink
meg. A himek elkilonitésére haszndlatos bélyeg a szexfés( is, amely a himek elsé par laban
taldlhatd, kitin fogacskakbdl 3allé képlet; a nemek azonositdsat sztereomikroszkdppal
végezzik. A himek és nGstények kdzotti kiilonbségeket a 11. abra foglalja 6ssze.

meconium

“h, ey
AN 4t DY

-.»,_,;v— e

11. abra: Vad tipusu (Oregon térzsbdl szarmazo) himek, nostények és sziizek elkiilonitése. A
kiilso genitalidk mutatjak a legszembetiinobb kiilonbséget a két nem kozott. A himek potroha
keskenyebb, a vége pedig lekerekitett. A ndstény potroha kovérebb, a végén kihegyesedo. A
himek potrohdanak hat, a néstényekének nyolc ize van. A himek potrohdnak utolso két hati
lemeze erdsen pigmentadlt. A himek elsé par laban taldlhato a jellegzetes szexfési. A

keresztezésekhez feltétleniil sziiz nostényeket kell gytijteni.



» Mutansok felismerése és jellemzése

[Alternativ szoveg: tipusu (Oregon torzsbdl szdrmazd) himek, néstények és szizek
elkiilonitése] A Drosophila kutatdsa immar tobb mint 100 éves multtal rendelkezik, ma a
muslica az egyik legalaposabban elemzett modell rendszer. Hermann Joseph Muller, aki
Morgan tanitvanya volt, felfedezte és els6ként haszndlta ki a Rontgen-sugar mutagén
hatdsat: mesterségesen, laboratdriumi koriilmények kozott mutansok sorozatait allitotta el6
(1946-ban e kutatasaiért Nobel-dijat kapott). Ezzel megteremtette annak a kiléndsen gazdag
Drosophila ,,mutdns parknak” az alapjait, amellyel ma vilagszerte kb. 15000 kutatd dolgozik,
és amelyeket kiilonb6z6 torzsgyljteményekben tartanak fenn.

A gyakorlat soran betekintést nyujtunk a muslica mutansok morfoldgiai valtozatossagaba. A
bemutatott mutans allélek tobbsége recessziven 06rokl6d6, funkcidvesztéses (loss-of-
function) vagy csokkent funkcidju (reduction-of-function), azaz hipomorf allél. Néhany
domindnsan 6rokl6dé mutdns allélt is targyalunk. A mutans alléleket az altaluk okozott
fenotipus alapjan csoportositjuk: eszerint taldlkozunk szemszin és szemalak muténsokkal,
testszin és testalak mutansokkal, szarnymutansokkal valamint sz6rmutansokkal.

e Szemszin mutansok

A vad tipusU Drosophila Osszetett szeme téglavords szinl, amelyet haromféle pigment
anyag, a drosopterin, a xantommatin és a sepiapterin egyittesen alakit ki. A gyakorlat
keretében, latvanyosabb hatasuk miatt a drosopterin és a xantommatin szintézisének
folyamataban résztvevé gének mutans alléljaival foglalkozunk. A xantommatin barna szind
szempigment, amelynek termelését enzimek sorozata végzi (12. dbra). Ha az emlitett
enzimek valamelyike az 6t kédold gén funkcidjanak kiesése kovetkeztében nem miikodik,
xantommatin nem termel&dik, ezért ezekben a mutansokban csak a masik két szempigment
van jelen, igy szemik élénkpiros szinG. A vermilion (v), a cinnabar (cn) és a scarlet (st) gének
tehat a xantommatin utvonal egyes enzimeit kédolé gének. A vermilion gén az 1. (azaz X)
kromoszéman, a cinnabar a 2., a scarlet pedig a 3. autoszdman lokalizalt. Mindharom gén
recessziven oroklédé, a funkcidvesztéses mutdnsai élénkpiros szemszinlek. Ezek a példak is
mutatjak, hogy a muslica gének elnevezése gyakran a funkcidvesztéses mutans fenotipusara
vezethetd vissza.
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12. abra: A Drosophila szem pigmentjei és a szintézisiikhoz kapcsolodo utvonalak. A muslica
osszetett szemének teglavords szinét harom szem pigment, a drosopterin, a sepiapterin és a
xantommatin egyiittesen alakitja ki. A drosopterin utvonal egyik enzimjét kodolja a sepia (se)
gén, a vermilion (v), a cinnabar (cn) és scarlet (st) gének pedig a xantommatin szintéziséhez
sziikséges enzimeket kodoljak

[Alternativ szoveg: A Drosophila szem pigmentjei és a szintézisiikh6z kapcsoldodod
utvonalak] Ha a drosopterin szintézisében funkcionalé gének valamelyike nem miikodik,
akkor a drosopterin hianya barna szemszinii mutanst eredményez, amelynek szemében
csak xantommatin van jelen (12. abra). A drosopterin Gtvonalban funkcionalé gének a 2.
kromoszoéman elhelyezkedd brown (bw), illetve a 3. autoszoOman talalhat6 sepia (se). A bw
gén recessziv, funkcidvesztéses allélje vorosesbarna, a sepia gén kiesése pedig csokibarna
szinli szemet okoz. Ha olyan kettds mutansokat allitunk el (példaul st/st; bw/bw),
amelyekben mind a xantommatin mind a drosopterin szintézise gatolt, akkor fehér
szemszinli  allatokat kapunk, amelyeknek szemében egyaltalin nem taldlhato
pigmentanyag (13. abra).



Kiilonb6z6 Drosophila szemszin mutansok

+ gt

Wild type: bw'bw"; st'st Brown mutant: bw bw; st'st’
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13. abra: A drosopterin és a xantommatin utvonalakban funkcionadlo gének kiesése
kovetkeztében kialakulo mutansok fenotipusai. A xantommatin utvonal génjeinek (pl. scarlet,
st) funkciovesztéses mutansai élénkpiros szemiiek. A drosopterin uitvonalban miikodé brown
(bw) gén kiesése barna szemhez vezet. Ha mindkét utvonal sériil (pl. mind a st mind a bw gén
miitkodéskeéptelen), akkor fehér szemii kettés mutanst kapunk.

[Alternativ szoveg: A drosopterin és a xantommatin utvonalakban funkcionaldé gének
kiesése kovetkeztében kialakuldé mutdnsok fenotipusai] Fehér szemszint eredményez
Morgan és tanitvanya, Calvin Bridges hires génjének, a white-nak (w) a funkcidévesztése
is. A white génnel folytatott kisérleteik szolgaltattak az elsé meggy6z6 bizonyitékokat az
X kromoszoémahoz kotott oroklodésre. Mai tudasunk szerint a white gén egy ABC
transzportert kodol, amelynek esszencialis szerepe van a szem pigmentek transzportjaban.
A w mutans fehér szemii fenotipusa annak koszonhetd, hogy a szem pigmenteknek a
szemsejtek pigment granulumjaiba torténd transzportja sériil. Megismerkediink a white
gén egy masik, hipomorf alléljaval is, a white-apricottal (W?). A w® mutansok szemszine
barackszinhez hasonlit, ezt a fenotipust a copia nevii transzpozon white génbe valod
beépiilése okozza, amely csokkent transzporter funkciohoz vezet. Erdemes a kiilonbozé
szemszin mutansokat egymassal és a vad tipussal dsszehasonlitva vizsgalnunk, a koztiik
1évo killonbség igazan igy latvanyos (14. abra).



brown (bw)_ Il. 104,5 vermilion (v) 1.(X) 33,0 i

~ white (w) 1.(X) 1,5

14. abra white, brown és vermilion mutansok szemszine osszehasonlitva a vad (+) tipussal

e Szemalak mutaciok

Az X kromoszoma 16A régidban talalhato Bar régionak a duplikdcidja homozigota
formdban egy jellegzetes szemalakot, résszemet eredményez (err6l mar volt szd a
citogenetika blokkban, Citogenetika, 11. dbra). A homozigéta Bar ndstények Osszetett
szemében a facettdk szama akar a tizede is lehet a vad tipusu allatok facetta szamanak
(ehhez hasonld a hemizigdta Bar himek résszeme is). A duplikaciot hordoz6 Bar allél
domindns a vad alléllel szemben, jollehet a heterozigdta (B/B™) ndstények szeme koztes
fenotipust mutat (babalakll), és a facetta szam is a vad és a homozigdtdn megnyilvanuld
résszem kozé esik (15. abra). Ujabb kutatasok szerint a Bar régioban a BarH1 gén
duplik4lodik, amely a fotoreceptor differenciaciot gatlo homeobox jellegli transzkripcios
faktort kodol.



Szemalak mutansok

Genotypes and Phenotypes
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15. dabra: Az X kromoszoma Bar régiojanak duplikacioja résszemet hoz létre. A homozigota
Bar (B/B) nostények szemének facetta szama atlagosan kozel a tizedére csokken a vad tipusu
(B+/B+) dllatok szemében taldlhaté 7-800 facettihoz képest. Heterozigéta (B/B”) néstények
szeme babalaku, facetta szama a vad és a homozigota mutans kézé esik. Az Ultra-Bar mutdns
néstények (B°/B") egyik X kromoszémdjan a Bar régié normdlis dozisban taldlhatd, a masik
homoldgon viszont megharomszorozodott.

[Alternativ szoveg: Az X kromoszéma Bar régidjanak duplikacidja résszemet hoz létre] Az
els6, H. J. Muller altal el6allitott balanszer kromoszéma az un. Muller-5 balanszer (M5) volt
(a balanszereket lasd aldbb). Az M5 homozigdtdk w® és B fenotipusuak, azaz résszem(ek és a
szemuk barackszin(i. Az M5 torzsben az X kromoszéma inverziok sorozatat hordozza, ezaltal
gatolja a rekombinaciét az X kromoszoma mentén. Azéta minden kromoszémanak
elkésziltek a balanszeres vdltozatai (kivétel a 4., az annyira kicsi, hogy alig kell
rekombindcidjatoél tartani). X-kromoszémas balanszeres kromomoszéma az FM (First
Multiple) csalad tagjai, 2. kromoszémas a CyO és az SM (Second Multiple) csalad tagjai. 3.
kromoszémadsok a TM-sorozat tagjai, melyek kozll a leggyakrabban a TM3-t, és a TM6-t
haszndljdk a kutatok. A balanszer kromoszoémak sajatsaga tehdat, hogy azon a kromoszéman
(vagy kromoszéma szakaszon), ahol genomi atrendezddést (inverzidt, transzlokaciot, stb.)
tartalmaznak, elnyomjak a crossing overt (pontosabban nem magat a crossing overt
akaddlyozzak meg, hanem a crossing over utan létrejott meiotikus termékek életképtelenek).
Ezért a balanszer kromoszémdk jél felhasznalhaték letdlis mutacidk (vagyis a csak
heterozigdéta formdban életképes torzsek) fenntartdsara, hiszen balanszert alkalmazva a



letalis mutacidé nem ,veszhet el” a rekombinacié soran. Emellett a balanszer kromoszémak
néhany kivételtdl eltekintve (pl M5) homozigéta letdlisak, és legtobbszér domindns marker
mutacidjuk (vagy mutdcidik) révén a balanszert hordozd egyedek azonosithatdak. A M5
esetében a Bar marker mutdcié az, ami megkonnyiti a balanszert hordozé (balanszirozott)
egyedek felismerését és szelektdlasat.

Szemalak mutdcidk kozé tartozik a Glazed domindns mutacié, ami tulajdonképpen a
wingless/Wnt jelatviteli Utvonal ligandumat kédold génnek, a 2. autoszoman lokalizalédo
winglessnek egy dominans, funkcidnyeréses allélja (wg®®?). A Glazed mutansok szemalakja
ovalis, a szem mérete a vad tipusnal valamivel kisebb (a facetta szdm is alacsonyabb), a
szemfelszin fényesnek tlinik az ommatidiumok 6sszeolvaddsa miatt. A Glazed mutacié csak
heterozigdtaként tarthaté fenn, mivel ez a dominans mutacié homozigéta formdaban letalis.

A Drosophila legkisebb méretli, 4. autoszomadjan helyezkedik el a szemfejl6dés egyik
mestergénje, az eyeless. Az eyeless gén funkcidjanak teljes kiesése embrionalis letalitast
okoz, mivel a gén nemcsak a szemfejl6édéshez, hanem az embriogenezis folyaman zajlé mas
folyamatokhoz is sziikséges. Szemfejl6désben betoltott szerepét a vad tipushoz képest
szemméret csokkenést okozd hipomorf, azaz funkciécsokkenéses alléljanak vizsgalataval
érhetjlk tetten (16. abra).

oregon eyeless (ey) IV. 2,0
ey?

16. dbra: Az eyeless gén egyik hipomorf allélja (ey’) az Oregonhoz viszonyitva kisebb szemet
eredményez.

e Testszin mutaciok

[Alternativ szoveg: Az eyeless gén egyik hipomorf allélja (ey?) az Oregonhoz viszonyitva
kisebb szemet eredményez] A muslica testszine, pigmentacidja alapvet6en 6sszefligg a
melanin termelésével. Harom melanin szintézist befolydsold gén recessziven 6rokl6dd,
funkciévesztéses mutdnsat vizsgdljuk a gyakorlaton (17. dbra). Az X kromoszémadn
elhelyezked6 yellow (y) gén terméke segiti a melanin kialakulasat, kifejez6dési szintje és
mintazata korreldl a s6tét pigmentdcidval. Funkcidvesztéses mutaciéja melanin hidanyhoz
vezet és sarga testd allatokat eredményez. A melanin szintézis gatlé faktorait termelik a
2. autoszéman lokalizaléddé black (b) és a 3. autoszdman talalhatd ebony (e) gének,



amelyek funkcidvesztése kovetkeztében sotét testli mutdnsok alakulnak ki. Kiléndsen
sotéten pigmentadltak az ebony mutdnsok (nemcsak a test, hanem a szarnyak is feketék).

yellow yeIIow ebony

l “/'Z i }W
miéw';mﬂ,‘g

\\// /,/

//

wild type

yellow (y) I. (X) 0.0 ebony (e) lll. 70.0

17. abra: Testszin mutaciok: melanin hiany mutatkozik a yellow funkciovesztéses
mutdansokban (sdarga test és sargas szarny), mig az ebony mutansok a melanin tultermelés
miatt feketék.

e Szarny mutaciok

[Alternativ szoveg: Testszin mutacidk: melanin hiany mutatkozik a yellow funkcidvesztéses
mutansokban (sarga test és sargds szarny), mig az ebony mutdnsok a melanin tultermelés
miatt feketék] Szamos gén befolydsolja a szarny fejl6dését. A 2. autoszéman talalhato
vestigial (vg) gén funkcidjanak kiesése csokevényes szarnyakat eredményez. A homozigéta
recessziv vg mutdns legyek nem tudnak repilni. A szintén 2. kromoszémas dominans Curly
(Cy) mutdcié felkunkorodd szdrnyakat okoz. (A Curly gén elsé azonositott mutans allélja
dominans volt, ezért a gén neve nagy kezdbbetlivel irandd.) A Curly mutans legyek
heterozigétdk, mivel a Curly mutdcidé homozigéta formaban letdlis. A 3. kromoszomas
dominans Dichaete mutdacié -hasonldéan a Curly-hez- csak heterozigétdkban tarthaté fenn,
homozigétdn pedig letdlis. A Dichaete mutdnsok szarnytartdsa tér el a vad tipustdl,
szarnyaikat 45°-ban széttarjak.

e SzOérmutaciok

A 3. kromoszéman lokalizalt Stubble (Sb) gén mutaciéi homozigéta allapotban embrionalis
illetve larvalis életképtelenséget eredményeznek. A mutaciéra heterozigéta muslicak szérei
(a fejen és a toron) rovidebbek és vastagabbak a vad tipusnal megfigyelhet6hoz képest.



A Humeral (Hu) mutans allatok jellegzetessége, hogy a humerusukon nagy szamban
taldlhatok sz6rok. A mutans bélyeg az Antp gén Antp™ alléljanak koszénhets (az Antp 3.
kromoszémads gén).

A Sternopleural (Sp) mutansokban a tor egy részén, a sternopleuriton tébb illetve hosszabb
sz6r taldlhatd, mint a vad tipusban. A Sp mutacié a wingless génben kévetkezik be (wg™™?), a
mutaciéra homozigdta egyedek nem életképesek. A wingless gén a masodik kromoszéman
taldlhato.

A vad tipusu allatok torpajzsan (scutellumdn), négy hosszu szG6rszdl talalhato. Vannak olyan
mutansok, amelyekben négynél kevesebb sz6r van jelen, ilyen Scutoid (Sco) mutans, mely a
snail gén egy allélja (sna®°). A sz8rfenotipus heterozigétakban figyelheté meg, a mutécid
homozigéta allapotban letalis. A snail a masodik kromoszdman lokalizalt.

e Testalak

A Tubby (Tb) génben bekovetkezett mutacio rovidebb és vaskosabb allatokat eredményez a
vad tipusnal. Ez kilonosen L3-as larvastddiumban és bdbkorban szembet(in6. A Tb a
harmadik kromoszdma jobb karjan helyezkedik el.

Az eddig targyalt kilénb6z6 mutacidkhoz kapcsolddd gének genomi (adott kromoszéman
torténd) lokalizacidjat a 1. tablazat foglalja Ossze.

szimbolum név Krom. lokalizacié fenotipus

y yellow 1(X) 0,0 sarga test

w white I(X) 1,5 fehér szem

w? white-apricot 1(X) 1,5 narancssarga szem
\Y; vermilion I(X) 33,0 élénkpiros szem

B BarH1 I(X) 57,0 résalaku szem

Cy Curly I.6,1 felkunkorodd szarny
Gla vagy wg®®! Glazed I1.21,9 sima szemfelszin

Sp vagy wg***  Sternopleural 1I.21,9 sz6rosebb sternopleurit
b black II. 48,5 szlirkés test

Sco vagy sna®®° Scutoid 1.51,0 kevesebb sz6r a scutellumon
vg vestigial 1. 67,0 csokevényes szarny
cn cinnabar Il.57,5 élénkpiros szem

bw brown II.104,5 vorosesbarna szem
se sepia 1. 26,0 csokibarna szem

D Dichaete 1. 40,7 széttart szarny

Hu vagy Antp™ Humeral . 47,5 sz6rosebb humerus
Sh Stubble 1. 58,22 révid, vastag sz6rok
e ebony I.70,7 fekete test

Th Tubby 1. 90,6 témazsi testalkat

ez eyeless IV.2,0 kisebb szem

1. tablazat Néhany eddig targyalt gén genomi lokalizacioja, valamint mutans allélja altal
homozigota vagy heterozigota formaban okozott fenotipus. A mutacio domindns vagy
recessziv voltat nagy illetve kis betiivel jelzik.



» A gyakorlat kivitelezése

Vad tipusu (+) imagdkat és az emlitett mutdansokat tartalmazé egy-egy kémcsé all mindenki
rendelkezésére. Minden kémcs6ben egy par allat, egy him és egy ndstény talalhaté.
Néhanyszor Utégessik puha felllethez érintve a kémcsoveket, hogy a muslicak a cs6 aljara
keriilienek. Kozben csepegtessiink néhany csepp étert a kémcs6 vattadugdjara (annak a
belsG, a kémcsé alja felé néz6 oldalara), igy altassuk el az allatokat, majd csempére téve
vizsgaljuk meg O&ket sztereomikroszkép alatt. Az elkabitott muslicakat ecsettel tudjuk
mozgatni, megforditani. Kilonitsiik el a n&stényeket a himektél. Figyeljik meg a kilsé
genitalidkat, a potroh eltérd alakjat és pigmentaciojat a két nemben, valamint azonositsuk a
szextlskét a himek elsé par laban. Figyeljiik meg az emlitett morfoldgiai bélyegeket az egyes
mutansokon.

Ezt kovetSen egy tobb egyedbdl allé kevert tenyészetet kap mindenki. Eteres altatds utan
meg kell hatdrozni az egyedek fenotipusat, (ahol lehet: pontos, ahol nem: potencidlis)
genotipusat és nemét.

o Mendeli monohibrid, dihibrid oroklésmenetek, ivari
kromoszoman lokalizalt gének 6roklédése, kapcsoltsag
és harompontos térképezeés vizsgalata Drosophila
melanogasteren

= F2 analizis: mendeli monohibrid, dihibrid
oroklésmenetek, ivari kromoszéman lokalizalt
gének oroklédése

A gyakorlat célja: nagy egyedszamu F2 (2. filidlis) nemzedék fenotipusos megoszlasanak
vizsgalatdn keresztiil kovetkeztetni tudunk az F1 (1. filidlis), majd a P (parentalis) nemzedék
genotipusara és fenotipusdra. Ezaltal javaslatot tudunk tenni az adott mutaciok
oroklésmenetére és a hattérben allé gének autoszémalis vagy ivari kromoszéman valé
lokalizaciojara. A gyakorlat sordn az el6z6 Drosophila gyakorlaton megismert mutansokkal
dolgozunk.

e EIméleti bevezeté: mendeli egygénes (monohibrid)
o6réklésmenetek

Keresztezziink vorosesbarna szemszin homozigéta recessziv brown (bw) mutdns

néstényeket vad tipust himekkel (bw®). Tudjuk, hogy a brown gén a 2. autoszéman lokalizalt.

Ismert az is, hogy a vad tipusu allél (bw’) 100%-osan dominans a recessziv mutans allél (bw)
felett. Vizsgaljuk meg az F1 és F2 nemzedék feno- és genotipusos megoszlasat.

bw bW+

P: —XdJd —%

? bw d bw?

pwt

F1:

bw



Az F1 nemzedék egységesen heterozigota egyedekbdl all (uniformitas torvénye), amelyek
vad fenotipusuak. Az F2 utddnemzedék a véletlenszer(ien parba allitott F1 egyedek egymas
kOzotti, azaz inter se keresztezésébdl jon létre. A himek és a ndGstények dltal termelt
ivarsejtek genotipusat, az egyedek véletlenszerl padrositdsaval létrehozott utddok (F2
generacid) genotipusat és fenotipusat az alabbi Punnett-tabla szemlélteti:

F2:
o him bwt bw
néstény
bw* bw*
bwt bw bw
vad tipus vad tipus
bw* bw
bw bw bw
vad tipus vordsesbarna szem

2. tabldzat

Latjuk, hogy F2-ben az utédok %-e vad fenotipusu lesz (téglavords szem), % aranyban pedig
megjelenik a mutans fenotipus (vorosesbarna szemszin( allatok), vagyis a hires mendeli 3:1-
es hasadasi aranyt kaptuk, amely a genotipusokat tekintve 1:2:1-es aranynak felel meg (%
homozigdta vad: % heterozigdta: % homozigdta recessziv). A fenti 6roklésmenet tehat egy
mendeli egygénes vagy monohibrid oroklésmenet. A reciprok keresztezés (vad tipusu
ndstény keresztezése bw mutdns himmel) ugyanerre az eredményre vezet.

e Mendeli kétgénes (dihibrid) 6ré6klésmenetek

Keresztezzlink vestigial (vg) mutans, azaz csokevényes szarnyu néstényeket ebony (e), vagyis
fekete test(i himekkel. Ezuttal két tulajdonsag oroklédését vizsgaljuk. Tudjuk, hogy a vestigial
gén a 2. autoszémadn, az ebony pedig a 3. autoszdmdn helyezkedik el, tehdat a két tulajdonsag
egymastol fuggetlenil 6roklédik. Vizsgaljuk meg az F1 és F2 nemzedék feno- és genotipusos
megoszlasat.

+ +

vg e vg e
P:Q—=; —=xJd —; —
vg e vg e
+
v e
F1—2-; =
vg

Az F1 egyedek mindkét mutdciéra heterozigétdk, de vad fenotipusuak; egymas kozotti
keresztez6désik adja az F2 nemzedéket. Mivel a két gén egymastdl fliggetlentl 6roklédik, a
két gén alléljai a gamétak képzddésekor szabadon kombinalddnak, ezért a négy kilénb6zé
gaméta azonos valdszinlséggel képz6dik mindkét nemben, 1/4 aranyban. A Punnett tabla
mutatja, hogy a négyféle ivarsejt 16 féleképpen kombinalédhat, azonban a kombinacid
eredményeképpen azonos genotipusu egyedek is létrejohetnek. Ezeket az azonos
genotipusu parokat szimmetrikusan a Punnett tabla atldja alatt és felett talaljuk. A balrdl



jobbra haladd atlé altal metszett celldban vannak az egy vagy két lokuszukon homozigéta
genotipusok, mig a mindkét lokuszukon heterozigdta tipusok a madsik atlé mentén
taldlhatoak. A vizsgalt mutdcidk domindns-recessziv 6roklésmenete kdvetkeztében azonban
a 9-féle genotipus csak 4 féle fenotipust eredményez.

F2:
. him vgtyet vgtye vget Vg, e
ndsteny g ’ 4 ’
vgt e” vgt e vg et vg e
vg* et vgt’ et vgt' et vgt ' et vgt’' et
vad tipus vad tipus vad tipus vad tipus
vg + e + vg + e vg e + vg . E
vg*,e vgt’ e vg*t’ e vg*t’ e vg*t e
vad tipus fekete test vad tipus fekete test
vg e? % e
vg*t et vgt e _g; — _g; .
—_— — — — vg e vg e
vgret v et v et N , . 4
¥ Vag tipus vagd tipus csokevényes csokevényes
P p szarny szarny
+ + + vg e’ vg e
vgt e vgt e ~. =. -
. ;— e vg' e vg' e
vg,e v, e % e .. , .. .
g gd § fek g csokevényes csokevényes
vad tipus ekete test szarny szarny, fekete test

3. tablazat

A celldk 6sszeszamlalasaval belathatd, hogy 9/16 aranyban vad fenotipusu allatokat, 3/16
aranyban csokevényes szarnyu (vg) egyszeres mutansokat, tovabbi 3/16 aranyban fekete
testli (e) egyszeres mutansokat valamint 1/16 ardnyban csékevényes szarnyu és fekete test(
kett6s mutansokat kapunk. Tehat a hasadasi arany 9:3:3:1-es, ami a mendeli kétgénes
(dihibrid), dominans-recessziv 6roklésmenetek jellemzé hasadasa. A reciprok keresztezés
elvégzése (ebony mutans nGstény keresztezve vestigial himmel), ugyanehhez az
eredményhez vezet, ami aldtamasztja, hogy egyik gén sem lokalizaléddik az ivari
kromoszéman.

e Ivari kromoszoman lokalizalt gének 6roklédése

Keresztezzlink white (w) mutans néstényeket vad tipusu himekkel. Ismert, hogy a white gén
az X kromoszéman lokalizalt. Azt is tudjuk, hogy a white mutacid recessziven 6roklédik.

+
P9 =X -

wt
FI. —és d
w

<=



Az F1 néstények heterozigétak (vad fenotipusuak), mig a himek fehér szemtek (w), mivel X
kromoszémdjukat az anyjuktdl oroklik (cikk-cakk oroklésmenet). Mar itt latjuk az elsé
eltérést a Mendel-szabdlyoktdl, mivel az F1 nemzedék nem egységes (az uniformitas
torvénye sériil). Az F2 nemzedék az F1 inter se keresztezésbél jon létre.

him
P w Y
néstény

w W+

wt wt Y
vad tipusu ndstény vad tipusti him
w w
w w Y
fehér szem{ néstény fehér szem( him

4. tablazat

Az F2 generdcid 1:1 aranyban tartalmaz vad tipusu egyedeket és fehér szem( mutdnsokat. Ez
a megoszlas mindkét nemben megfigyelhetd.

Ezutan végezziik el a reciprok keresztezést, vagyis keresztezziink vad tipusu ndstényeket
hemizigdta white (w) himekkel.

+

P:o——xJ ¥

+ +
F1: © ——és J <~

Az F1 nemzedék tagjai mindkét nemben vad fenotipusuak, ami eltér az el6z6 keresztezés F1
generdcidjanak osszetételétdl.

him
s wt Y
nostény
wt wt
wt s ¥
vad tipusu néstény vad tipusu him
wt w
w w Y
vad tipust ndstény fehér szem(i him
5. tablazat

Az F2 nemzedék is eltér az el6z6 keresztezés F2 generdcidjanak fenotipusos megoszlasatol.
Itt a néstények mind vad fenotipusuak (bar heterozigétak), a himek fele vad, masik fele
pedig fehér szem{ mutdns. Vegylk észre, hogy az F2 populacié egészére vonatkoztatva 3:1-
es hasadasi arany figyelhet6 meg a vad tipusu allatok és a fehér szem( mutansok k6zo6tt, de



a nemekben a megoszlas kiilonb06z6, s ez az eltérés az autoszdmds lokuszokra vonatkozd
mendeli monohibrid keresztezésektdl. A fehér szemszin csak a himekben (pontosan a himek
felében) jelenik meg.

Osszefoglalva, az ivari kromoszdman lokalizalt gének 6roklésmenete eltér az autoszémas
génekétdl (a reciprocitas, uniformitas szabalyai nem érvényesek, és az F2 hasadasi aranyok is
kiilonb6z6k). Az F2 nemzedékben 1:1-es hasaddsi aranyt kapunk mindkét nemben vad
fenotipusu és mutdns egyedekre vonatkoztatva, ha a szll6k (P) koziil a n6stény homozigdta
recessziv mutans volt az adott X kromoszoémaban lokalizalt génre nézve, a him pedig vad
tipusu volt. A reciprok keresztezés esetében (szll6k (P) kozil a him hemizigdta formaban
hordozza az X-hez kotott mutdciot, a néstény pedig vad tipusu) az F2 nemzedékben a vad és
mutans fenotipusok ardnya 3:1, ahol csak a himek, azok fele mutatja a mutdans fenotipust.

Az F2 nemzedék fenotipusos megoszlasanak statisztikai vizsgdlata

Ahhoz, hogy egy tulajdonsdag oroklésmenetét az ismertetett klasszikus modszerekkel
felderithessik meg kell allapitanunk, hogy a kiilonb6z6 fenotipus kategdridk milyen
aranyban vannak jelen az F2 nemzedékben. Ehhez statisztikai elemzésre van sziikség, mert
ha egy keresztezés kevés utddot eredményez illetve viszonylag kevés keresztezést csinalunk,
akkor az adatok szérnak, nem pontosan egyeznek a kapott ardnyok a feltételezett
oroklésmenetek alapjan vart aranyokkal. Mint latni fogjuk, a kiilonb6z6 genotipusu (barmely
életszakaszban levG) egyedeknél hallgatélagosan feltételezett azonos életképesség sem
teljestil. Kilondsen a kapcsoltsag vizsgalatanal fontos megallapitanunk, hogy a fliggetlen
oroklédés hipotézise alapjan vart aranyoktdl vald eltérés vajon pusztdn mintavételi hiba -
azaz kis minta elemszam - eredménye-e. Az alkalmazandé maddszer teljesen altalanos, ezért
egy torténetileg érdekes, egyszer(i példan mutatjuk be. Morgan 1910-ben a Science
folydiratban publikalta, hogy a Drosophila fehér szemszint okozé mutacidja valdsziniileg egy
olyan faktorhoz kapcsolddik, amibGl a himekben egy kell, hogy legyen, a ndéstényekben
viszont kett6. A publikacid kilonleges tudomanytorténeti jelentésége, hogy ez volt az elsé
cikk, ami a Mendel-féle géneket nem puszta absztrakcidkként, hanem valamilyen faktorhoz
rendelhet&kként kezelte. igy ezt a cikket a modern genetika elinditdjanak is tekintik.

(http://www.redli.esp.org/foundations/genetics/classical/thm-10a.pdf)

Morgan és munkatdrsai egy éve beltenyésztett tenyészetben egy fehér szem( himet talaltak.
Ezt az egyetlen himet keresztezték vad szemszinl testvéreivel, ami 1237 voros szem
egyedet és 3 fehér szemi him utédot eredményezett. A tovabbiakban a 3 fehér szemd(
utédtdl eltekintettek. Az F1 generacid egyedeit egymas kozott keresztezve a kovetkezd
utédszamokat kaptak:

Vad szemil néstény 2459 darab
Vad szemi him 1011 darab
Fehér szemii him 782 darab

Osszesen 4252 darab

6. tablazat



Az F1 egyedek keresztezése ebben az esetben a masodik fent felirt keresztezésnek felelhet
meg, tehat feltételezve, hogy a néstények heterozigdtdk, a himek pedig a vad allélre
hemizigotak az eredményeket igy is irhatjuk:

o i wt Y
néstény
+
. ~-:1011db
w Y
vad tipusd him
2459 db

vad tipusu ndstény w

—:782 db
w Y

fehér szem( him

7. tabldzat

Ha a him fehér szemszinét okozd mutacié az X kromoszéman o6roklédik, akkor nem varunk
fehér szemszinl nGstényeket, azt varjuk, hogy a himek egyik fele vad tipusu masik fele pedig
fehér szemd legyen, s azt is varjuk, hogy az 6sszes utdd negyede legyen mutdns. A
keresztezésbdl valdban nem szarmaztak fehér szemU ndéstények, az aranyok egyezése a
varttal pedig illeszkedés vizsgalattal ellenérizhet. A cikk publikadlasakor a hipotézis vizsgdlat
statisztikai eszkozei még nem dlltak rendelkezésre. Természetesen mindkét aranyra
vonatkozo hipotézisiinket ellenérizhetjik.

A himek kozti 1:1 megoszlas ellenGrzése:

megfigyelt esetszam (O) vart esetszam (E) +* tagjai ((O-E)°/E)
1011 896,5 14,63
782 896,5 14,63
2459 2126 52,16

8. tablazat

E tablazatban a megfigyelt esetszamot a kisérlet szolgaltatja, a vart esetszamot pedig a 7.
tablazatbodl és az 5. tablazatbdl szamitjuk: a 7. tdblazat szolgdltatja az 6sszes egyedszamot,
melyet az 6todik tablazatnak megfelel6en osztjuk sulyozva (azaz az Osszes egyed szama
2459 a fele vad tipusu néstény, negyede vad tipusu him, negyede mutans him).

A vart esetszamok és a tényleges adatok kozti killonbséget a vart esetszdmhoz viszonyitva a
kovetkez6képpen szamoljuk:

n
5 (0 —E)? _ _
¥’ = —F = 14,63 + 14,63 + 52,16 =814
1

Esetlinkben n=3-al, mert harom kategériank van. Bebizonyithatd, hogy az igy kapott dsszeg
jol kozeliti a megfelel6 paraméterl x’eloszlast, ha az adatok megfigyelt eloszldsa és a vart
eloszlas egyezik. Mivel a vart esetszamokat a kisérlettél fliggetlen ismeretek alapjan
hatdroztuk meg, az eloszlas paramétere az uUn. szabadsagi fok, a kategoridk szama -1 —el
egyenls, azaz 3-1=2. A kapott 81,4-es x° érték 6ridsi, p=0,001-nél is kisebb a valdsziniisége,
hogy az 1:1 ardnyra vonatkozd null hipotézisiink teljesiilése esetén ekkora vagy ennél is




nagyobb kulonbséget kapjunk az empirikus és a vart eloszlas kozott. Megismételve az
eljarast a 3:1 aranyra, szintén szignifikans eltérést kapunk a null hipotézist6l, 0.001-es
szignifikancia szinten is. Az alkalmazott eljarast a statisztikusok tiszta illeszkedés vizsgdalatnak
nevezik. A tiszta jelz6 arra utal, hogy a vart ardnyokat nem a vizsgalt adatok alapjan
becsuljik, hanem elméleti megfontolasok vagy mas adatok alapjan tudjuk.

Ezen adatok alapjan tehat a white lokusz Orokl6désére vonatkozd ivari kromoszomas
hipotézist el kellene vetniink! Miért bizonyulhatott mégis igaznak az ivari kromoszoémas
hipotézis? Vegyik észre, hogy az egész eljards kimondatlanul feltételezi, hogy a white
mutacié nem hat az egyedek életképességére. Ugyanakkor lattuk, hogy a white mutans egy
ABC transzporter funkcidvesztéses mutdacidja, ami megvdltoztatja a himek udvarld
viselkedését, s ezen keresztiil utddaik szamat. Ezért van kevesebb mutans him a vartnal. A
tulélési ratdkat kimérve az aranyok korrigalhatdak és a hipotézis igazolhatd. Egyetlen kérdés
maradt hatra. Miért nem zavarta Morgant és a kortdrsakat ez a statisztikai teszt nélkdl is
érzékelhet§ eltérés a vart aranyoktol? Miért publikalhatta ezeket az eredményeket Morgan a
korszak vezet6 tudomadnyos lapjaban? A durva egyezés valdszinlleg azért volt elegendd,
mert az F2-t6l figgetlen teszt-keresztezésekbdl adddd ardnyok is durvan alatdamasztottdk az
Uj hipotézist, ami raaddsul 0Osszhangban volt a Mendel 3dltal feltételezett
alapmechanizmussal, aminek az alkalmazasi korét nagymértékben kiterjesztette. Ez elég volt
ahhoz, hogy se a szerz6, se a kortarsak ne aggddjanak az eltérések miatt.

e A gyakorlat kivitelezése

Ezutan nézzik végig két konkrét példan, hogy az eddigi ismeretek alapjan az F2 generacid
fenotipusos megoszlasabdl hogyan kovetkeztethet6 ki az F1 nemzedék, majd a szilGi (P)
torzsek genotipusa, és hogyan tehetiink javaslatot a hattérben allé6 gének szamara és az
oroklés modjara, azaz a tulajdonsag oOroklésmenetére. Fontos megjegyezni, hogy a
gyakorlaton megoldandd példdkban minden esetben tiszta szil6i vonalakbdl (azaz
homozigdta [vagy X kromoszéman 6rokl6dé tulajdonsag esetén hemizigéta] mutansokbdl)
indulunk ki.

1. Rendelkezésiunkre all az alabbi F2 nemzedék:

F2 nostények (@) himek (2)
Vad 61 59
barna szem, vad test 20 21
vad szem, sarga test 59 58
barna szem, sarga test 22 22
egyedszam Osszesen 162 160

9. tablazat

Els6 |épésben a két tulajdonsag oroklésmenetét kilon-kiilon vizsgaljuk. Ehhez adatainkat
atrendezve, Ugynevezett kontingencia tdbldban, nemenként kiilén-kiilén abrazoljuk:

ndstények Testszin
B vad | sérga




vad 61 59 120
barna | 20 22 42
81 81 162

10. tablazat

A tabla aljan, illetve jobb szélén feltlintetett értékek, amiket a megfeleld cellakban 3allé
darabszamok 6sszeadasaval kaptunk a margindlisok. E szerint a 162 nGstény koéziil 120 darab
vad szemszin(, tehat 120/162=0,74 a néstények kozott a vad szemszinlek aranya. Mivel 81
darab vad testszinl néstényt taldltak 81/162=0,5 a vad testszin(iek aranya. Ugyanez a
tablazat a himekre azt mutatja, hogy a fenti aranyok kozottiik is hasonldak.

himek testszin

o vad sarga

S [vad |59 58 120
& [barna | 21 22 42
> 80 80 160

11. tablazat

Latjuk tehat, hogy mindkét nemben korilbellil 1:3 hasadasi ardnyt tapasztalunk a
szemszinre. Ezért feltételezhetjiik, hogy a barna szemszint okozd mutdcié recessziv és
mendeli 6roklésmenetet mutat. igy oroklédik példaul a 3. autoszéman elhelyezkedd sepia
gén funkcidvesztéses mutacioja (se). A testszin oroklédését hasonldan vizsgalhatjuk. A sarga
testszinl mutansok aranya a vad testszint mutatokhoz képest mindkét nemben 1:1. Ez arra
utal, hogy a sarga testszin X kromoszéman lokalizalodhat, és mivel a mutans fenotipus az F2
generacioban mindkét nemben 1:1-es aranyban jelenik meg, feltételezhet6, hogy a P
generdcié nésténye hordozta az X-hez kotott mutaciot homozigéta formaban. Az el6z6
gyakorlaton megismert mutdcidk kozil igy 6rokl6dik az X-hez kotott yellow (y) mutdcid. Ezek
alapjan feltételezhetjik, hogy a P generacidban a ndstény homozigéta recessziv y mutdns
volt, a him pedig homozigdta recessziv se mutdns.

Ugyanakkor vegyék észre, hogy a se mendeli 6rokl6dést mutat, tehat igaz ra a reciprocitas
szabalya, s igy azt is feltételezhetnénk, hogy a P n6stény y; se kett6és mutans, a him pedig vad
tipusu volt. E feltevés alapjan a keresztezések a kovetkezG6k:

+ +
y se yt se
P.o=; —xJ& —; —
9y'se*‘ J Y ’ se

F1: y . set . g Y. se*

He yt’ se €s Y’ se

F1-ben vad tipusu néstényeket és sarga testl himeket kapunk, amelyek inter se keresztezése
az alabbi F2 nemzedéket hozza létre.

him +
yos 'se ' se Y, se Y, se
néstény 4 Y ’ ’




+
y %€ A t o set t  se
_+I _+ + 4 Se+ y . y .
vt se® y e Y Y set Y ' set
i ' vad tipusu , o ., se’
va(i tll?usu P vad tipusu him vad tipusu him
néstény néstény
+
y . se _y.g + gt + ge
+ +’ y y
y*; se ) o o sz Y se Y se
) z ’ 7”7
vad ti barna szemi . S¢ >
ac} t pusu vz vad tipusd him | barna szem( him
nosteny nosteny
+
y se y se
3 set y set y se A
se 2. Z
y; se* J testi sarga testii Y set Y’ sef
sarga testu P sarga test(i him sarga testi him
néstény néstény
+
y se y se y set y se
y; se y' se y' se 7 Y’ se
’ sarga testii sarga testfi, barna sérea tesst % him | S48 test(i, barna
néstény szemii néstény 8 szemii him
12. tablazat

A Punnett-tdbla bal oldalan az F2 néstényeket, jobb oldaldan pedig az F2 himeket latjuk. A
néstények 3/8-a vad tipusu, tovabbi 3/8-a sarga testl, 1/8 aranyban kapunk barna szem(i
mutansokat és tovabbi 1/8 aranyban pedig sarga test(i és barna szem( kettGs mutansokat.

Az F2 himekben ugyanezt a varhato fenotipusos megoszlast mutatja a Punnett-tabla.

A feladat eredeti F2 adatai jol egyeznek az itt kapott aranyokkal. A bemutatott hipotetikus
adatok mellett nincs szikség statisztikai elemzésre, azonban valdsagos esetekben az
aranyokra vonatkozo hipotézisiinket statisztikailag igazolni kell, amire a fentiekben mutatott

illeszkedés vizsgalat chi-négyzet prébaval kivaléan alkalmas.

1.

13.

Rendelkezésiinkre allnak az alabbi F2 nemzedék adatai, hatarozzuk meg a P és F1
generaciokat, vezessiik le az F2 generaciot, és hatarozzuk meg, hogy az adott gének ivari

kromoszoéman vagy autoszoman helyezkednek-e el.

F2 nostények (@) himek (2)
vad 0 92
babalakt szem 88 0

résszem 93 90
babalaku szem, fekete test 28 0
résszem, fekete test 31 31

fekete test 0 29
0sszesen 240 242
tablazat

Ismét valasszuk szét a két morfologiai bélyeg o6roklodését és éabrazoljuk adatainkat

kontingencia tablaban.




ndstények testszin
vad fekete
bab 88 28 116
% rés | 93 31 114
2 181 59 240
himek testszin
vad fekete
vad 92 29 121
% rés | 90 31 121
n 182 60 242

Ha a fekete testszin vad testszinhez viszonyitott aranyat vizsgaljuk, latjuk, hogy mindkét
nemben kortlbeliil 1:3 hasadasi aranyt tapasztalunk (néstények: 59 fekete testii: 181 vad
testszinii; himek: 60 fekete testli: 182 vad testszinil). Ezért feltételezhetjiik, hogy a fekete
testszint okozo mutacié recessziv és mendeli 6roklésmenetet mutat. Igy 6roklédik példaul
a 3. autoszoOman elhelyezkedé ebony gén funkcidvesztéses mutacidja (e). A szemalak
mutansok mindkét nemben megfigyelhetdk az F2 nemzedékben. A himek fele résszemii
(121 egyed), a masik fele vad szemalakot mutat (121). Az F2 ndstények mind szemalak
mutansok, fele-fele ardnyban bab- illetve résszemiiek. Valdszinti, hogy a szemalak
mutacid6 az X kromoszOoman lokalizalt, és a mutaciét a sziildk (P) koziil a ndstény
hordozta, mivel a mutdns bélyeg mindkét nemben megjelenik az F2-ben. Raadésul a
mutacid dominans, mivel minden F2 ndstény szemalak mutdns, a babalak €s résszem
pedig a mutans allél heterozigota valamint homozigota formaban valé megnyilvanulasa.
Ez a szemalak mutacié az el6z6 gyakorlaton targyalt Bar mutacid, amely homozigotan
résszemet, heterozigotan pedig babalaku szemet eredményez. Ezek alapjan feltételezziik,
hogy a P generacié ndsténye homozigdta domindns Bar mutéans, a him pedig homozigota
recessziv ebony mutans volt.

Természetesen az ebony mutaciot a ndstény is hordozhatta, tehat az a feltevés is megallja
a helyét, miszerint a P ndstény B; e kettés mutans volt, a him pedig vad tipusu:

B et Bt e
P:0—; —x & —; —
QBle_I_ (3\ Y )e

B et B et

F1: P —eésd —; —

¥ Bt e d Y’ e

F1-ben babalaku szem( néstényeket és résszem( himeket kapunk, amelyek inter se
keresztezése az aldbbi F2 nemzedéket hozza |étre.

him
néstény Bre* B;e Ye* Y e
+
_B L& _B . Bt e? BT e
)
+.,+ Bt et B*" e* ; ;
B ;€ 7 b b / Y ’ e+ Y ’ e+
babszemi abszemi ; e ; e,
néstény néstény vad tipusd him vad tipusd him




B et B e
— — —. - Bt e* Bt e
" . .2
Bt e B e B e ; ;
’ babszemi babszemd, fekete Y, e Y e
Y s P vad tipusd him fekete testli him
nOSteny testu nosteny
B et B e
== == B et B e
B/e* B et B et e v ot
résszemi résszemu , . , L.
" Yot résszemi him résszemu him
néstény néstény
B et B e B e
- - - B et — -
B:e B B’ e Y’ o Y'e
’ résszemu résszemt, fekete & m?, him résszemdi, fekete
ndstény testii nGstény esszemu testli him

14. tablazat

A Punnett-tdbla bal oldalan az F2 néstényeket, jobb oldaldan pedig az F2 himeket latjuk. A
néstények 3/8-a babalaki szemd, tovabbi 3/8-a résszem(, 1/8-1/8 aranyban kapunk fekete
testd, résszem( valamint fekete test(i, babalaku szem( kettés mutansokat. Az F2 himek 3/8-
a vad tipusu, 3/8-a résszemd, 1/8-a fekete testl, tovabbi 1/8-a pedig résszem(i és fekete
testl. A feladat eredeti F2 adatai jol egyeznek az itt kapott adatokkal.

» 2.Brész: Kapcsoltsag és harompontos térképezés

Eddig lathattuk, hogy milyen o6roklésmenetet mutat egy autoszoman lokalizalt recessziv
mutacid, milyet egy X kromoszéoman levs, milyen hasadasi aranyok jellemzéek a mendeli
dihibrid 6roklésmenetben, és milyen akkor, hogyha két olyan gén 6roklésmenetét vizsgaljuk,
amelyek ko6zil az egyik autoszéman a masik pedig X kromoszédmadn lokalizalt.

A XX. szdzad elsé éveiben Bateson és a Punnett a szagos bukkony két tulajdonsaganak
orokl6dését vizsgaltak, és az F2-ben tapasztalt hasadasi arany nagymértékben eltért a vart
9:3:3:1-es hasaddasi aranytdl, oly médon, hogy két fenotipusos kategéridba tartozé utéddok
joval tobben voltak a vartnal, mig a masik két kategdridba tartozék jéval kevesebben. Mar e
két kutaté ugy gondolta, hogy fizikailag kapcsoltak ezek a gének, de nem ismerték e
kapcsoltsag természetét.
A hipotézis igazoldsa Drosophila genetika alkalmazdsdval tortént. Morgan hasonld
eltéréseket taldlt a mendeli 6rokl6déshez képest, amikor két autoszomas gén o6roklédését
vizsgalta. Az egyik gén a purple (pr) volt, melynek recessziv mutdns allélja homozigéta
formaban bibor szemszint okoz, a masik a vestigial (vg), amely homozigéta dallapotban
csokevényes szarnyat eredményez.

Kettésmutans néstényeket keresztezett vadtipusu himekkel, majd az F1 n&stényeket tesztel6
keresztezésbe vitte, azaz a mindkét lokuszra recessziv homozigdta himmel keresztezte.

p. 2 20 o va®

pr'vg prtvg




prt vgt _pr vg

pr “vg " pr’vg

E keresztezésbdl az alabbi fenotipusu muslincdkat figyelte meg:

ndstény him pr vg

privg” privg™/ prvg 1339 darab
privg privg /prvg 151 darab
prvg” prvg*/ prvg 1195 darab
prvg prvg/ prvg 154 darab

15. tablazat

Ha e gének mendelien oroklédnének, akkor 1:1:1:1-es hasadasi ardnyt kellene kapni. A két
nagylétszdmu kategodria a kiindulasi, szlil6i fenotipusokkal egyezik meg (Un. parentalis tipus).
A parentalis tipustdl eltér6 fenotipusu utédok a rekombinans kategdridkat alkotjak.

Az egyazon kromoszdman lev6 gének fizikailag kapcsoltak, az 6 6roklédésiik nem mendeli
madon, hanem a crossing over, az atkeresztez6dés szabalyszer(iségeit kovetve oroklGdnek.
Minél tavolabb van egymastdl a két vizsgalt lokusz, annal nagyobb eséllyel kovetkezik be
atkeresztez6dés kozottik, anndl tobb rekombinans utdd lesz jelen az utédnemzedékben.

igy a rekombinansok aranyabdl kovetkeztetni lehet a vizsgalt lokuszok tavolsigéara (ld.
Sordaria gyakorlat, Haldane-fliggvény; kis tavolsagok esetén egyenes illeszthet6 a fluggvény
kezdeti szakaszara, azaz a rekombinacié gyakorisagdt és a tavolsagot szameértékileg
megegyezdnek tekinthetjik). A kapcsolt génekkel végzett kisérletek éppen ezért lehetévé
tették és teszik ezen Un. kapcsoltsagi logikan alapuld genetikai térképek elkészitését.

A Drosophila-ban csak a néstényekben torténhet rekombinacié meiozis soran, a himekben
nem. Ezért mindig a néstényben (annak ivarsejtképzése soran) lejatsz6dd rekombinacidkat
monitorozzuk.

A gyakorlat soran harompontos térképezéseket fogunk végezni: harom kapcsolt gén
oroklésmenetét fogjuk vizsgdlni, amelynek sordn meghatdrozzuk a (vizsgdlt) gének relativ
sorrendjét, és a vizsgalt lokuszok kozotti tavolsagokat, valamint a crossing over interferenciat
is.

A fentiekkel Osszhangban az els6 |épés az utddnemzedékben a parentalis tipusok
azonositasa. Mivel relative kozel elhelyezkedd lokuszok 6roklésmenetét vizsgdljuk, igy annak
a valészinlisége, hogy nem torténik rekombinacié jéval nagyobb, minthogy torténik, ezért a
nem rekombindans, a parentdlis tipusba tartozé utddok képviseltetik magukat nagy szamban.
Figyeljik meg, illetve gondoljuk végig a kdvetkezbket!
e A rekombindcié vizsgalatdhoz a kérdéses lokuszokra heterozigota ndstényekre van
sziikség.
e A heterozigota néstények kétfélek lehetnek. Vagy azonos kromoszéman hordozzak a
két mutaciot, ezek a cisz heterozigotak vagy kiillonbozdé kromoszémakon hordozzak
azokat, ezek a transz heterozigotak.




e A ndstényben lejatszodd rekombinacids eseményeket csak akkor latjuk az
utdédnemzedékben, ha a himekbdl szarmazo allélek ezt lehetvé teszik (azaz az apatol
oroklott allél nem dominans az anyatol 6rokolttel szemben). Ebben az esetben a
vizsgalt utodnemzedék, az un. térképezd populacid egyedeinek fenotipusat a petesejt
haplotipusa hatdrozza meg.

e Két parentdlis tipus van, amelyek rekombinacid hidanydban keletkeznek, ¢és
megfeleltethetéek a ndstény két homolog kromoszémajanak. A két parentalis tipus
egymasnak a ,,reciproka” a heterozigdcia miatt.

Két gén tdvolsagat a vizsgalt lokuszok rekombinacids gyakorisdga alapjan hatarozzuk meg:

rekombinansok szama

r= " ” p
az o6szes utdd szama

1/a feladat. Drosophila-ban két recessziv gén, a black (, melynek recessziv mutacidja szirkés
testszinhez vezet) és a vestigial (vg - csOkevényes szarny) a 2. kromoszéman helyezkedik el.
F1 dihibrid, azaz mindkét vizsgalt génre heterozigéta ndstényeket tesztel§ keresztezésbe
vitték és 1930 vad tipusu, 1888 sziirke testl, csokevényes szarnyu, 412 sziirke testl és 370
csokevényes szarnyu utédot kaptak.
Szamitsuk ki a b és vg kozti tavolsagot!
Az utédnemzedék négyféle fenotipusos kategoriaja kozil két parentdlis és két rekombinans
van. A két parentadlis jelen esetben a vadtipus (1930) és a kett6smutans (szirke testd,
csokevényes szarnyu, 1888), mivel e tipusok gyakorisdga magas. A dihibrid ndstény
genotipusa tehat:

bt vg*

b vg
A szirke testl (412) illetve a csokevényes szarnyu (370) egyedek a rekombinansok, a b és vg
locusok kozti rekombinacié eredményeként jottek létre (18. dbra).

b vg

I | b vg P1
| |
+vg R,
— b+ R,
| |
++
+ ¥ P
bvg +vg b + ++
b vg b vg b vg b vg
1888 370 412 1930
18. abra

[9. dbra]



A b és a vg locusok kozti rekombinacids gyakorisag — rp.,s — meghatarozasa:

_ R{+Ry 370 + 412 _
Tb-ve = o  6szes utéd 1888 + 1930 + 370 + 410

0,17

A ry.,g rekombinacios gyakorisag 0,17, azaz a dy., tavolsag 0,17M = 17cM. (Mivel ez az értéek
nagyobb 5cM-nél, ezért valéjaban korrigdlni kellene a Haldane-fliiggvénnyel, de mi ettdl
eltekintlink a Drosophila gyakorlat soran.)

Nézzik meg, mi torténik egy harmadik pont bevondsa esetén!

1/b feladat Egy masik recessziv gén a cinnabar (cn - élénkpiros szemszin) szintén a 2.
kromoszémadban lokalizalt. Az F1 trihibrid n6stényekkel tesztelS keresztezést végeztek és
664 vad tipusu
652 szirke test(, élénkpiros szemd, csokevényes szarnyu
72 sziirke testU, élénkpiros szem(
68 csokevényes szarnyu
70 szirke testU
61 élénkpiros szem, csokevényes szarnyu
4 sziirke testd, csokevényes szarnyu
8 élénkpiros szem(
egyedet kaptak.

Ugyancsak két parentdlis tipus van, de nem kett6, hanem hat rekombinans kategoriat
figyelhetlink meg. A két parentalis tipus:

P1: vadtipusu (664)

P2: szirke test(, élénkpiros szemd, csokevényes szarnyu (652)

Allapitsuk meg a gének kozotti tavolsagokat, a génsorrendet és a crossing over interferencia
értékét. Azonosak az a) és b) kérdésben a b és vg lokuszok kdzotti tavolsagok?

Nem evidencia, hogy a harmadik pont az el6bbi ketté kozott van, meg kell hataroznunk a
génsorrendet! Csak a relativ génsorrend meghatarozasara van lehetdséglink (azaz arra, hogy
a hdrom pont kozil ,,melyik van kézépen”), nem nyeriink informaciot arrél, hogy melyik
lokusz taldlhaté a centromerhez ill. a telomerhez kdzelebb.

A génsorrend meghatdrozdsa a ritka osztaly segitségével lehetséges. A ritka osztaly az a két
fenotipusos kategdria, amelybe tartozé egyedek a legkisebb ardnyban képviseltetik magukat.
Harom pont vizsgalata lehet&séget ad arra, hogy azokat az utddokat is azonositsuk, melyek
kettés crossing overrel jottek létre. Az egyik crossing over az egyik kiilsé és a belsé pont
kozott, mig a masik crossing over a belsé pont és a mdsik kiils6 pont kozott tortént. Két
crossing over egyidejd bekodvetkeztének, tehat a kétszeres crossing overnek a gyakorisaga
sokkal kisebb még az egyszeres crossing overénél is, ez a magyarazata a nagyon alacsony
egyedszamnak a térképez6 populacidban.

A génsorrend meghatarozdsahoz a ritka osztalyt gy haszndljuk fol, hogy tudjuk a parentalis
tipusoknak koszonhet6en a néstény homolég kromoszémainak genotipusat és azt is tudjuk,
hogy a kétszeres crossing overnek milyen haplotipusti gamétakat kell eredményeznie. (dbra)



A génsorrend meghatdrozasnal kiindulunk egy feltételezett génsorrendbdl és megnézzik,
hogy e hipotetikus génsorrend esetén kettds crossing overrel keletkez6 gamétdk a ritka
osztalyt hozzak-e létre. Az 19. abraan lathatd, hogy az I. és a Il. feltételezett génsorrend nem
a ritka osztalyba tartozdé egyedekhez vezet, mig a lll. feltételezett génsorrend az, ami a 4
illetve 8 egyedszamu kategédridhoz, a tényleges ritka osztalyhoz vezet.

Feltételezett génsorrend I: Feltételezett génsorrend II:
b vg cn cn b vg
| | | | | |

—1\ /7 b+cn —]\ /7 cn+vg
I I

| | | et | | | +b+
| | | I | |
+ + + + + +

b + cn +vg+ cn + vg +b +

b vgcn bvg cn cn b vg cnbvg

Feltételezett génsorrend lll:

b cn vg
I I I

I

| : | +cn+
I | I
+ + +
b+ vg +cn +
bcnvg bcnvg
4 8

19. abra

[10. abra] Megvan tehat a gének relativ sorrendje: b —cn —vg.

A tdvolsagok kiszamitasa sordn el6szor a b-cn tavolsagot hatarozzuk meg!
Ehhez minden olyan rekombinans egyedet 0Ossze kell adni a szamlaléban, amely
kialakuldasahoz a b as a cn locusok kozott tortént rekombinacid. A 20. dbran lathatjuk, hogy
ezek egyrészt az egyszeres rekombindnsok egyik csoportja (R1 és R2, az dbran az 6ket
létrehozé rekombindcidés eseményt a zold vonalak szimbolizaljak), valamint a kétszeres
atkeresztez6déssel létrejové R5 és R6. (Az utédok szama 6sszesen 1599.)



cn vg

| | bcnvg P,

l +cnvg R,

I ++vg R;
b+vg R;

l ben+ R,
b++ R,
I I + + + P2

b
|
o
\I / \ +cn+ Rg
|4I
|

20. abra

R1+R2+R5+R6_61+70+4+8
az 0szes utéd 1599

Ipen = = 0,0894 = dy_., = 8,94cM

Hasonloképpen jarunk el a cn és vg locusok kozotti tavolsag meghatarozdsanal, az dbran az
R3 és R4 rekombindnsokat |étrehozé atkeresztez6déseket a kék vonalak jelzik.

R; + R, + Rs + Rg _68+72+4+8
az 6szes utéd 1599

=0,0950 = dey_yg = 9,50cM

Fen—vg =

E térképezd populacié felhasznalasaval is meghatarozhatjuk a dy.¢ tavolsagot. Minden egyes
rekombindcios eseményt 0sszegezni kell. Ez jelenti az 6sszes egyszeres rekombinanst,
valamint a kétszeres rekombinansokat, rdadasul az utébbiakat kétszeresen, hiszen egy
kétszeres rekombinacidval létrejott egyed két rekombindcids eseményt jelent.

Ry + R, + Rs + Ry + 2x(Rg + Rg) _ 61+70+ 68+ 72 + 2x(4 + 8)

az 6szes utéd 1599 = 01844

Mp_vg =
db—vg = 18,44cM

Természetesen ezt a tavolsagértéket kapjuk akkor is, hogyha a mar korabban kiszamolt dy.cn
és dcn.vg tavolsagokat egyszerlien 6sszeadjuk. Ugyanakkor az igy kapott 18,44cM nem egyezik
meg az 1/a feladatban meghatarozott 17cM-nal! A kilonbség f6 oka abban keresendd, hogy
"beiktattunk egy belsé pontot’, igy lathatdova lettek a kétszeres crossing overek a b és a vg
locusok kdzott. Ez magyardzza azt a tényt, hogy mennél toébb pont all a rendelkezésiinkre a
géntérképezés soran, anndl pontosabban lesz a lokuszok kdzotti tavolsag becslése.

A térképezésnél a kiinduldsi hipotézisiink az volt, hogy az atkeresztez6dések barmely
bazisparnal azonos valdszinliséggel torténhetnek és egymastdl fliggetlenil kévetkeznek be
egy-egy kromoszéma szakaszon, azaz nem befolyasoljak egymas el6forduldsat. Ez a hipotézis
azonban nem teljesen igaz. A megfigyelt és a vart kétszeres atkeresztez6dések
gyakorisaganak hanyadosa az un. koincidencia koefficiens (roviditése cc).



kapott kétszeres crossing overek gyakorisaga

vart kétszeres crossing overek gyakorisaga

A flggetlenségtdl vald eltérés mértéke meghatarozhatd a crossing over interferencia (jele: )
segitségével. | azt fejezi ki, hogy ha valahol crossing over torténik, az milyen hatdssal van egy
masodik crossing over kialakuldsara. A koincidencia koefficienst egybdl kivonva kapjuk meg
az interferencia értékét. Mivel aranyszamrél van szé, mértékegysége nincs.

[=1-cc

Ha | = 1, akkor komplett interferenciardl, teljes mértéki gatlasrél beszélink, a kialakult
crossing over nem teszi lehet6vé egy masik crossing over létrejottét (nincs kétszeres crossing
over).

Ha 0 < | < 1, akkor inkomplett, (pozitiv) interferencia van, a mar kialakult crossing over
valamilyen (de nem teljes) mértékben gatolja az Ujabb crossing over létrejottét.

Ha | < 0, az a negativ interferencia jelensége, ez akkor kdvetkezik be, hogyha a mar kialakult
crossing over serkent6en hat egy masik crossing over létrejottére. (E teriiletek a
rekombindcios forrépontok.)

Hatarozzuk meg az 1/b feladatban az I-t!

A valdszinlségszamitas tanulmanyainkbdl tudjuk, hogy két fliggetlen esemény egyiittes
bekovetkezésének valdszinlisége a két esemény kilon-kilon vett bekdvetkezési
valdszinliségének a szorzata. A kétszeres atkeresztez6dések vart gyakorisagat tehat az egyik

és a masik lokuszpar kozotti rekombinacids gyakorisag szorzataként kapjuk meg.
4 8
_ 1599 T 1599
61+704+44+8 68+724+4+8
1599 X 1599

CcC

=088 =1=1-0,88=0,12

Az interferencia mértéke tehat 0,12, azaz gatlas van.
Mikrobialis genetika — I. fejezet

Dr. Varga Maté egyetemi tanarsegéd és Dr. lengyel Katalin egyetemi tanarsegéd

ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék

o 1. Bevezetés



Furcsa belegondolni, hogy a globdlis biomassza egyik legfontosabb csoportjanak, az ismert foldi fajok
elsoprd tobbségét adod prokaridtaknak a létezésérdl egészen a 17. szazad végéig fogalmunk sem volt.
Ekkor, Antony von Leeuwenhoek uttor6 munkdjanak koszonhetden, derilt fény a mikroszkdpikus
méret(, kilonleges alaku, egysejtl él6lények |étezésére. Ugyanakkor még tobb szdz évnek kellett
eltelnie, amig Louis Pasteur és Robert Koch munkaja ravilagitott arra is, hogy milyen fontos szerepiik
lehet ezeknek az egyszer( szervez6désli szervezeteknek mas élGlények életében is, milyen relevansak

szamos fert6z6 emberi betegség szempontjabal.

Ma mdr persze tudjuk, hogy a prokaridtak hihetelen faj- és egyedszdmmal rendelkeznek; a
felépitésiikh6z hasznalt szén-atomok szama egyes becslések szerint meghaladja a noévények és
allatok 0©sszfelépitéséhez szikséges szén-atomokét. A tengerek biomasszajanak kozel 90%-at
mikroorganizmusok adjak, amelyek hasonld nagysagrendd bakteriofagnak a gazdai is egyben. Mindez
egy komplex mikrobidlis ©koszisztéma létezésére utal, ami a tengerek élGvildga szamara

nélkilozhetetlen.

Az utdbbi években arra is fény derilt, hogy a bériinkon és emésztérendszeriinkben él6 mikrobidlis
kozbsség, az ugynevezett humdn mikrobiomot alkotd bakterialis sejtek szintén fontos rlsztvevGi
életlinknek. Ezeknek a prokariéta sejteknek a szama kdzel nagysagrendnyivel nagyobb, mint sajat
sejtjeink szama. Figyelembe véve, hogy szamos megfigyelés és kisérletes eredmény aldtdmasztja,
hogy a mikrobiom 0Gsszetétele, illetve annak véltozasa kivaltéja lehet szamos, kordbban mdas okra
visszavezetett emberi betegségnek, egészségligyi szempontbdl is relevans, hogy megértsiik, milyen

torvényszer(iségek vezetik a mikrobiom Osszetételének kialakulasat.

A fent emlitett szempontok mar dnmagukban is komoly indokot képeznének, hogy a ezeknek a
mikrébdknak a genetikajat jobban megismerjik, de emlitést igényel még egy ok, ami a kezdetektdl
fogva idealis modellorganizmusokka tette a fagokat és batériumokat: genetikai anyaguk szervezédése
relative egyszerl, aminek kdszonhet6en szdmos a génmiikodés szamos, kés6bb univerzalisnak

bizonyuld szabalyszerliségét el6szor fagokban illetve baktériumokban irtak le.

A teljesség igénye nélkil emlitést érdemelnek Oswald Avery, valamint Alfred Herhsey és Martha

Chase kisérletei, amiben Pneumococcus bakétrium torzsek, illetve T2 fagok felhasznalasaval igazoltak,



hogy a sejtek genetikai orokitéanyaga a DNS-ben taldlhatd; Seymour Benzer a T4 fag rll mutansai
segitségével feltarta a gének felépitését; illetve Francois Jacob és Jacques Monod, akiknek a lac
operonon végzett kisérletei hosszi id6re megszabtak a gém(ikdodés szabalyozdsardl kialakitott

elméleteket.

Az elmult években a baktériumok tovabbra is fontos inspirdcidés forrasként szolgdltak evolucids
vizsgdlatokban, a génm(ikodés-szabalyozds magasabb szintjeinek megértéseben és a genetikai
haldzatok szabalyszerliségeinek feltdrasaban. Mindez, az emlitett egészségligyi relevancidn tul,
sokban hozzdjarult a szintetikus bioldgia térnyeréséhez is. Igény szerint ,programozott”, genetikailag
mddositott mikroorganizmusokat hasznalhatunk egyszerld bioszenzorként, biolizemanyagok és

gyogyszerek termelésére, terdpids agensként, bonyolultabb biolégiai folyomatok modellezésére, a

felhasznaldsnak szinte csak a képzelet szab hatart (lasd bévebben: http://igem.org).

Végiil, de nem utolsé sorban, a baktériumok genetikdjanak jobb megértése hatékony eszkozoket
adott a kezlinkbe, hogy eukaridta genomokat is megvaltoztassunk: példaul a Xanthomonas fajok
TALE (Transcription Activator-Like Effector) nukledzai, és a bakterialis immunrendszerként mikoddé
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) rendszer m(ikodési logikajat

felhasznalva az utébbi években nagy hatékonydsgu genom-editalé eljarasok szilettek.

A gyakorlat sordn, néhany klasszikus kisérletet is felevenitve, egy réovid bemutatét kivanunk adni arra,
hogy miképp haszndlhaté a mikrobidlis genetika a komplementdcié fogalmdnak megértésére, a
génm(kodés szabalyozasanak, a sejtekre hatd evoluciés er6knek, valamint a bakteridlis

kommunikaciénak a megértésére.

A gyakorlat soran a kévetkez§ kisérletek végezziik el:


http://igem.org/

Komplementacids analizis T4 rll fagok segitségével

A génm(ikodés szabalyozasanak vizsgdlata és komplementacids analizis killonb6z6 lac operon
mutansok felhazsnalasdaval.

A kvorum érzékelés jelenségének bemutatdsa egy biolumineszcens baktériumfaj
viselkedésén keresztiil.

A baktériumokra hatd, genomméret- és energiafelhasznalds-optimalizaldst okozé szelekcids

er6k bemutatasa egy erds GFP-expressziot biztositd baktérium mutacidin keresztiil.



o 2. Komplementacié

A klasszikus genetika egyik fontos eszkdze a mutdnsok el8allitdsa és vizsgdlata. Azonos fenotipust
mutaté mutansokrdl a komplementacids (mas néven cisz-transz) teszttel hatarozhatjuk meg, hogy
azonos vagy kilonboz6 génekben torténtek-e a mutacidk. Az egy génen belili a mutdciok egymds
allélikus valtozatai. Fontos megjegyezni, hogy komplementdcids vizsgalatot csak recessziv

mutdcidkkal, allélekkel tudunk végezni.

A komplementdcids analizis Iényege, hogy megallapitjuk a heterozigdtak fenotipusat. Kénnyd belatni,
hogy ha a két mutacié cisz helyzetben helyezkedik el, akkor (1. és 2. abrdk) akar azonos akar
kiilonboz6 génekben tortént a mutacio vad fenotipust tapasztalunk, hiszen az egyik kromoszémardél
vad tipusu géntermék keletkezik. A szamunkra fontos informaciét a transz heterozigétak fenotipusa
rejti. Ha a két mutacid azonos génben taldlhatd a transz heterozigéta fenotipusa mutans lesz,
mindkét kromoszdmardl hibas géntermék keletkezik. Ha a mutacidk két kiilonboz6 gént érintettek, a
transzheterozigdta vad fenotipusu lesz, mindkét génbél lesz vad allél az él6lényben.

A B

CIse transz

vad fenotipus vad fenotipus

[Alternativ sz6veg: Komplementacio vizsgalat nem allélikus mutacioknall

[Képalairas: 1. abra Komplementacio vizsgalat nem allélikus mutacidok esetén Vad fenotipus
alakul ki a heterozigotakban, ha a két mutacio kilonb6zé génekben talalhatd. Amikor cisz helyzetben
talalhatéak a mutaciok az egyik kromoszémarol csak hibas fehérjetermék keletkezik mindkét génrél
(A, B), a masik kromoszémardl azonban mindkét génrdl vad tipusu fehérje irdédik at. Recessziv
mutaciok esetében tehat az élélény vad fenotipusu lesz. Transz helyzetben szintén termelédik vad

tipusu fehérjetermék mindkét génrél.]



Vagyis megforditva, ha létrehozzuk a transz heterozigétat és az vad fenotipust mutat, a vizsgalt

mutaciok két génben lokalizaltak, ha mutans fenotipusu egyetlen gén allélikus valtozatatai.

A Cisz B

transz

«— (X
<._
‘._.

vad fenotipus mutans fenotipus

[Alternativ szbveg: Komplementéacio vizsgalat allélikus mutacioknal

[Képaldiras: 2. abra Komplementacié vizsgalat allélikus mutacidk esetén. Ha a mutacidok azonos
génben talalhatéak eltérd fenotipust kapunk cisz és transz heterozigotak esetében. Amikor cisz
helyzetben talalhatéak a mutacidok az egyik kromoszomardl az érintett génrél (A) hibas fehérjetermeék
keletkezik, a masik kromoszémardl azonban vad tipusu fehérje irdédik at. Recessziv mutaciok
esetében tehat az élélény vad fenotipusu lesz. Transz helyzetben azonban az A génrél minkét
kromoszéma mutans allélt tartalmaz, vagyis csak mutans fehérje keletkezik, az él6lény fenotipusa

mutans lesz.]

Miért alakulhat ki két gén mutacidja esetén azonos fenotipus? A legegyszerlibb eset, ha a gének
termékei egy utvonalon mdlkodnek, akar bioszintetikus, akdar jeldtviteli Utvonal esetében.
Bioszintetikus Utvonal koziil képzeljink el egy utvonalat, melynek végterméke a lila pigment mely a
novény viragjdban megtaldlhaté. Ha tobb fehér virdgszinli névényt taldlunk a komplementacids
analizissel megallapithatjuk, hogy egy vagy tobb génben toértént-e a mutacio (3. adbra). Ha két fehér
virdgu novény keresztezlink és az elsé generdciéban (F1) lila szin{ virdgokat kapunk, a mutéacio
kiilonboz6 génekben tortént, ha az elsé generacidban minden névény fehér virdgd, azonos génben
tortént a mutdcié. A bioszintetikus utakndl csak akkor kapunk azonos fenotipust kiilonb6z6 gének
esetében, ha az elGanyagbdl kialakulé koztes termék szintelen, illetve altaldnosabban, ha a koztes
terméknek nincs 6nallé fenotipusa . Vegyik észre, ugyanezen mutdcidkkal végzett vizsgalat soran, ha
F1 utdn megvizsgalndnk F2 generdciét is 9:7 hasadasi aranyt kapnank, vagyis komplementer

oroklésmenetet.
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pigmentszintézis-ttvonal pigmentszintézis-Utvonal

[Alternativ szbéveg: Viragszin érokibdes]

[Képalairas: 3. abra Egy virag szinének oroklddése. Egy kék/lila viragu névény esetében harom
flggetlen, fehér viragszinli mutanst talaltak. A fehér viragu ndévények keresztezésébdl egyik esetben
fehér viragu névényeket kaptunk. Ebben a keresztezésben a mutacidk nem komplementaltak
egymast, tehat azonos génekben talalhatéak. A masik keresztezés eredményeként vad/lila/kék viragu
utdédokat kaptunk. Ebben az esetben a mutaciok komplementaltak egymast, a mutaciok kilonb6ozé
génekben talalhatéak. A feltételezett bioszintetikus utvonalon tehat két enzim talalhatd, melyek
mutacioi azonos (fehér) fenotipusu viragokat alakitanak ki. A komplementaciés analizis 6nmagaban

nem alkalmas arra, hogy elddntse mely enzim miikddik korabban az utvonalon.]

Masik lehet6ség, ha nem két kiilonboz6 |épés enzimei szenvednek mutdciét, hanem valamely lépést
egy heterodimer katalizdl és a fehérjekomplex barmely tagjanak mutdcidja esetében az nem

m(ikod6képes.



Jelatviteli utvonalak kozott is talalhatunk példat: emlékezziink csak a C. elegans fejezetben
megismert vulva fejl6édés atvonaldra. Tobb gén mutacidja is vulvanélkiili (vulvaless) fenotipust

alakithat ki, illetve természetesen egy-egy génnek is tobb mutdns allélja ismert.

A koOz6s utvonalon kiviil is elképzelhets, hogy két gén terméke azonos fenotipus kialakitdsdban
jatszon szerepet. Gondoljunk csak arra, hogy a C. elegans genomjdban szdznal tdbb unc gén ismert,
amelyek mindegyikének mutacidja mozgasképtelen allatokat eredményez. Az allatok igen eltérd
okokbdl lehetnek bénultak, példaul: miozin mutdacidja, idegrendszerfejlédés szabalyozasa vagy

ingeriletatvivé anyagok hidnya.

Végiil lassunk egy human példat is. Az aldbbi csalddfa a siketség 6roklédését mutatja be. Lathato,
hogy a siketséget recessziv allélek alakitjak ki, azonban a kiilonb6z6 gének mutdcidjara homozigdta

siketek hazassagabol hallé gyermekek szililetnek (4. dbra).
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[Alternativ széveq: Siketség 6rokiédése]

[Képalairas: 4. abra A siketség oroklése. A vizsgalt hazaspar mindkét tagja siket. A siketség
esetukben recessziv moédon 06roklédott (a szileik, az abran az egyes generacio, hallok voltak).
Gyermekeik mind halldk, ebbdl kdvetkeztethetink arra, hogy a szilék eltér6 gének mutacioi miatt

voltak siketek.]

» T4 fag komplementacids vizsgalata
A gyakorlat soran Seymour Benzer hires komplementaciés analizisét mutatjuk be. Benzer elegans
kisérleteihez, melyben a gén fogalmat szerette volna pontositani, a T4 fagot valasztotta alanyul. A T4

fag egy az E. colit elpusztitani (lizalni) képes virus (5. dbra).



[Alternativ széveg: T4 bakteriofag]

[Képalairas: 5. abra A T4 bakteriofag. (A) JOl megfigyelhetd a fagok strukturaja: a DNS-t tartalmazo
feji rész (kapszid), a rovid nyaki rész, és a hosszu, rugalmas talprész, a jellegzetes fehérjeszalakkal.
(B) T4 fagok baktérium sejtet fertéznek. (Forrasok: http://www-
physics.ucsd.edu/~des/Viral_DNA_Packaging.html és Wikipédia)]

A T4 fag mutansokat vizsgalva talaltak olyanokat mely a szokasosnal nagyobb tarfoltot (plakk)
képeztek baktériumpazsiton. Ezeket a mutansokat feltételezhetéen gyorsabban pusztitjdk el a
baktériumokat, mint vad fagok, ezért gyorsan lizaldnak nevezték el, amelynek roviditése az angol

rapid lysis kifejezésbél az r lett.

Az r mutansok a T4 fag genomjdnak harom lékuszara térképezédtek (r/, rll, rill). Benzer ezek kozil az
rll-t kivalasztva szerette volna megvizsgdlni, hogy funkcionalisan egy vagy tobb egység taldlhatd-e a
I6kuszon. A komplementacids vizsgalatokhoz ezek a mutdnsok kiilondsen alkalmasak, mert E. coli
K12(A) torzsét nem képesek elpusztitani csak a B jell torzset. Ezek a mutdnsok kondicionalis
mutansoknak tekinthet6ek, a K12 torzs jelenti a restriktiv korilményt, a B torzs a permissziv

kérnyezetet.

Benzer eredményei azt mutattak, hogy két funkcionalis egység (gén) talalhatd az ril I6kuszon beliil,
melyeket elnevezett rllA-nak és rlIB-nek. Benzer nem a gén kifejezést hasznalta a funkcionadlis egység
megnevezésére, hanem megalkotta cisztron fogalmat. A cisztron, vagy komplementdciés csoport az a
funkcionalis egység, amelyen bellil a mutacidk transz helyzetben nem komplementaljdk egymast. A
cisztron kifejezés mara kikopott az altaldnos hasznalatbdl, tulajdonképpen a gén szinonimajaként

alkalmazhatjuk.


http://www-physics.ucsd.edu/~des/Viral_DNA_Packaging.html
http://www-physics.ucsd.edu/~des/Viral_DNA_Packaging.html

Hogyan lehet komplementacids vizsgdlatot végezni haploid organizmusokkal, mint amilyenekk a
bakteriofagok és baktériumok? Baktériumok esetében a lac operon fejezetben megismert parcidlis
diploid el6allitasi mddszerekkel. Fagok esetében a koinfektalds jelenti a megoldast. Koinfekcid esetén
egyetlen baktérium sejtet két eltér6 genomu faggal fert6ziink meg egyszerre. Az rll lékusz
vizsgalatakor a konifekciot E. coli K12(A) torzsén végezzik, ha a mutaciok képesek egymast
komplementalni (kiilonb6z6 génekben, cisztronokban taldlhatoak) feltisztulast tapasztalunk, ha nem

komplementaljak egymast nem latunk feltisztulast (6. abra).

rll mutans 1 &V\\ rll mutans 2

E.coliK
rliA rliB rlIA rliB
* 3 3 %*
* b *
Nincs komplementacio. Van komplementacid.
Elmarad a lizis és a fdg szaporodésa Tarfoltok jelennek meg;

a fag tovabb szaporodik.

[Alternativ széveg: Komplementacié vizsgalat T4 fag ril I6kuszan]

[Képalairas: 6. abra Komplementacids vizsgalat T4 fag rll I6kuszaban. Escherichia coli sejteket
koinfektalunk két kilonb6zé mutans rll faggal. Ha mindkét mutacié azonos génben talalhato (rllA), a
fagok nem képesek a baktériumot, elpusztitani, lizalni, ujabb fagok nem szabadulnak ki a baktérium
sejtbdl, tehat nem keletkezik tarfolt. A masodik esetben, jobb oldalon, a mutacidk kilénb6zd génekben
talalhatéak, komplementalni képesek egymast. A baktérium sejtet a fagok lizaljak és ujabb fagok

keletkeznek, melyek aztan tarfoltot alakitanak ki a baktériumpazsiton.]

A koinfekciié esetén lehetGség van az eltéré6 genomu fagok kozti rekombinacid vizsgalatara is.
Gondoljuk végig a rekombindcid és komplementdcid kozti kilonbséget az ril 16kusz esetében!
Rekombinacié utdn Uj genotipusu fag utédok keletkeznének, mig komplementdcié utdn csak az

eredeti (szll6i) genotipusu fagok jonnek létre. A fenti abran tehat a két mutacidé kozti rekombinacid



esetén |létrejohet vad genotipusu utéd fag, illetve a két mutaciét cisz helyzetben tartalmazo, kett6s

mutans fag is.

Benzer nem elégedett meg a komplementdcios vizsgalatokkal. Elvégezte az ril Idkusz
finomtérképezését is. Pont mutdnsok, deléciés mutdnsok térképezésével igazolta, hogy a gén nem
oszthatatlan egység, (mint azt korabban a gyongy modellben feltételezték), mutacié és a

rekombindcid egysége a bazispar.

* T4 rll bakteriofag-mutansok komplementaciojanak
vizsgalata

Felhasznalt anvagok, eszk6z0k

NA téptalajok

NAF (félfolyékony Nutrient agar)

Escherichia coli K12(A) és B torzsének tenyészete
hat, kiilonb6z6 T4 rII mutans

automata pipetta

A gyakorlat menete

A gyakorlat soran 6 darab r/l mutdnssal végziink komplementacids vizsgalatot. Meghatarozzuk,
melyek tartoznak azonos cisztronba. A vizsgalat sorrdn cseppentéses vizsgalatot végziink. Ebben a
kisérletben tehdt nem egyedi plakkokat fogunk latni, hanem a fagok felcseppentési helyén a

feltisztulds jelzi a baktériumok lizisét.

A mutans fagok fenotipusat megvizsgaljuk E. coli K12(A) és B baktériumtorzson is. Ezt a két lemezt
hasznaljuk kontrollként a komplementdcids vizsgalatokhoz, csoportonként elegendé egy-egy lemezt

elkésziteni. A lemezekhez 6sszemériink:

1. tesztlemez 2. tesztlemez

0,2 ml E. coli K12(A) szuszpenzid 0,2 ml E. coli B szuszpenzid

3 ml 45°C-os NAF 3 ml 45°C-os NAF




A baktéiumszuszpenzioét is tartalmazo lagyagart(NAF) NA lemezekre oOntjik ¢és
eloszlatjuk. A lemezeket 10 percig hagyjuk megszilardulni. A tesztelendd T4 fag
szuszpenzidjabol 5 pl-t cseppentsiink a teszt-lemez felszinére (iigyelve arra, hogy a
pipettahegyet ne nyomjuk bele az agarba, és a csepp ne folyjon szét til nagy teriiletre). Ezt
megismételjiik az Gsszes vizsgaland6 fag-szuszpenzidval. A lemezeket 37°C-on inkubaljuk
egy ¢éjszakan at.

Komplementacié vizsgalatdhoz paronként egy-egy NA lemezre a kovetkezd fedGagart
ontik:

0,2 ml E. coli K12()\) szuszpenzid
3 ml 45°C-0s NAF

A lemezeket 10 percig hagyjuk megszilardulni. A tesztelendd T4 fag kevert
szuszpenzidjabol 5 pl-t cseppentsiink a teszt-lemez felszinére. Ezt megismételjik az Osszes
vizsgaland6 fag-keverékkel. A lemezeket 37°C-on inkubéljuk egy €jszakén at.

Feladat:

1. Vizsgalja meg a lemezeket, hogy tapasztal-e tisztuldst a felcseppentés helyén!

2. Sorolja be az egyes fagtorzseket komplementacids csoportokba!

= Példafeladatok

1. Tételezziik fel, hogy a fenilalanin bioszintézisét két enzim, pheA és pheB gének termékei
végzik egy utvonalon. A enzim egy szubsztratot (1) alakit at egy feltételezett koztes termékkeé

(2). B enzim ezt a koztes terméket alakitja at fenilalaninna.

A B
1 — 2 —— fenilalanin

Ot fenilalanin auxotr6f mutanst sikeriilt létrehoznunk (m1-m5). A mutdnsok azonos fenotipusuak,
nem képesek fenilalanint szintetizalni, tehat képtelenek olyan tapkdzegben ndvekedni, mely nem

tartalmazz ezt az aminosavat. Mind az 6t mutacid recessziv.

Kiilonb6z6 vizsgalatokkal meghataroztak hogy az m1, m2 és m4-es mutaciok a pheA, az m3

€s m5 mutaciok a pheB génben talalhatok.



a, Létrehozzunk egy parcialis diploid baktérium térzset, amely ml-es és m2-es mutaciokat hordoz

(mindkét génre heterozigéta a torzs). Milyen fenotipusu lesz a parcidlis diploid baktériumunk?

b, Létrehozzunk egy masik parcialis diploid baktérium torzset, amely ml és m3 muticiokat

hordoz (heterozigota). Milyen lesz ennek a torzsnek a fenotipusa?

c, Az el6z6 két kérdésre alapozva toltse ki a kovetkezd tablazatot! Tegyen + jelet, ha a torzs képes
fenilalanint szintetizalni (vad fenotipus) és - jelet, ha a torzs nem képes szintetizalni a fenilalanint

(mutans fenotipus)!

ml|m2|m3| m4|m5

d, Végiil tételezziik fel, hogy létezik egy m6-os jelli mutacid, amely a pheA génben talalhato,
de dominans, vagyis a heterozigotdk sem tudnak fenilalanint szintetizadlni. Az elézdekben

megadott modon tdltse ki a kovetkezo tablazatot!

ml|{m2|m3|m4|m5|mb6

m6

crcr

kovetkezd tablazat tartalmazza. Mely mutaciok tartalmaztak azonos cisztronba? (+ = a két
mutacié komplementalta egymast, - = a két mutacié nem komplementalt)

alblc|d|e|f
S+
S+ -+ H+

=h|D OO |T|D
1
+
+




o 3. Lac operon

Az Escherichia coli tobbféle szénforrast képes hasznositani. A ritkabban eldforduld
diszaharidok lebontasat végzd enzimeket azonban a sejt nem szintetizalja olyankor, amikor az
adott cukorféleség nincs jelen a tapkozegben, vagy konnyebben hasznosithatd szénforras is
rendelkezésre all. A standard koriilmények kozott ndovekvd baktériumok szamara a glikoz
jelenti az elsédleges szénforrast, hidnyaban azonban a sejt képes laktozt is feldolgozni, azt
galaktozza és gliik6zza bontva (7A. abra). A folyamat hatékonysagat nagyban befolyasolja,
hogy a baktérium termeli-e a laktdz transzportjahoz és bontdsdhoz sziikséges specifikus
fehérjéket. Utobbiak szintézise kozos (laktoz fliggd) szabalyozas alatt van, vagyis egy operont

képeznek.

HOCH,
A 2

HO O0oH
4OH 1
% OH
HOCH, OH S
HO—G A R-galaktozidaz Galaktéz
oH T KoH =
u MH } "20 \\‘ HOCH,
OH HOCH, N OOH
Lakt6z HOV Ay
OH
Gliikoz
HOCH, CH, HOCH, a g
HO Q s—c— HO ° o
OH  H/ CH, OH H |
H H
H H Nif
H OH H OH
IPTG ' X-Gal

[Alternativ széveq: Laktéz anyagcsere, IPTG, X-Gal]

[Képalairas: 7. abra: A laktéz anyagcsere és a lac operon viszgalatara hasznalt szintetikus
molekulak. (A) Glikéz hianyaban a sejt laktézt kezd hasznositani szénforrasként, amelyet elsé
Iépésben a B-galaktozidaz enzimje révén galaktézza és glikézza hasit. (B) A Lac-represszor
gatlasara hasznalt szintetikus molekula, az izopropil-B-d-tiogalaktozid (IPTG). (C) A lac-operon
mikodésének detektalasara hasznalt laktéz analég X-Gal, melynek bomlasa kék csapadékot hoz

[étre.]

A laktéz felhasznalasaért felelds ugynevezett lac operon genetikai azonositasa és
elemzése Frangois Jacob és Jacques Monod nevéhez fiizédik. Ok voltak akik kiilonbozo
mutansok (pl. laktéz bontdsra képtelen, illetve laktdézt még gliikoz jelenlétében is bontd
torzsek) segitségével meghataroztak, hogy az operon harom fehérjét kodol: egy, a laktéz

bontasaért felelds B-galaktozidazt (Z), egy laktoz transzportért felelds permeazt (Y) és egy



transzacetilazt (A), amely egy acetil-CoA molekulardl képes az acetil csoportot a laktdzra
atvinni (8A. abra). Az ezen fehérjéket kodold gének meghibasodasai esetén az E. coli

képtelennek bizonyult a laktoz feldolgozésara.
> ’

A lacl P!O lacZ lacy lacA

DNS 3 [ mH l

'

-:E
mMRNS ;VV V\i\/
O

' ' l

fehérje

magas gliikoz, alacsony laktoz

alacsony gliikéz, alacsony laktéz magas gliikéz, magas laktéz

[Alternativ széveg: A lac operon]

[Képalairas: 8. abra A lac operon felépitése és vazlatos miikédési elve. (A) Az operon harom, a
laktdz feldolgozasahoz nélkilozhetetlen kulcsenzimet kédol, ezek a B-galaktozidaz (Z), a permeaz (Y)
és a transzacetilaz (A). Az operon megfelel§ szabalyozasahoz nélkllézhetetlen még a represszor,
amelyet a lacl I6kusz kédol, az ennek a megkuitésére képes operator régioé (O), az operon promoétere
(P), amely tartalmazza az RNS polimeraz kodolo helyét, valamit az aktivator CAP fehérje kotéhelyét.
(B) Alacsony glikoz és magas laktoz szint esetén a represszorhoz két6dé laktoz inaktivalja azt, migy
a gliikéz hianyaban termel6dé cAMP a CAP-hoz kapcsolédva azt aktiv konfromacidba kapcsolja. igy
megtorténik az operon indukcidja, létrejonnek a fehérjék. (C,D) Alacsony laktéz szint esetén,
fuggetlenil a CAP fehérje allapotatdl, a Lac represszor aktiv lesz, kdtédik az operator régidohoz és
fizikailag meggatolja a polimeraz kapcsolddasat. (E) Magas laktéz és magas glikéz szint esetében,
mind a represszor, mind a CAP fehérje inaktiv marad, igy a polimeraz, bar kétédik, csak alacsony

szintl expressziora lesz képes.]



Tovabbi kisérletek olyan mutéaciokat is azonositottak, amelyekben a lac operon enzimjei
folyamatosan termelddtek (konstitutiv mutacié). Ezek a szabalyozé mutaciok tették

lehet6vé a lac represszort kodolo gén, a lacl meghatarozasat is (8A abra).

A represszor laktéoz (vagy egyéb laktozanalogok) (induktorok) hidnyaban az operon
operator régiojahoz kotddik, meggatolja az RNS-polimeraz kotddését a promoterhez, igy a
strukturgének atirdsa nem torténik meg (represszalt allapot) (8B,D éabra). Lakt6z vagy mas
induktor anyagok (pl. IPTG: izopropil-B-d-tiogalaktozid) a represszorhoz kapcsolodva,
meggatoljak annak kapcsolodasat az operatorhoz, ezéltal lehetévé valik az RNS-polimeraz
promoterhez valo kotddése. Az mRNS-szintézis, majd az enzimszintézis is azonnal megindul

(indukcid), ha a tapkdzeg nem tartalmaz gliikozt (8C abra).

Ha a tapkozeg gliikozt tartlamaz az a katabolit-represszio jelensége révén gatolja a lac
operon atirodasat. Gliikkdz hidnyaban a sejtben megindul a cAMP szintézis és az igy 1étrejovo
molekulas a katabolit aktivator fehérjéhez (Catabolite Activator Protein — CAP)
kapcsolédhatnak. A cAMP-CAP komplex transzkripcios aktivatorként mikodik, ami
elosegiti az RNS-polimeraz promdterhez valo kotddését, és a mRNS-szintézis megindulésat.
Aktiv CAP hidnyaban még laktoz jelenlétében is csak gyengén lesz képes atirddni az operon —
a baktérium igy szabdlyozza, hogy a preferdlt szénforras (gliik6z) jelenléte esetében ne
termelddjenek foloslegesen azok az enzimek, amelyek az alternativ szénforras (laktoz)

feldolgozasahoz sziikségesek.

Jacob és Monod a lac operon részletes mutacios analizise soran még néhany emlitést érdemld
allélt izolalt: az egyik az I°, a represszor egy konstitutiv aktiv mutdciéja, amelynek
eredményeként a Lacl folyamatosan, laktoz jelenlétében is aktiv formaban van jelen. Ennek
az oka feltehetdleg a laktoz kot régid megvaltozasa, amelynek kovetkezményeként a
represszor nem képes megkdtni az indukator molekulat (9C édbra), igy annak jelenléte nem
tudja kivaltani az inaktivaciohoz sziikséges konformacié valtozast. Szintén fontos az 1 algél,
amely dominans negativként viselkedik, vagyis ha jelen is van egy vad tipust | allél a
rendszerben (lasd parcialis diploidok, alabb), az arrdl termel6dé Lacl molekulakat is
milkddésképtelenné teszi az Lacl* jelenléte. (Ennek oka a feltételezések szerint abban
kereshetd, hogy a Lacl tetramer forméjaban fejti ki hatasat (9A és B abrak), és egyetlen Lacl®
jelenléte a tetramer tobbi tagjaban inaktivalast okoz6 konformécioé valtozasokat indukal (9D

abra).)
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[Alternativ széveq: A Lacl szerkezete, mutacioi

[Képalairas: 9. abra A lac represszor (Lacl) szerkezete, miikodése és jellegzetes Lacl mutansok.
(A) A fehérje haromdimenzids szerkezetén jol megfigyelheté a tetramer jelleg. (B) Vad tipusu
fehérjékben a tetramer laktéz (vagy laktéz analdg) hianyaban aktiv, DNS kétd konfromaciét vesz fel.
Ha laktozt, vagy IPTG-t juttatunk a rendszerbe, az bekétédése révén a tetramer alegységeit inkativ
konformacidba kényszeriti. (C) Az I1° allél altal kodolt konstitutivan aktiv represszor forma indukator
jelenlétében sem lesz mikddésképtelen, feltehetéen azért, mert az indukator nem tud a mutans
fehérjéhez kétddni. (D) A dominans negativ Lacl® monomer jelenlétében a vad tipusti monomerek is

inaktiv konfromaciot vesznek fel, az induktor jelenlététdl fliggetlenil. (Az EMBL-EBI képe alapjan.) ]

A gyakorlaton négy eltéré E. coli toérzs fenotipusat vizsgaljuk meg kiilonboz6 indikator,
differenciald taptalajokra szélesztve. A felhasznalt torzsek egy deléciot hordoznak a
kromoszémajukon, a lac régidban, de egy olyan konjugacios F’ plazmidot tartalmaz, amelyen
megtalalhatdak a lac gének. A vad tipusu kontroll térzs mellett hasznalt kisérleti torzsek mas-
mas lac mutacioval rendelkeznek. A torzseket X-Gal, X-Gal/IPTG, MacConkey, Tetrazolium
¢s Tergitol-7 taptalajokra fogjuk széleszteni, amelyek kozos jellemzdje, hogy az operon

miikodése esetében valamilyen szinreakcioval jelzik az aktiv B-galaktozidaz gén jelenlétét.

Indikator taptalajok:

MacConkey: A MacConkey agar olyan taptalaj, amelyben epesavak gatoljak a

nem enterobaktériumok szaporodasat (szelektiv) és az intenziven laktozt fermentdld torzs -



savasitva a kornyezetét - piros szinii lesz, a jelen 1évd fenolvords pH indikator miatt. A teszt

mas cukrok esetében is felhasznalhato.

Tergitol 7

[Alternativ szbveg: Indikator taptalajok|

[Képalairas: 10. abra A gyakorlaton hasznalt lemez-tipusok. Részletes magyarazat a szvegben. A

bal oldalon mindig egy vad tipusu térzs lathatd, jobbra pedig egy B-galaktozidaz deficiens. ]

Tetrazolium: A tetrazolium lemez olyan gazdag taptalaj, amely trifenil-tetrazolim-kloridot
¢s a megfeleld cukrot is tartalmazza. A tetrazoliumot oldhatatlan formazdnna (oldhatatlan,
piros pigmentté) redukaljak a baktériumok. Az extra cukrot (pl. lakt6z) intenziven fermentalni
¢s ezaltal savasitani képes kolonidknal azonban a formazan csapadék-képzddés, igy a

szinképzddés is elmarad.

Tergitol 7: Osszetételében hasonlit a tetrazolium lemezhez, de bromtimolkéket is tartalmaz. A
cukrot fermentald E. coli telepek sargak, kozépen narancssarga maggal. A nem fermentald

telepek pirosak, a taptalaj kortilottiik kékké valik.



X-Gal: Az X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) indikator festék a
beta-galaktoziddz aktivitast jelzi. Nagyon érzékeny, a laktéz hasznositdsra még nem képes
(nincs novekedés laktéz minimal taptalajon) torzsek is halvanykék telepeket formalhatnak.
Altaldban az IPTG-vel kombinalva hasznaljuk — utobbi elénye, hogy bar potens induktor, a

B-galaktoziddz nem mondja, igy koncentracidja a taptalajban kvazi konstansnak vehetd.

Torzsek

Minden toérzs kromoszédmadjan delécid taldlhatd a lac régidban, az F' utdn az F episzdman taldlhaté

géneket tintettik fel.
genotipus Fontos tulajdonsag
CSH100 ara A (gpt-lac)5 FlacproA’B* I"PZ"

(I1%PL8 mutaciot tartalmaz a lac régidban)

CSH101 ara A (gpt-lac)5 F'lacproA’B* I'P*Z

(mutaciok I, Z)

CSH140 ara A (gpt-lac)5 FlacproA’B* I'P*Z"
(mutacio IN)
CSH141 ara A (gpt-lac)5 F'lacproA’B* I"P*Z"

A kisérleti rendszeriink valaszt fog adni arra, hogy melyik torzs(ek) képes(ek) az aktiv
laktozfermentaciora. (Az X-Gal/IPTG rendszer esetében az eredményeket az aldbbi dbra foglalja

Ossze.)



A gyakorlat menete

A gyakorlat sordn vizsgalt térzseket ,,mester”-lemezeken bocsatjuk a csoport rendelkezésére. Ezekrél
kell atoltani 6ket az indikator taptalajokat tartlamzd Petri csészékbe. Az atoltashoz a Petri csészék
fellletét négy részre osztjuk, majd a torzseket steril fogpiszkalokkal 6nalld telepekké szélesztjiik a
taptalaj egy-egy negyedében. A lemezeket 37°C-on inkubadljuk egy éjszakan at, majd 4°C-on téroljuk.
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[Alternativ széveg: lac mutansok X-Gal/lPTG lemezen]

[Képalairas: 11. abra A lac mutans torzsek fenotipusa X-Gal/IPTG tartalmu kdzegben. (A) A vad
tipustinak tekinthetd I"P*Z" (CSH141) térzs IPTG jelenlétében (balra) B-galaktozidazt szintetizal, ami
az X-Gal szinreakcioét okozo lebomlasat katalizalja, ezért a telepek kék szinlGek. IPTG hianyaban
(jobbra) a represszor meggatolja a B-galaktozidaz atirasat, igy a szinreakcid elmarad, a telepek
fehérek lesznek. (B) A represszor mutacidja esetében (I"'P*Z" - CSH140), az enzim az indukator
jelenlététdl fuggetlenul termelédk, igy mindig kék telepeket kapunk. (C) A B-galaktozidaz mutacidja
episztatikus a szupresszor mutacidjara (I'P'Z), az X-Gal bomldsanak hianyaban mindig fehér
telepeket kapunk. (D) A prométer mutacidja esetében (I'P'Z%) a polimeraz elvileg nem tud kétni az

enzim promoteréhez még a represszor szupresszalt allapotaban sem, igy azt varjuk hogy az IPTG



jelenlététdl fliggetlendl fehér telepeket kapjunk. A valésagban a prométermutacio nem egy tokéletes
null-allélt hoz Iétre, a polimeraz alacsony affinitassal, de tud kotni, igy minimalis mennyiségl enzim

létrejon. Ennek megfeleléen a telepek indukator hianyaban halvanykékek.]

= Feladatmegolas

Bar a bakterialis sejtek eredend6en haploid organizmusok, az F episzoma segitségével stabil parcidlis
diploid egyedek hozhatdk létre: olyan sejtek, amelyekben a kromoszéman taldlhaté /ac operon
mellett egy mdsodik operon taldlhatd az F’ plazmidon. Ebben a rendszerben lehet6ség nyilik arra,
hogy kiilonb6z6 lac mutansok komplementacids analizisét elvégezziik (nagyon hasonlé logika alapjan,

mint amit az el6z06, fagokrdl sz616 alfejezetben lattunk).

A parcidlis diploidokban konnyen kimutathatd, hogy a diffiziéra képes lac represszor transz
helyzetben hat, vagyis péladul a kormoszédmdn termel6dé Lacl az episzéman levé operon miikodését

is képes gatolni (12A és B abrak).

A korédbbiakban nem esett sz6 az egyik jellegzetes szabalyoz6é mutaciordl, az ugynevezett
konstitutiv operator (O°) allélrél. Ennek érdekessége, hogy nem kdzvetleniil a represszorban
talalhatd, annak miikodését mégis alapvetden befolyasolja. Az O allélt hordozé mutansok
IPTG hidnyaban is jelentds mennyiségli enzimet termelnek, mert a represszor nem tud
hozzakotni az operatorhoz (vagyis nem képes sztérikus gatlas révén az RNS polimeraz
kotdédését sem akadalyozni). Ezt a tipusii mutaciot, amikor a genetikai valtozas a DNS-en a
kozelben talalhatdé operon miikodését befolyasolja, cisz-dominancianak nevezziik (12D

abra).
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[Alternativ széveg: lac mutaciok komplementacios analizise)

[Képalairas: 12. abra Kiilonb6zé lac mutaciok komplementaciés analizise X-Gal/lPTG
lemezeken. (A) A lac represszor transz helyzetben hat: ha az egyik lac operon mikddékeépes | allélt
hordoz és mikddésképtelen Z-t, a masik pedig pont forditva, a rendszer végs6 soron a vad fenotipust
mutatja (komplementacié figyelhetd meg): a mikoddképes represszor mindkét operon operator
régidjahoz képes koétni, vagyis mind a mikodd, mind a nem mikodo lacZ allél atirodasat befolyasolja.
(B) Az indukatorra (IPTG) érzéketlen, konstitutivan aktiv 1° allél jelenlétében a B-galakotzidaz
termelése folyamatosan gatolt, igy mindig fehér telepeket kapunk. (C) Ha csak az egyik operon
hordozza a dominans negativ represszort kodold I* allét, az elég ahhoz, hogy a represszort
folyamatosan mikdodésképtelen allapotban tartsa, indukator hozzaadasa nélkul is. Dominans negativ
monomerek beéplléskor a tetramer, figgetlenil hany vad tipusud, nem-mutans monomert tartalmaz,
inaktiv konformaciot vesz fel. Ennek eredményeként a B-galaktozidaz termelés folyamatos, a telepek
mindig kékek lesznek. (D) Az el6bbihez hasonld fenotipust figyelhetiink meg a konstitutiv operator

(O°) allél jelenlétében: mivel az aktiv represszorok sem tudnak ilyenkor az operatorhoz kétni, IPTG



hianyaban is bekovetkezik a lacZ atirasa, vagyis jelen lesz az X-Gal hasitasahoz sziikséges -

galaktozidaz. ]

= Példafeladatok

1. Hatdrozza meg, hogy a kovetkezd tdblazatban feltlintetett kilonb6z6 genotipusu baktérium
torzsek képesek-e B-galaktoziddz, illetve permedz termelésére, indukaldszer jelenlétében illetve

hidnydban!

Torzsek genotipusa | indukdaldszer nélkdl indukalészer jelenlétében

B-galaktozidaz | permead:z B-galaktozidaz permeaz

NeWA'N

"o'zy*

I"0'Z'Y

ro'z'y"

1*0*z*y*

I"o°z'y*

*0“zY*

I"0°z'Y

2. Hatdrozza meg a kovetkez6 parcidlis diploidok esetében, hogy temelnek-e B-galaktozidazt és
permeazt! Képesek lennének-e ezek a torzsek laktézon, mint egyedili energia/szén forrason

novekedni?



Torzsek genotipusa indukaldszer nélkdil indukdldszer jelenlétében

B-galaktozidaz permedz | B-galaktozidaz permeaz

I'0*Z'Y*/ I'0'ZY

r0*Z'Y'/ I'0'ZY

I'0*Z'Y*/ I10'ZY

r0*Z'Y'/ I'0'ZY

1P0*Z'Y*/ ro*z*'y*

"0ZY'/ I'0*Z'Y

1P0*Z'Y*/ I'0°Z'Y*

3. Hatdrozza meg a lac operon atirdsanak aktivitasat (magas/alacsony/nincs), a represszor illetve a

katabolikus aktivator fehérje helyzetét az aldbbi tablazatban meghatarozott koriilmények esetében!

laktéz | glikdz | operon aktivitas represszor CAP

(magas/alacsony/nincs) | (k6tott/szabad) | (k6tott/szabad)

nincs nincs

van nincs

nincs van

van van







o 4. Kvorum érzékelés

A hawaii kurtafarku tintahal (Euprymna scolopes) a hasi oldalan egy kiilonleges, specilizalt an. "fény-
szervet" hordoz, amivel biolumineszcens fényt allit el§. Ez a fényforrds a garancidja annak, hogy az
allat hatékonyan tudjon a mélyben éI6 ragadozdi ellen védekezni. Mivel a kibocsdjtott fény
intenzitasat a tintahal a hatdra érkez6 fény intenzitdsanak fliggvényében képes vdltoztatni, a , fény-

szerv” kompenzdlja a tintahal arnyékat, kvazi lathatatlanna téve 6t az alsébb vizrétegekben levé

él6lények szamara (13. abra).

lesz(ir6d6 fény

ventralis\biolumineszcencia

fény intenzitas

idé

[Alternativ széveq: Kurtafarku tintahal biolumineszcenciajal

[Képalairas: 13. abra: (A) A hawaii kurtafarku tintahal hasi oldalan levé specidlis szervében olyan
baktériumokat hordoz, amelyek biolumineszcenciat képesek létrehozni. (B) A tintahal képes a
biolumineszcencia erésségét a raes6 fényhez igazitani, aminek azért van lehetésége, mert igy ,nem

vet arnyékot® az alatta él6 ragadozok felé.]

A rendszer érdekessége, hogy a biolumineszcens fényforrast nem a tintahal sajat sejtjei, hanem a

fény-szervben él6 szimbionta Gram-negativ baktériumfaj, a Vibrio fischeri egyedei biztositjak.

Ezek szdma, vagyis egyeds(rlsége, azonban nem konstans, hanem ciklikusan valtozik a nap
folyaman: éjjel, amikor fényt kell Iétrehozni sokan vannak, nappal azonban, amikor a tintahal a
homokba huzddik, kevesen. (A véltozas annak kdszonhetd, hogy a hajnal kozeledtével egy specialis
nyilason keresztiil a tintahal a tengerbe pumpadlja a fény-szerv bakteridlis kozosségének kdzel 95%-at.
A maradék ugyanis épp elég ahhoz, hogy a nap leforgasa alatt elszaporodva Ujratéltse a lakdhelyéil

szolgdlé kamrat.)

Mindez azért |ényeges, mert a V. fischeri biolumineszcencidjat a bakteridlis kommunikacid
klasszikus példaja teszi lehetévé. Ugyanis ezek a baktériumok nem folyamatosan hozzdk létre a

biolumineszcenciat, hanem csak akkor, ha elérnek egy kritikus témeget.
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Ezt a fajta kommunikaciot, amikor a k6zosség az egyedsiirliségét igyekszik felmérni,

kvérum érzékelésnek (quorum-sensing) nevezziik.

A folyamatnak, molekularis komponenseit tekintve tobb kiloénb6z6 verzidja létezik
kilonb6z6 baktérium fajokban, de lényegében mindegyik ugyanazon logika alapjan m(ikodik: a
baktériumok egy, szekretdlt szignal-molekulat, valamint annak a receptordt is termelik. Ha a
receptorok telitettsége elér egy kiszobértéket (ami egyben azt jelenti, hogy a kdzegben rengeteg
szigndl-molekula, illetve azt el6allitd baktérium van), beindul a target-gének, példaul a

biolumineszcenciat kialakitdk atirasa.

A V. fischeri esete annyiban kilonleges, hogy a szigndl, melyet a Luxl fehérje hoz létre egy
olyan acildlt homoserin lakton (AHL) molekula, amely diffuzidval is képes keresztiljutni a
sejtmembranon, igy nincs szikség sem szekrécids appardtusraa sejtbél kijuttatdsdhoz, sem
membran-kotott receptorra az érzékeléséhez. Receptora citoplazmatikus és ha megkoti az AHL-t

akkor transzkripcios faktorként génaktivaciot indukal (14A abra).

A B

AHL @ @

N
hisztidin kinaz receptor
transzponer

@

@
T
¥ QLUXR prekurzor pepnd
S
[T

target gének

Pl

2 i J

[Alternativ széveq: Bakterialis kvorum érzékelés]

[Képalairas: 14. abra: Bakterialis kvorum érzékel6 rendszerek. (A) A V. fischeri kvérumérzékeld
rendszere membranon atdiffundalédo ligandot (AHL) tartalmaz. Ezt a Luxl fehérje hozz alétre és a
LuxR intracellularis receptor kéti meg. A LuxR aktivalédasa utan bekpacsolja a biolumineszcencia
gének atirédasat. (B) A Gram-pozitiv baktériumok kvérumérzékeld rendszere aktiv transzportert és
receptort tartalmaz a ligand kérnyezetbe juttatasara, illetve megkotésére. A ligand prekurzor formaban
jon létre és csak a sejtkdzi térbe vald kijutas utan veszi fel az aktiv konformaciojat. A receptor egy
hisztidin kinaz, amely ligand megkodtés utan képes a sejtben levd regulator fehérjéket foszforilacid
révén aktivalni. Az aktivalt regulatorok bekapcsoljdk a kvérumérzékelés valaszgénjeinek

transzkripcidjat.]



Az utdbbi évtized sordn egyre nyilvdnvaldbba valt, hogy a kvérum-érzékelés nem a V. fischeri
kilonlegessége. Szamos egyéb baktérium mdkodtet analdg rendszereket. Példdul egy
masik Vibrio faj, a V. cholerae is logikailag hasonlé (bar elemeiben kiilonb6z8) rendszert hasznal, hogy
a kolera-fert6zés sordn el6bb kolonizdlja a szervezetet, majd, ha a populdcié egy kritikus

sr s

egyedslir(iséget elért a bélrendszerben, eltdvozzon onnan, Uj gazdat keresve (15. dbra).

A V. cholerae kvorum érzékel6 rendszere, egy hisztidin-kinaz receptor alapu ligandum
megkot6 rendszert alkalmaz. Ennek megfelelGen a ligandum maga sem képes atjutni a membranon,
semelyik irdnyba, igy a kulvildgba torténé transzportjahoz is kiilonleges fehérjékre van sziiksége. A
receptor aktivadlasa utan egy citoplazmatikus receptor fehérje foszforilaciéjat katalizdlja, amely a
célgénekhez kotve aktivdlja azok atiréddsat. Ez a rendszer molekuldris komponenseit tekintve is

sokban hasonlit a Gram-pozitiv baktériumok kvérum érzékel$ apparatusara (3.2B. dbra).
vékonybél kolonizacioja

A A

virulencia gének kifejezése

osztodas

gyomorba keriilve

a kvorum érzékelés TR

bekapcsolja a biofilm \ / A V{br/o.cholerae
lebontasahoz -_ életciklusa
sziikséges géneket st

a kritikus tomeg elérésekor
a kvorum érzékelés bekapcsolja
a protedzokat, amelyek a bélham

a baktérium szajon pusztulasat és igy hasmenést okoznak

4t a szervezetbe jut

/@M‘%\q,

biofilm képzés a szabadban

[Alternativ széveg: Vibrio cholerae életciklusal

[Képalairas: 15. abra: A kolera korokozéjanak az életciklusa. A V. cholerae életciklusa soran két
alkalommal jut kitlintetett szerep a kvérumérzékelésnek. El6szor a kilsé forrasbol gyomorba bejutod
korokozok koril levé biofilm lebontasat segiti el6. Az igy felszabadul6 baktériumok képesek virulencia
génjeik kifejezésére és kolonizaljak a vékonybelet. Miutan elérik a kritikus egyedszamot, a kvéroum
érzékelés hatasara olyan proteazok atirodasa kezdédik el, amelyek a kérnyezetbe jutva elpusztitjak a
bélham sejtjeit, igy fajdalmas véres hasmenést okoznak, ami egyuttal a kérnyezetbe juttatja vissza a

korokozot.]



A gyakorlat soran a Vibrio fajokkal rokon Photobacterium fajt hasznalunk, amely hasonldan a

V. harveyi-hez a kvorum érzékelés hatdsara fény bocsat ki. (A természetben a kardindlishalak

fényszervében taldlhatd.)

Egy higitasi sor segitségével megfigyelhetitek, miként kapcsol be a biolumineszcencia, amikor

a populdcio slirtisége meghalad egy kritikus értéket.

Taptalaj:

- LB+ 2.5% NacCl



o 8. Szelekcios nyomas genom-minimalizalasra

Az eukaridta és prokaridta sejtek kozt természetesen szamos fontos eltérés létezik, de az
egyik lényeges kiilonbség, a felhaszndlasra allo energia mennyisége. Hiszen az eukariéta sejtekben
jelen levé mitokondriumok révén a bioenergetikai membranok (azon membran fellletek, ahol pl.
proton gradiensek kémiai energiava alakulnak at) fajlagos feliilete hatalmas, igy az egyes sejtfunkciok
végrehajtdsar alényegesen tobb energia jut, mint a prokaridtakban. Sokak szerint ennek az
energetikai aszimmetridnak koszénhetd, hogy az eukariota sejtek sokkal nagyobb genommal

rendelkeznek, amelyben akdr tébbségben is lehetnek a nem-kddolé szekvenciak.

Ezt a fajta ,energetikai luxust” a baktériumok nem engedhetik meg, ami az egyik
magyarazata lehet annak, hogy a baktérium genomok sokkal kisebbek és kevesebb méretbeli
ingadozast mutatnak, mint eukariéta tarsaik. Altalanositva az is elmondhatd, hogy minél stabilabb
koérnyezetben él egy baktérium, anndl kisebb genomja lesz, hiszen annal kevesebb génre van
szliksége a tuléléshez. Ennek megfelel6en a parazita fajok genomja Iényegesen kisebb, mint példaul a

szabadban é16, talajlako fajoké és az obligat endoszimbionta fajok genomja tovabbi redukciét mutat.

A B

B. bronchioseptica

Szabadon él6K

Obliga:tk B. parapertussis
parazita

Obligat

P — B. pertussis
szimbiontak P

0 5 10 0 5 10 15 20

Genom méret (Mb) Pszeudogének aranya (%6)

[Alternativ széveg: Eletmdd és genom redukcid]

[Képalairas: 16. abra: A stabil éléhely a folosleges gének elvesztését és genom redukciot okoz.
(A) Minél stabilabb egy baktérium el6helye, annal kisebb az atlagos genommeérete. (B) Kilénb6z6
Bortadella fajok genomjat vizsgalva észrevehet8, hogy a nagyon fajspecifikus patogének, mint a B.
pertussis nagyobb szamu pszeudogénnel rendelkeznek, mint a tdbb faj megfertézésére képes

rokonaik. A kiszamithatobb kérnyezet a foloslegessé valo gének elsatnyulasat okozza.]

Ha elfogadjuk, hogy az emlitett bioenergetikai korlatozds egy fontos szelekcids tényezé a

mikrobialis fajok élete soran, akkor az is logikusan kovetkezik, hogy a nem hasznalt gének



inaktivacidja és delécidja révén bekovetkezd genom-redukcid egyfajta szelekcids elényt biztosit,
hiszen az emlitett folosleges gének transzlacidjan illetve transzkripciéjan megsporolt energia masra
fordithaté. (Fontos hangsulyozni, hogy a kis bakteridlis genom méretre Iéteznek mas elméletek is.
Példaul a ,genetikai sodrédds” szerepét kiemel6 szerint, a természetes szelekcid elsésorban a
hasznos genetikai informacié meg6rzéséért felelbs, a folosleges gének delécidjanak fixacidja pedig

véletlenszerl esemény, aminek a kis populacié méret miatt azonban nagy valdszin(isége van.)

A gyakorlat sordn egy fehérje kddold gén inaktivacidjat, illetve az ebbdl szarmazé szelekcids
elényt fogjuk tanulmanyozni. Ehhez egy olyan ampicillin rezisztencia gént is hordozé plazmidot

(pUC19-GFP) hasznalunk, ami egy erds prométerrel ellatott zold fluoreszcens fehérje-gént hordoz.

Mivel a bakteridlis sejt szdmara a GFP jelenléte (ellentétben az ampicillin rezisztencia
kialakulasaval) nem biztosit szelekcids elényt, de sokba keriil a szintézise, a fent vazolt logika alapjan

azt varjuk, hogy a gfp gén nonsense mutdcidi viszonylag nagy gyakorisaggal rogziilnek.

Az ampicillint tartalmazé lemezre (ami garantdlja, hogy a pUC19 plazmid jelen legyen a
sejtekben) kikent transzformdlt baktériumok csak igen kis szazalékdaban lehet fluoreszcenciat

detektdlni, ami igazolja, hogy a gfp gén inkativacidja el6nyds a populacidé szamara.



A mikrobialis genetika - II. fejezet

Dr. Horvath Péter egyetemi tanarsegéd

ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék

A mikrobialis genetika gy(ijt6 fogalom, bizonyos szempontbdl ide tartozik minden olyan aga a
genetika tudomanydanak, ami egysejt(i eukariétakkal (pl. gombak, algak), prokariétakkal és virusokkal
foglalkozik. Eppen ezért nem beszélhetiink egységes mikrobidlis genetikardl, hiszen ezeknek a

szervezeteknek a felépitése, mikodése jelentésen eltér egymastol.

A gyakorlat soran a bakterialis rendszerekre, illetve a hozzajuk erdsen kapcsolddd bakteriofdgokra és
plazmidokra koncentralunk. A baktériumok, mint modellszervezetek szamos el6nnyel birnak (gyorsan
szaporodnak, egyszerlien manipulalhatdak, de a segitségiikkel levont kovetkeztetések sok esetben a
magasabb rend(i él6lényekre is igazak), ezért viszonylag régota hasznaljak 6ket genetikai vizsgalatok

céljara.

A baktériumok tehat genetikai szempontbdl az aldbbi tulajdonsagokkal birnak:

e Haploid (1n) jellegli genom. Azaz még ha tobb kdpia is van a genomi DNS-bél, azok
egymasnak masolatai, nem pedig két szil6t6l szarmazd, eltéré genomok.

e Ennek ellenére léteznek allélikus kilonbségek, azaz ugyanannak a génnek, lokusznak tdbb
kilonb6z6 véltozata is létezhet. A haploiditds miatt tobbnyire ezek nem jelennek meg
egyszerre egy baktérium sejten beliil, habar létezik példa arra, amikor a genom egy szakasza
tobb példanyban van jelen a sejten beliil (parcialis diploidia).

e A haploidia miatt kénnyebb funkcidvesztéses (loss of function) allélokat azonositani, mint
eukariétakban, mivel azokat nem fedik el a vad tipusu allélok.

e Aszexudlis szaporodasuak, ezért a hagyomdnyos keresztezés esetiikben nem értelmezheté.

e Nincs sejtmag, igy a transzkripcio és a transzlacié térben nem kilondl el.

e Szaporodasuk igen gyors, 1 baktériumbdl 1 nap alatt 10° utddsejt is keletkezhet.



A markerek

A marker egy olyan genetikai elem, aminek jelenléte vagy hianya valamilyen |athato fenotipust okoz,
igy lehet6vé teszi, hogy a markert hordozo szervezetet megkilonboztessiik a nem hordozétdl. A fent
felsorolt okokbdl a mikrobialis rendszerek kiléndsen alkalmasak arra, hogy markerekkel jel6lhetéek

legyenek, és nagyon sokféle marker all rendelkezésiinkre baktériumok esetében.

A marker barmilyen genetikai elem lehet, ami 3altal megkilonboztethetévé valik két szervezet.
Példaul ha egy génnek két allélje van, melyek kozil az egyik kék festék termelését idézi elS, a masik
nem, és a két allél kdzt csupan egy pontmutacid a kiilonbség, akkor valéjdban ez a pontmutacio is
tekinthet6 markernek, hiszen latjuk a jelenlétét/hianyat. llyen mutacié nem csak fehérjekddold régiot
érinthet. A jegyzet sordan markergénekrdl fog sz esni, azaz olyan markerekrél, melyeknél egy egész

gén jelenléte vagy hianya okozza a kiilonbséget.

A markereket tehat alapvet6en arra hasznaljuk, hogy megkilonboztessiink élGlényeket egymastol.
Példaul el6fordulhat, hogy két az E. coli baktérium két torzse kozt Osszesen annyi kilonbség van,
hogy az egyikbdl hidnyzik a lacZ gén. Ha valahogy ezt a kilénbséget lathatéva tudjuk tenni, akkor a
lacZ egy markergén, melynek segitségével el tudjuk kiloniteni a két torzset. Ha nem tudjuk lathatéva
tenni, akkor nem tekintjik markernek. (Az, hogy valami markergén-e, egy kicsit mesterséges
megkozelités. Ha egy nem-marker génrdl felfedezik, hogy valamilyen szinreakcidért felelGs egy
bizonyos anyag jelenlétében, akkor attdl fogva azt a gént markergénnek fogjak tekinteni. Ugyanarrél
a génrdl beszélink, az egyetlen ami valtozott, az a tudasunk az adott génrél, vagyis hogy képesek

vagyunk-e lathatdva tenni.)

Szelektalhatésag: fontos kritérium

A markereknek alapvetéen két nagy csoportja van: a szelektdlhatd és a nem szelektalhaté marker.
Szelektalhaté markerrél akkor beszéliink, ha a marker hianya egy adott kornyezetben lehetetlenné
teszi az adott élSlény, esetlinkben baktérium névekedését, és ezaltal csak azok a sejtek élnek tul,

amelyek rendelkeznek az adott markergénnel. llyen szelektdlé kornyezet lehet példaul egy



antibiotikum jelenléte vagy egy adott aminosav hidnya a tdptalajban, ezekben az esetekben a
szelektiv marker gén az adott antibiotikum rezisztenciagénje, vagy az adott, hidnyz6 aminosav
termelését lehet6vé tevd gén. Természetesen a szelektalhatd marker csak a megfelel6 kérnyezetben
szamit el6nynek, egyébként a folosleges tobblet DNS inkdbb hatranyt jelent, igy a baktérium kénnyen
elvesztheti azt, ha nem szelektiv (azaz példaul antibiotikum-mentes) tapkozegbe helyezzik. A
gyakorlaton hasznalt szelektdlhaté markerek az ampicillin, a zeocin és a kanamicin nev(

antibiotikumok rezisztencia génjei.

Nem szelektdlhaté markerrél akkor beszéliink, ha valamilyen lathaté kilénbség van a markert
tartalmazo és nem tartalmazd baktériumok kozott, de ez nincs hatassal a baktérium novekedésére.
Ez altaldban valamilyen szinreakciét jelent. A mindennapi genetikai munka sordn leggyakrabban
haszndlatos és a legismertebb nem szelektalhaté marker a lacZ gén, ami a természetben a laktdz
felhasznaldsaért felel6s enzim. A laktdz egyik analdgja, amit az enzim képes bontani, az X-Gal, azaz
teljes nevén 5-bromo-4-kloro-3-indolil-3-D-galaktopiranozid, mely az enzim hianydban szintelen,
jelenlétében azonban egy kék bomlasterméket eredményez. Azaz lényegében a laktéz bontdsanak
képességét kovetjik nyomon egy masik, 1athatd reakcid altal. A gyakorlaton hasznalni fogunk X-Gal-t,
és X-Gluc-ot (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D- gliikuronsav), ami hasonléan mdkddik, de egy madsik
enzim, a GUS jelenléte esetén keletkezik kék termék. Szintén nem szelektalhaté marker a GFP (green

fluorescent protein), ami UV fénnyel megvildgitva zélden fluoreszkalo telepeket eredményez.

Az egyes szénhidratok bontdsdnak képessége mds mddon is mérhet6. A MacConkey agar — amit
szintén haszndlni fogunk — egy olyan indikatort (neutrdlvords) tartalmaz, ami savas kornyezetben
vOrosebb lesz. A taptalajba kevert szénhidratot (példaul laktdzt) csak azok a baktériumok tudjak
hasznositani, amelyek ezt a képességet a plazmiddal felvették, igy ezen baktériumok a szénhidrat
bontds soran termelt savak miatt kivorosédnek, mig a tobbi baktérium udvara kifehéredik, illetve

maga a telep is vildagosabb lesz.

Lehetséges-e, hogy egy marker szelektdlhatd és nem szelektdlhatd is legyen? Természetesen
elképzelhetd, a kérnyezettdl fligg. Példaul ha egy tdptalaj nem csak laktdzt tartalmaz tapanyagként,
akkor a laktéz felhaszndlasanak képessége csak egy lehet6ség, de a tobbi baktérium is képes megélni
a lemezen — igy mikédik a MacConkey agar. Ha azonban kizdrélag laktézt tartalmaz a taptalaj, akkor

ez a képesség maris szelektalhatéva Iép eld.



Markerek tobb médon juthatnak a baktériumba. El6fordulhat, hogy spontan mutaciéval kialakul az
adott marker, példaul szamos antibiotikum-rezisztenciamarkert irtak le, ami igy alakult ki. Ezen kivdl
a baktériumok nagymértékben képesek a sejten kiviilrél, ugynevezett horizontdlis géntranszferrel
génekhez jutni, mely folyamatokrol késébb lesz szd. A horizontalis géntranszfer soran a gének (koztik
markergének) képesek a kornyezetbdl vagy mas kilsé forrasbdl a baktériumsejtbe jutni. Arrdl, hogy
egy baktérium rendelkezik-e eleve egy markerrel, az adott baktériummal valé6 munka el6tt meg kell

gy6z8dni.

Néhany ismert modellrendszer

A tudomany szamos mikrobidlis szervezetet haszndl modellszervezetként. llyenek példaul az
Escherichia coli, az Agrobacterium tumefaciens, a Rhizobium meliloti baktériumok, valamint ezek

fagjai.

Baktérium modellek és genomjuk

Az Escherichia coli baktérium minden sejtje tartalmaz egy cirkuldris DNS-t, ami korilbelll 4-5 millié
bazisparbdl (Mbp) 4ll, és amelyet altaldban a baktérium kromoszémajdnak neveznek. A bakteridlis

kromoszéma csak nevében egyezik az eukaridta kromoszédmaval, szerkezete, kondenzaltsaga eltéré.

A kromoszdma mérete fligg attdl, hogy az E. coli melyik térzsér6l van szd: a K-12 egy nem patogén
torzs, 4,6 Mbp méretl kromoszdmadval rendelkezik, rajta 4377 gént azonositottak. Az 0157:H7 nevd
patogén torzs kromoszédmdja 5,4 Mbp, rajta 5416 génnel. A kromoszéman kivil az E. coli
tartalmazhat plazmidokat (ld. késGbb) is, bar a vad tipusként nyilvantartott K-12 MG1655 nevd
referenciatérzsben nincsenek plazmidok. A kromoszéma és a plazmidok egyittesen jelentik a
baktériumsejt genomjat, habdr a kromoszomat dnmagaban is szoktdk néha (és kicsit pontatlanul)

genomi DNS-nek nevezni.



Az E coliban a sejten belili exonukledzok a linedris DNS-eket lebontjak, igy a genom minden eleme
cirkularis (1 abra). Az E. coli legismertebb, és a klasszikus genetikdban a legnagyobb jelentGségi

plazmidja az F plazmid, melyrél bévebben a géntranszferrdl sz6lé részben lesz szé.

[Képalairas: 1. Abra Escherichia coli sejtek faziskontraszt mikroszképiaval késziilt képe.]

Az Agrobacterium tumefaciens két kromoszémaval rendelkezik, ezek kozll az egyik cirkuldris, a masik
linearis (2,8 és 2,0 Mbp). Ezen kivil minden A. tumefaciens sejtben taldlhaté két allandé plazmid,
melyeket réviden ,pAt” és ,pTi” néven neveznek. Ez a két allandd plazmid altaldnos szerkezetében
hasonld, de konkrét szekvenciajaban eltérhet, igy a pontos plazmid elnevezése mindig tartalmazza az

adott torzs nevét is. Példdul a C58 torzsben a pAt és a pTi teljes neve pAtC58 és pTiC58.

Ez a két plazmid minden sejtben jelen van, és a baktérium szamadra fontos gének vannak rajtuk,
amelyek nélkil ugyan fenntarthatd mesterségesen, de eredeti kornyezetében nem él meg. Mivel
altaldban a kromoszoma és a plazmid megkillonboztet6 definicidjdba beleértik azt is, hogy a
kromoszéma az a genetikai elem, amin a baktérium életben maradasahoz esszencialis gének vannak,

ezért ezt a két plazmidot sokszor nevezik kromoszémanak is.

Az A. tumefaciens Ti-plazmidjanak neve a tumor indukdlé (tumor inducing) tulajdonsaghbdl ered, amit

a baktérium ezen plazmidja segitségével idéz el6 (2. dbra). Az A. tumefaciens novényi él6skodé



szervezet. A Ti plazmid segitségével géneket juttat a novény kromoszomajara (lényegében
természetes Uton transzgénikus névényt hoz létre), ezek a gének a baktérium taplalasat segitik el6 a
novényi sejtben, de jelenlétilk egyidejlileg a ndvény tumoros elvaltozdsdhoz vezet. A Ti plazmid a
molekuldris névénygenetikanak fontos eszk6ze, mert a mesterségesen létrehozott Ti plazmid alapu

vektorokkal transzgénikus novényeket lehet elGallitani.

[Képalairas: 2. Abra Agrobacterium okozta tumor. http://www.sito.regione.campania.it]
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[Képalairas: 3. Abra A Ti plazmid szerkezete.]

A Ti plazmid (3. abra) fontos eleme a T-régidnak nevezett szakasz, melyen egy auxin és egy citokinin

termelésért felelGs gén (ezek serkentik a novényi sejtek novekedését, azaz tumort indukalnak),



valamint egy opin termelésért felel6s gén van jelen. Az opinok (tdbbnyire oktopin vagy nopalin)

aminosav szarmazékok, melyek tapanyagul szolgalnak a baktérium szamara.

A T-régiot két hatarold szekvencia (border) veszi koriil, aminek lIényeges szerepe van abban, hogy a T-
régié a novény kromoszémadjara tudjon inszertdlodni. A Ti-plazmid-alapu mesterséges rendszerekben
a T-régid génjeit cserélik ki azokra a célgénekre, melyeket a novénybe, mint transzgén akarnak

juttatni.

Plazmidok

A plazmidok extrakromoszomalis, cirkularis kett6sszald DNS darabok, melyek autondm replikalédasra
képesek, és tobbnyire valamilyen, a gazda szamara el6ny06s genetikai informacidt (azaz szelektalhaté
markert) hordoznak (leggyakrabban antibiotikum rezisztenciat). A gazdasejt lehet baktérium vagy

eukaridta szervezet is, de a tovabbiakban a gazda alatt bakterialis sejtet fogok érteni.

A definicidban az extrakromoszémalis azt jelenti, hogy nem része a kromoszémanak, azaz egy
,kilonallé” DNS darab. Az autondm (azaz fliggetlen) replikacié azt jelenti, hogy a plazmidokrél nem
csak akkor késziil mdsolat a sejtben, amikor a sejt osztédni készil, azaz a replikadcié id6épontja
flggetlen a sejt kromoszémalis DNS-ének replikacidjatol. Ebbdl viszont az kévetkezik, hogy a plazmid
két osztddas kozt is lemasolddik id6nként, vagyis egyszerre egynél tobb kdpia is jelen lehet a sejtben,
ellentétben a kromoszémaval, amibdl csak kdzvetleniil az osztddas el6tt van két darab a sejtben. A
kdpiaszdm néhanytdl akar tobb szazig is terjedhet, ez a plazmid replikaciés apparatusanak tipusatol

flgg.

A plazmid nélkilozhetetlen része a replikacids origd (ori), a plazmid azon régidja, ahol a replikacidért
felel@s fehérjék felismerik, és elinditjdk a masolasat. A replikdciés origd tipusa meghatdrozza a
plazmid lehetséges gazdakorét is, azaz azt, hogy milyen baktérium fajokban képes a plazmid

fennmaradni (4. abra).



Egy sejten belll tobb kiilonb6z6 fajta plazmid is el6fordulhat. Bizonyos fajta plazmidok azonban nem
képesek egylittesen fennmaradni ugyanazon sejten belil. Azt, hogy két plazmid ,megfér-e” egyiitt a
sejten belil, a replikacids origdjuk hatdrozza meg. A plazmidok origéit inkompatibilitdsi csoportokba
osztjuk. Két eltér6é plazmid kozil, ha azonos csoportba tartozik az origdjuk, akkor csak az egyiket
lehet fenntartani a sejtben. Tobb kiilonb6z6 féle plazmid egy sejten belil vald fenntartdsahoz ezen

kiviil az is sziikséges, hogy a rajtuk kédolt szelektdlhatéd markerek eltéréek legyenek.

A plazmid vektorok

A plazmid vektorokban a vektor elnevezés arra utal, hogy a kiilonb6z6 mikrobidlis genetikai eljarasok

soran ezek a plazmid DNS-ek genetikai anyag célba juttatdsara vagy felszaporitdsara haszndlatosak.

Eppen ezért azon kivill, hogy a plazmid voltuk miatt minden igaz rajuk, ami a plazmidokra is igaz,
rendelkeznitk kell néhany olyan tulajdonsaggal, ami a funkcionalitdsukat elGsegiti. A plazmid
vektorok mindig tartalmaznak szelektdlhatd markert, ami baktérium vektorok esetében a legtobbszor
valamilyen antibiotikum rezisztencia gén. Ugyancsak altaldnos jellemz6jik a klénozdhely
(multicloning site, MCS) jelenléte, ami egyedi restrikcids enzim hasitéhelyeket tartalmaz. K&zos
jellemzGjik tovabbd, hogy a lehet6 legkisebb méretliek, hogy minél nagyobb DNS-darab célba
juttatdsdra legyenek alkalmasak (minél nagyobb a teljes plazmid, altaldaban annal nehezebb dolgozni
vele). A plazmid vektorok egyik altipusa a klénozd vektor, aminek egyetlen célja, hogy a
kldonozéhelyre épitett DNS darabot fenntartsa, sokszorozza a baktérium segitségével. A masik fontos
altipus az expresszids vektor, ezek olyan plazmidok, amik a beléjiik épitett DNS-rél — amennyiben az
kddold szekvencidt hordoz — atirjak a fehérjét, itt a cél a baktérium altal termelt fehérje kinyerése
valamilyen kisérletes célra. Eppen ezért az expresszés vektorokban az expresszid elinditasaért,
mikodéséért, szabalyozasaért felel6s szekvencidk (promoter, riboszoma koté hely, termindtor) is

talalhatdak.
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[Képalairas: 4. Abra Egy elterjedt kiénozé vektor: a pBluescriptll KS+.]

A\ fag — a fagok egyik legismertebb modellszervezete

A \ fdg — az E. coli bakteriofagja — a genetikai kapcsold tankdnyvi modellje. A fag az ugynevezett
mérsékelt fagok kozé tartozik, mivel kétféle életciklusra képes: a litikus életciklus soran, melyet
minden ismert fag képes végrehajtani, a virus 6nmaga nagymérték( sokszorozasara készteti a
gazdaszervezetet, majd felszakitva annak membranjat, a sok Ujonnan keletkezett fag részecske
kiszabadul, és Ujabb sejteket fert6z meg. A lizogén életciklus sordan a fag DNS-e helyspecifikus
rekombinacidval beépil a baktérium genomba, és a baktériummal egyiitt szaporodik, vagyis
ahanyszor a baktérium lemasolja a genomjat, mindig lemasolja a kromoszdman taldlhatd profagot is
(a gazda genomjaba beépilt fag genomot profagnak nevezziik). A profdg immunitast ad a
baktériumnak az azonos fajhoz tartozd fagok ellen, azaz példdul a A profagot tartalmazd

baktériumokat a A fag nem képes megfertSzni.

A profag bizonyos, a baktérium genomjat kdrositd hatdsokra képes aktivalédni, ekkor genomja
kivagddik a baktérium genomjabdl, és megindul a fagrészecskék képzése, azaz visszatér a litikus
ciklus. A A fag esetében a baktérium fert6zés soran a két utvonal kozti vélasztas egyrészt fligg a sejt
allapotdatdl, masrészt pedig az alapjan dél el, hogy mennyi a fagok és a baktériumok egymashoz
viszonyitott aranya: minél nagyobb a fagok aranya, annal valdszin(bb a lizogén utvonal (5. abra). Az is

el6fordulhat, hogy a baktérium genomjabdl elvész a fag, ezt gydgyuldsnak (curing) nevezziik.
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[Képalairas: 5. Abra A lambda fag szaporodasi ciklusa.]

Egy fagoldat toménységét titernek nevezziik, ami azt jelenti, hogy 1 ml oldatban hany fert6z6képes
fag van jelen (azaz egy egységes baktérium pazsiton hdny plakk jon létre, mivel minden plakk
egyetlen fag fert6zésének eredménye). Hasonlé mdédon definidljuk a baktériumok koncentraciéjat,
amit a CFU/ml (CFU: colony forming unit) jellemez, ami azt mondja meg, hogy 1 ml baktérium
tenyészet hany koldniat képes létrehozni egy lemezen, tekintve, hogy egy adott koldnia egyetlen
baktériumsejt leszarmazottja. Mindketté mennyiséget higitasi sor segitségével, és a kapott plakkok

vagy kolénidk megszamolasaval lehet meghatarozni.

A fagrészecskék és a baktériumsejtek aranyat angol szakszéval multiplicity of infction (MOI) értéknek

nevezzik. (Ez egy arany, tehat egy mértékegység nélkili szam.) Példaul az 1 MOI azt jelenti, hogy



minden baktériumra egy fag jut. A 0,2 MOI azt jelenti, hogy atlagosan 0,2 fag jut egy baktériumra,
mas szdéval minden 6todik sejtre jut egy fag (azaz 6todannyi fag vesz részt a fertGzésben, mint

baktérium). Az 1 fol6tti MOI azt jelenti, hogy tobb fag van a rendszerben, mint baktériumsejt.

Mivel az ilyen fert6zésnél sosem egyenletes a fagok eloszlasa, még 1-nél nagyobb MOI esetén is
mindig lesz olyan baktérium, amit nem fert6z6tt meg fag, és mindig lesz olyan baktériumsejt, amit az
atlagnal joval tobb fag fert6z meg egyidejlileg. A Poisson-eloszlds alapjan kiszdmolhatd azon sejtek

valészinlisége (P(,)), melyek m MOI esetén n darab faggal vannak megfert6zve:

by < B

n!
Vagyis példaul 2 MOI esetében a meg nem fert6zo6tt (n = 0) sejtek a teljes populacid 13,5%-at teszik
ki (P=0,135). Minderre szikség lehet akkor, ha példaul olyan kisérletet akarunk tervezni, aminél
fontos, hogy a meg nem fert6z6tt sejtek szama minimalis legyen, vagy éppen ellenkezbleg, a
tobbszorosen fert6z6tt sejtek szamat szeretnénk egy adott limit érték alatt tartani, példaul azt

szeretnénk, hogy a sejtek maximum 1%-a legyen tébbszoérésen fert6zve. llyen médon a megfeleld

MOI beallithato.

(Tipp a tanuldshoz: Jelen sorok szerzdje szerint a litikus és a lizogén elnevezések elkilonitése,
memorizdldsa gyakorta okoz gondot. Valéjaban mindketté a ,lizis” sz6bdl ered, és a fag azon
tulajdonsagara utal, hogy képes lizdlni a sejteket, azaz a sejtek kilyukadéssal jard pusztuldsat
el6idézni. A lizogén utvonalndl az az elnevezés logikaja, hogy ,lizisre képes” baktérium jon létre
(3ltaldban a —génvégz6dés valami képességre, lehetGségre, létrehozd képességre utal, mint példaul
az ,onkogén”, azaz rakkeltd, rak ,létrehozd” anyag). A litikus fag tehat mindenképpen elvégzi a lizist,
a lizogén azonban egy olyan baktériumot hoz létre, amiben kés6bb lejatszédhat a lizis, azaz megvan

benne a lizis képessége. Ami tulajdonképpen nem mds, mint a profag.)

Géntranszfer



A géntranszfer azt jelenti, hogy egy él6lénybdl gének jutnak egy masik élGlénybe. Ez a
legaltaldnosabb esetben a sziil6b6l az utdéd felé torténik, ez a vertikdlis géntranszfer. Amikor tehat
egy baktérium osztddik, akkor az Ujonnan keletkezett sejtbe is jut az anyasejt minden génjébdl, azaz

beszélhetiink vertikalis géntranszferrdl.

Ezzel szemben létezik a géntranszfernek egy masik Utja, a horizontdlis géntranszfer. Ebben az esetben
az egyed olyan genetikai informdcidéhoz jut, amivel a sziil6 nem rendelkezett. Baktériumok korében
ez a jelenség mar 1959 d6ta ismert, am mdra mar tudjuk, hogy magasabb rendl eukariéta
szervezetek, akdr eml8sdk esetében is végbemehet horizontalis géntranszfer, bar ennek

mechanizmusa joval 6sszetettebb, mint a prokariotak esetében.

Fontos megemliteni, hogy a géntranszfer nem minden esetben jelent elényt az él6lényre nézve. Az
elény-hatrany kérdése sok esetben a kérnyezettdl is fligg, egy gén vagy génvaltozat lehet elény egy

adott kornyezetben, mig mas esetben karos.

A horizontalis géntranszfer tipusai baktériumokban

A baktériumok alapvetéen haromféle mddon juthatnak genetikai informacidhoz a kilvilagbdl:

transzformdcié altal, transzdukcié altal és konjugacio 4ltal.

A transzformacio: DNS a kornyezetbol

A transzformacid azt jelenti, hogy a baktérium a kornyezetébdl vesz fel DNS-t (példaul egy elpusztult
baktériumnak a koérnyezetbe jutott genetikai anyagat), és az azon levé gének a baktériumban
kifejez6dnek. Nem szamit transzformacidnak, ha a sejt a felvett DNS-en levS genetikai informaciot
nem hasznositja, hanem a DNS-t, mint tapanyagot hasznalja fel. Transzformdciéval a
leghatékonyabban plazmidok tudnak terjedni, mivel ezek 6nallé replikaciéra képesek. Az 6nalléan
replikdlédni nem képes (pl. linedris, vagy ori nélkili cirkularis) DNS-ek rekombinaciéval valhatnak a

baktérium genomjanak részévé.



A transzformaciéhoz elengedhetetlenil sziikséges az, hogy a baktérium sejt un. kompetens
allapotban legyen. A kompetencia azt jelenti, hogy az adott sejt képes DNS-t felvenni a
koérnyezetébdl, de nem jelenti azt, hogy a felvett DNS-t a baktérium hasznalni is képes, azaz a
kompetencia nem feltétlenil vezet transzformaciéhoz. A baktérium fajok természetes kompetencijja
eltérhet abban, hogy milyen feltételek kozt vesznek fel DNS-t (csak bizonyos kérnyezeti tényezék
esetén, csak bizonyos névekedési fazisban); és abban, hogy milyen DNS-t képesek felvenni (pl. az
adott DNS cirkuldris vagy linearis legyen, egyszalu vagy dupla szalu legyen, hordozzon-e specifikus

szekvencia elemeket vagy sem).

A transzformdlds a mikrobidlis genetikai kutatas sordn napi rendszerességgel végzett eljards. Az
Escherichia coli esetében a két legelterjedtebb transzformaldsi mdédszer a hésokk transzformalas és

az elektroporacio.

A hésokk transzformalas és elektroporalas

A hésokk transzformalashoz Un. kémiai kompetens sejteket hasznalunk, melyek egy Ca*'- és Mg**-
ionos kezelés és hUités sordn valtak kompetenssé. A transzformdacids eljaras lényege az, hogy a
kompetens sejtekhez adott DNS-t egy rovid hésokk (42 °C-ra tortén6 melegités) hatasara felveszik a
sejtek, majd a rajta levé genetikai informaciot hasznositani kezdik. Ezzel az eljardssal plazmid DNS-t

lehet a sejtekbe transzformalni.

Az elektrporaciés transzformalds (elektroporalas) soran elektrokompetens sejteket haszndlunk,
melyeket ugy allitunk el6, hogy a baktériumokat tartalmazo oldatot (LB médium) ionmentes oldatra
cseréljik, ami desztillalt vizbdl és valamilyen nemionos krioprotektiv anyagbal, példaul glicerinbdl all.
A nemionos jellegre azért van sziikség, mert az eljards soran a DNS-t és a baktériumokat tartalmazo
szuszpenziot egy tobb ezer voltos elektromos kistlésnek tesszik ki, ami pérusokat nyit a baktérium
faldn a DNS szadmadara. Ha az oldatban elektromosan vezeté komponensek (ionok) vannak, akkor
rovidzarlat keletkezik, a transzformalas pedig sikertelen marad. (A krioprotektiv pedig azt jelenti,
hogy a sejteket megvédi a fagy okozta karosodastdl, igy fagyasztva, -70°C-on tarolhatdak.) Az
elektropordciés eljards soran cirkularis és linearis DNS-t is be tudunk juttatni a sejtekbe, azaz
plazmidokon kivil példdul PCR termék (linearis DNS) is transzformalhatd, bar linedris formaban

sokaig nem képes fennmaradni a sejtben.



A transzformaciéd soran a baktériumok kompetencidjanak mértéke nagyon fontos tényezd. A
kompetencia két tényez6tél fligg: a sejtek slrliségétdl, és a rajtuk végrehajtott kezeléstél. Példaul ha
1000 sejtiink van, de 1%-uk vesz fel DNS-t a kisérlet soran, az ugyanolyan, mintha 100 sejtiink lenne,
de 10%-uk lenne kompetens. A transzformacios hatékonysagot az adja meg, hogy 1 ug plazmid DNS-

sel végzett transzformacié mennyi, a plazmidot hordozé telepet eredményez (CFU/pug).

A transzdukcio: DNS fagoktol

A transzdukciod a horizontalis géntranszfer azon tipusa, amikor egy, a baktériumot fert6z6 fag az egyik
baktériumbdl szarmazd genetikai anyagot juttat egy masik baktériumba. Két tipusat ismerjik, a

specialis és az altaldnos transzdukciot.

A specidlis vagy specializalt transzdukcid megértéséhez sziikség van a fentebb targyalt fag
életciklusok ismeretére (6. abra). Bizonyos mérsékelt fagok a gazda genomjdnak egy adott pontjara
rekombinalddnak, igy a profaggal szomszédos gének mindig ugyanazok. A specidlis transzdukcid
esetében a fag aktivalédasakor (azaz mikor a profag ismét litikus ciklusba megy at) a fag DNS olykor
hibasan vagddik ki a baktérium genombdl, és a baktérium genomjdnak egy részét ,,magaval viszi”,
azaz a fag sajat genomjanak egyik szélén egy kis darab bakterialis eredet(i DNS is elhelyezkedik — igy
csomagolédik be a fagfejbe, és igy fert6zi meg a kovetkez6 baktériumot. Az E. coli - A fag rendszer
esetében a rekombindcié helye (attB) a galaktdz hasznositasért felel6s gal operon és a biotin
szintézisért felelGs bio operon kozé esik, igy a transzdukald fag ezek egyikének egy részletét viheti

magaval.



Lizogén baktérium Aktivalédd profag, B génnel egyiitt vagddik ki. A kiszabadulo fagok tartalmazzak ezt a gént

Karosodas

Az Ujabb fert6zés soran a transzdukcid akkor
detektalhatd, ha a célbaktérium ,B" génre
nézve nullmutans, vagy recessziv allélt hordoz.
Egyébként két kopia egyforma ,B" génje lesz.

“Q

[Képalairas: 6. Abra A specialis transzdukcié.]

Az altaldnos transzdukcio a litikus fazis sordn johet létre, ennek nem feltétele, hogy a fag kordbban
profagként jelen legyen a baktérium genomjdban, tehat nem csak a mérsékelt fagok képesek ra (7.
abra). A fagtestek Osszeszerel6désével egyidejlileg, a gazdasejt pusztuldsdnak részeként a baktérium
genomja feldarabolédik, és a fagfejekbe bizonyos gyakorisaggal a fag DNS helyett a baktérium
hasonlé méret(i feldarabolddott DNS darabkai keriilnek, teljesen véletlenszerlen. Az igy létrejott fag
képes egy masik baktériumba injektalni ezt a DNS-darabot, azaz ilyen médon a fag kozvetitésével

|étrejon a géntranszfer a két baktérium kozt.



A fagtest képes a DNS darabot injektalni, de

fagképzodés eértelemszerlien nem torténik. A

DNS darab rekombinacioval beépilhet a

fogadd baktériumba, és ha az korabban nem
A baktérium kromoszomaja A fagtestek egy részébe a méretben rendelkezett az adott génekkel,
feldarabolédik a fag litikus megfeleld bakterialis DNS pakolodik. transzdukcio detektalhato lesz.
ciklusa soran.

[Képalairas: 7. Abra Az altalanos transzdukcié.]

A konjugacio: DNS mas baktériumsejtektol

A konjugdcié a baktériumok ivaros folyamatanak is tekinthetd jelenség, melynek soran két baktérium
kozt kozvetlen kapcsolat (Un. pilus) Iétesiil, melyen at genetikai anyag jut az egyik (donor) sejtbél a
masik (recipiens) sejtbe. Ehhez két feltétel sziikséges, az egyik, hogy a két sejt képes legyen
kapcsolatot teremteni, és hogy a donorban legyen mobilizdlhaté DNS. Azokat a plazmidokat, amiken
az Osszes szlikséges gén megvan, ami szikséges a kapcsolat |étrejottéhez, konjugativ plazmidoknak
nevezzik. Azokat a plazmidokat, melyek képesek lehetnek atjutni az egyik sejtbél a masikba,
mobilizdlhaté plazmidoknak nevezziik. E két tulajdonsag lehet egyazon plazmidon (ekkor dnatvivé,
self-transmissive) plazmidnak nevezziik, de lehet két eltér6 plazmidon is, ekkor az egyik plazmidon
taldlhato gének kellenek a pilus kialakitasahoz, de a masik plazmid jut at a piluson. (Emlékeztet6:

milyen feltételek kellenek ahhoz, hogy két kiilonb6z6 plazmid fennmaradjon egy sejten belll?)

Az E. coliban leirt legismertebb 6natvivé plazmid az F-faktor vagy F-plazmid (8. dbra). Ez 6nmagaban
egy 100000 bp méretli plazmid, amin tehat minden szlikséges gén megvan a pilus |étrehozdsahoz és
Onmaga atjutatdsdhoz a donorbdl a recipiensbe. Ezen kivil az F-plazmidon olyan szekvenciak is
szerepelnek, melyek segitségével képes integradlédni a gazdabaktérium genomjdba (inszercids
szekvencia, roviden 1S), valamint onnan kivagédni is képes, és Ujra létrejon az F-plazmid forma. A

kivagddas soran idénként a vele szomszédos DNS darab is kivagodik vele egyitt (hasonléan a

akkor a



specidlis transzdukcié esetében latottakhoz), ilyenkor az F-plazmid kiegésziil egy kromoszédmalis
eredet(i szekvencidval. Azt a baktériumtorzset, aminek genomjan beépiilve megtaldlhaté az F-
plazmid, Hfr torzsnek nevezziik, mig azt az F-plazmidot, ami egy masik baktérium (hibasan

kivagddott) génjeit hordozza, egy felsé vesszbvel jeldljiik, azaz F’ (F-prime) plazmidnak nevezzik.

A Hfr torzsek képesek az egész genomjukat konjugdacidval atvinni a recipiens baktériumba. (A Hfr
elnevezés az angol high-frekvency recombination kifejezés roviditése.) A konjugacio kulonbo6zé
id6pontban vald ledllitdsa és az atjutott gének vizsgdlata segitségével tudtak a klasszikus genetika

maddszereivel meghatarozni az E. coli géntérképét, ezt nevezziik perctérképnek is.

1S3
70
wa 1S3
AV
F
100 kbp

oriV

[Képalairas: 8. Abra Az F plazmid.]



A gyakorlat célja

A gyakorlaton minden hallgaté egy plazmid keveréket transzformal h6ésokk eljarassal E. coli DH5a

sejtekbe. A keverékben az alabbi plazmidok vannak:

Plazmid neve szelektalhaté marker nem szelektalhaté marker
pLG338 Kanamicin rezisztencia (Km®) -
pLGlacZ Kanamicin rezisztencia (Km®) lacz

Ampicillin és Zeocin
PEM7/zeo . . -
rezisztencia (Amp”, Zeo")

Ampicillin és Zeocin
pEM7gus R R gus
rezisztencia (Amp", Zeo")

Ampicillin rezisztencia

PEGFP afp
(Amp")

A transzformansokat mindenki az aldbbi lemezek egyikére keni ki (a lemezek dsszetétele a fejezet

végén megtaldlhatd):

e LB+ Ampicillin
e LB+ Zeocin + Ampicillin + X-Gluc
e LB+ Kanamicin + X-Gal

e MacConkey + Kanamicin + Laktéz.

Ezeken a lemezeken a kévetkezd gyakorlati alkalommal szelektalhatd és nem szelektdlhato

markereket kell felismerni.



Demokisérletként egy elektroporalast is bemutatunk, amit a gyakorlat vezet6je ugyanezzel a plazmid

keverékkel végez. Szintén demokisérletként Iétrehozunk egy litikus és egy lizogén fagtenyészetet.

1)

A transzformalasi gyakorlat menete

A gyakorlatvezet6 a csoport [étszamanak megfelel6 kompetens sejtet oszt ki. Fontos, hogy a
sejtek kozvetlenil a gyakorlat kezdete el6tt keriljenek ki a -70 °C-os hiit6bél. A sejtek 10
percig allnak jégen, ezutan lehet elkezdeni a DNS-t hozzaadni.
Ezalatt az id6 alatt sziikség esetén meg lehet ismerkedni a hasznalt eszkdzokkel, valamint
mindenki megjeloli a sajat csovét, ugy, hogy kozben ne vegye ki a jégrél.
Minden asztalon két pipetta van, egy ,nagy” és egy ,kicsi”. A ,nagy” 40 és 200 pl kozti
mennyiséget tud kimérni (ez ra is van irva), és a gyakorlaton csak 200 pl kimérésére fogjuk
hasznalni, amit a gyakorlatvezet6 mar bedllitott (ha valaki szerint a pipettdja nem jél van
bedllitva, akkor szdljon, de kérjlk, ne allitsa el). Erre a pipettara a sarga szin( pipettahegy valé.
A ,kicsi” pipetta lehet 1-10 pl-es, amire a kicsi fehér hegy vald, vagy 2-20 pl-es, amire a ,,nagy”
pipettaval megegyez6 sarga hegy valé. Mind a kett6t 2 pl mennyiség kimérésére fogjuk
haszndlni, amit szintén el6re beadllitunk. Aldbb a képen lathatd, hogy a hegyben hogyan néz ki

a 2 pl mennyiség (9. abra).

[Képalairas: 9. Abra Pipetta hegybe felszivott oldat.]

A sajat csoviinket jégen tartva ellatjuk a monogrammunkal:



[Képalairas: 10. Abra Jégen torténd inkubacié.]

2) A 10 perc leteltével a ,kicsi” pipetta segitségével mindenki hozzaad 2 pl-t a DNS keverékbdl.
Ha a DNS a pipettahegyben tobbnek latszik, mint ami a fenti képen a 2 pl, akkor tegylik vissza
a cs6be és ellendrizziik, hogy a jo pipettat vettiik-e fel. Fontos:

— gyorsan dolgozzunk,

—ne az aljan fogjuk meg az Eppendorf csévet, mert ezzel id6 elStt felmelegitenénk a sejteket,

ami a kompetencia elvesztéséhez vezet.

— a sejteket egészen az utolsé pillanatig jégen kell tartani (vagyis akkor kivenni, amikor a DNS-
t mar felvettlk a pipettdval), és a DNS hozzdadasa és egy gyors keverés utan azonnal vissza is

kell rakni jégre (10 dbra). Az elhasznalt hegyeket az asztalon levé gytijtSkbe helyezzik el.



[Képalairas: 11. Abra Az Eppendorf cs6 megfelels és hibas tartasa.]

3)

4)

5)

6)

Amikor mindenki végzett, 30 percig jégen allnak a sejtek. (Nem probléma, hogy egyes csévek
hosszabban allnak jégen, az utolsé DNS beméréstdl kell kezdeni a fél dra mérését.) Ez alatt az

id6 alatt a DNS molekulak a sejtek felszinéhez tapadnak.

2 percre 42 °C-os termosztiatba helyezziik a sejteket. A torlddas elkerilése érdekében 5
masodperces eltoldssal kovetkeznek egymds utan a hallgatok. FONTOS: Addig nem szabad

kivenni a sejteket a jégrdl, amig nem fértiink oda a késziilékhez (11 4bra).

A 2 perc leteltével a csoveket ismét jégre kell helyezni. (Ugyanugy 5 masodperces eltoldssal
lehet kivenni a sejteket, abban a sorrendben, ahogy a termosztatba keriiltek.) Amikor az
utolsot kivették, 4 percig alinak a sejtek jégen. Ez id6 alatt meg lehet gyujtani a Bunsen-égék

Grlangjat.

A 4 perc leteltével az el6készitett kémcsSbdsl 200 ul LB tdpoldatot adunk a sejtekhez. A
mi(ivelet el6tt és utan a kémcsé szajat leégetjlik. A tiszta munka érdekében a tapoldatot ugy
vessziik ki a kémcs6bdl, hogy a kémcsovet addig dontjik, mig a folyadék elér a pipettahegyig,

és nem a pipettat dugjuk le a kémcsé aljara.



[Képalairas: 12. Abra A kémcsd helyes és hibas tartasa.]

7) A mintdkat 40 percre az elSkészitett 37 °C —os termosztatba helyezziik.

8) Minden hallgaté kap egy lemezt a csoport szdmara elGkészitett lemezek kozil, erre kell
széleszteni. A lemezekre rairjuk a neviinket, és a csoport szamat. (Tanacs: célszer( a lemeznek
arra a felére irni, amiben a tdptalaj van, mert egy esetleges felborulds vagy egyéb baleset
sordn a lemezek fedele — a rajtuk levé felirattal egyltt — Osszekeveredhet.) A lemezeket
kés6bb is a taptalajjal felfelé taroljuk, hogy a képz6d6 para ne a baktériumokra csapddjon le,

hanem a Petri-csésze fedelébe (12 abra).

[Képalairas: 12. Abra A Petri csésze feliratozasa.]

A szélesztés Ugy torténik, hogy az alkoholban all6 széleszt6 palcardl leégetjlik az alkoholt, ezzel
sterilizaljuk, majd a lemez felszinére letessziik, hogy leh(ljon. Ezutdn a transzformalt

baktériumbdl 200 pl-t a lemezre cséppentiink, és a pdlca segitségével korkordés mozdulatokkal

elkenjuk.



9) Alemezeket 37 °C-on novesztjik masnapig, és a kbvetkezd gyakorlatig hlit6ben tartjuk.

10) A kovetkezd héten elemezziik a lemezen latottakat.

[Képalairas: 13. Abra A MacConkey + Kanamicin + Laktéz agaron a kanamicin tartalom miatt a
pLG338 és a pLGLacZ nevii vektorokat tartalmazé baktériumok. A lemezen jél elkiiloniilnek a laktoz
hasznositdsara képes (pLGLacZ tartalmu) baktérium telepek, melyek vorosebbek a tébbi

baktériumnal.]
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[Képaldiras: 14. Abra Az LB + Kanamicin + XGal lemezen az el6z6h6z hasonléan a pLG338 és a
pLGLacZ vektorokkal transzformalt baktériumok. Itt a laktdz hasznositasara képes (plLGlacZ
tartalmu) baktérium telepek azok, melyek az X-Gal bontasa soran kék festéket termelnek. Ez a lemez
ugyanazt a kiilonbségtételt Ez a lemez ugyanazt a kilonbségtételt teszi lehetévé, mint a fenti

MacConkey lemez, de az elve teljesen mas.]

[Képalairas: 15. Abra Az LB + Ampicillin + Zeocin + X-Gluc agaron a zeocin és ampicillin rezisztenciat

ad6é pEM7/Zeo és pEM7gus vektorok hordozéi élnek tal. Itt a kék telepek a pEM7gus vektort jelzik.]




[Képaldiras: 16. Abra Az LB + Ampicillin taplemezen a pEM7/Zeo és pEM7gus valamint a pEGFP
vektort tartalmazé baktériumok nének. UV fénnyel torténé megvildgitassal jol latszik, hogy melyek
tartalmazzdk a pEGFP vektorrdl termel6d6 GFP fehérjét. A masik két vektor egymastdl ezen a

lemezen nem elkilonithet6.]

Demokisérlet: elektroporalas

Az elektroporalas (latinos formdaban irva: elektroporacid) olyan transzformacids eljaras, melynek
soran a DNS-t egy nagyfesziiltségli elektromos impulzus segitségével juttatjuk a sejtbe. A sejteket itt
is el kell késziteni, de ellentétben a kémiai kompetens sejt Ca** és Mg”" ionos kezelésével, az
elektropordlashoz teljesen ionmentes kozegre van sziikség, hogy az oldat ne vezesse az

elektromossagot. A hozzaadott DNS is ionmentes kdzegben kell, hogy legyen (17. 4bra).

A transzformdlashoz sziikség van még egy elektroporator késziilékre, és egy elektropordcids
kiivettara. A készilék a megfelel6 mértékd elektromos toltés elGallitasaért felel, a kiivetta falai pedig,

mivel fémbdl vannak, voltaképpen a két elektrédaként szolgalnak.

| | aramforras

| _— fedd

| __—— kivetta

_\ /— elektrod

érintkezdék

[ sémentes
sejtszuszpenzio

[Képalairas: 17. Abra Az elektroporator késziilék képe, valamint a kisérlet elvi felépitése.]



A kisérlet menete:

1) Jégben leh(itjiik az elektroporacids kivettat és beallitjuk a készlléket. Az altalunk hasznalt
késziilék gyari beallitdsokat tartalmaz kiilonb6z6 baktériumokhoz és kiilonb6z6 kiivettakhoz.
Az E. coli transzformaldsa 1 milliméteres résvastagsagu kiivettaban az EC1 nev(i programmal

torténik.

2) A baktériumokhoz hozzaadjuk a 2 ul DNS oldatot, megkeverjiik és gyorsan jégre helyezziik.

3) 5 perc varakozas utdn a sejteket atpipettazzuk a kiivettaba. Ugyelni kell arra, hogy a csepp a

klivetta aljan legyen, mindkét faldhoz hozzaérjen és buborék mentes legyen.

4) A kivettat behelyezziik a készilékbe, tUgyelve, hogy a fém lemezek a késziilék elektrédjaival

érintkezzenek, majd megnyomjuk a ,,PULSE” gombot.

5) A készilék rovid elektromos impulzusa utdn a sejtekhez azonnal 1 ml LB tapoldatot adunk,

majd egy eppendorf-csében kb 40-50 percig 37°C-on allni hagyjuk 6ket.

6) 200 pl-nyit kiszélesztiink bel6le, és mdsnapig 37°C-os inkubatorban névesztjik a sejteket.

Demdkisérlet: litikus és lizogén fagtenyészet létrehozasa

A kisérlet célja a lizogén és litikus fag daltal képzett tarfoltok kilonbségének bemutatdsa, azaz a
ytiszta” és ,zavaros” tarfoltok |étrehozasa. A kisérlet soran nem a kordbban bemutatott E. coli - A fag
rendszert hasznaljuk, hanem a Rhizobium meliloti baktériumot és annak fagjat, a 16-3 fagot. A 16-3
fagnak ismert egy olyan mutansa, melynek C represszora hGérzékeny, 37 °C f6lott nem m(ikodik, azaz
37°C folott a fag képtelen a lizogén utat fenntartani. 37 °C alatt annak megfelelGen vélaszt a két ut

kozil, ahogy a vad tipus is tenné: amig kevés fag jut egy baktériumra, addig a litikus Ut zajlik le, ha tul



nagy a fagok szama a baktériumokhoz képest, akkor a lizogén utat valasztja. A kisérlet soran nagy
fagtartalmu oldatot cseppentiink két taplemezen baktérium mezdére, majd az egyik lemezt 30 °C-on, a
masikat 37 °C-on inkubaljuk. Az utébbi lemezen a litikus Ut altal létrehozott tiszta tarfoltot
tapasztaljuk, azaz mivel minden baktérium elpusztul, at lehet latni a lemezen. Az alacsony
hémérsékleten novesztett lemezen is latszik a fag nyoma, mivel a fagok a baktériumok egy részét

elpusztitjdk, azonban itt névekedést tapasztalunk a fert6zott helyeken is.

A kisérlet menete:

1. Megolvasztott YTA fedd taptalajt (,top agart”) 50 °C-ra termosztalunk. A top agar

alacsonyabb agar tartalmanak kdszonhet6en alacsonyabb h6mérsékleten is folyékony.

2. S(rl Rhizobium kulturdbdl 30 pl-t 3 ml top agarba pipettdzunk, egy gyors mozdulattal
Osszerazzuk, és egy YTA taplemezre ontjik. Kérkoros (,,palacsintasiités-szer(i”) mozdulattal

egyenletes réteget képzlink. A lemezt résnyire nyitva lang mellé tessziik.

3. Miutdn megszilardult a top agar, 10° vagy magasabb titer(i fagot cseppentiink ra, melyet

tetszés szerint elkenhetlink nagyobb felszinen. Mindezt kétszer végrehajtjuk.

4. A létrehozott lemezek egyikét 30°C-on, a masikat 37°C-on inkubdljuk masnapig. A kapott

eredményeket értékeljuk.




[Képalairas: 18. Abra A bal oldali lemezen a tiszta tarfolt lathaté. AtesS fényben (fent) latszik, hogy
sokkal vildgosabb, mint a jobb oldali zavaros tarfolt. Fellilr6l megvildgitva latszik, hogy a kérnyékhez
képest egy réteggel alacsonyabb a folt, itt a fagok minden sejtet elpusztitottak. A zavaros tarfolt nem

jol latszik ilyen szogbdl.]

Kisérlet a gyakorlat mdasodik napjan: plazmid elvesztése szelekcié megsziintekor

A kisérlet célja, hogy demonstraljuk, hogy a szelekcids nyomads megsziinésével a plazmid is megszlnik
elényos lenni, ezért fokozatosan eltlinik a baktériumpopulaciébél. Ehhez tudni kell, hogy a
baktériumok egymas kozt versengenek, hiszen amelyik gyorsabban osztédik, annak az utédai
értelemszeriien tobbségben lesznek a populdcidban. (Es mi a versengés lényege, ha nem ez?) Az
osztodas egyik limitald tényezdje a genom lemasoldsa lehet, igy a baktériumok esetében gyakori a
genom minimalizalasa, akar kromoszomalis régidk delécidja, akar a szikségtelen plazmidok

elvesztése révén.

A plazmid kétféle mdédon ,tlnhet el” a populacidbdl. Az egyik, hogy a sziikségtelen plazmidot a
baktérium mint tdpanyagforrast hasznositja, azaz lebontja, felhasznalja, ennek soran a plazmid DNS
megszlnik létezni. A masik elméleti Ut a plazmid higuldsa. Tegylk fel, hogy az osztédds el6tt a
plazmidot a sejt nem madsolja le, de a mar meglevé példanyokat sem pusztitja el. Ekkor azok az
osztodas soran a két lednysejtbe keriilnek, korilbelil fele-fele aranyban. Tehat egy nagy kdpiaszamu

plazmid esetén (példaul sejtenként 400 kdpia), az osztddds utan csak 200-200 kopiat fog tartalmazni



a két utddsejt. Ekkor elméletileg a kilencedik osztddasra a sejtenkénti atlagos képiaszam 1 ald esik,
tehat biztosan megjelennek azok a baktériumok, melyek nem tartalmaznak egy képiat sem, de
valéjaban — mivel az eloszlas nem egyenletes —, mar akkor is megjelenhetnek az , Gres” sejtek, amikor
az atlag még 1 folott van. A plazmidok ebben az esetben nem bomlanak el, és csak az egyedi
baktériumsejt elpusztuldsakor kerlilnek ki a populacidbdl, azaz addig valdjaban csak az eredeti

plazmidmennyiség van szétosztva a sejtek kozt.

A valds kép azonban nem ez, mivel a plazmid replikacidjat a baktériumban semmi sem gatolja, tehat
mindig vannak olyan sejtek (s6t, valészin(ileg ezek vannak tobbségben), amik a plazmidot kisebb-
nagyobb mértékben replikdljak, bar ezzel szaporoddsi hatranyba keriilnek a replikaciét valahogyan
ledllitd vagy erésen lecsdkkentd sejtekhez képest. Osszességében tehat a plazmid fogyatkozésa ellen
és mellett egyarant hatnak tényez6k, melyek kézosen hatarozzdk meg a plazmid eloszlasat illetve a

plazmidmennyiség csokkenésének titemét a populacidban.

Ilyen mdédon a szelekcids nyomas aldl kikerilt plazmidok ugyan folyamatosan higulva, de igen sokaig
jelen lehetnek a populdcidban, és egy ismételt szelekcié hatdsara a hordozé egyedek megint el6nybe
kerllnek, elszaporodhatnak a tobbi sejt rovasara. Hasonld helyzetet fogunk modellezni a

kisérletinkben.

Egy kiilonos plazmid — a pKD46

A plazmidok replikacidjahoz olykor sziikség van olyan fehérjére is, amit maga a plazmid kddol, azaz a
plazmid felels a sajat replikacidjaért. A pKD46 egy olyan plazmid, aminek a replikdza (repA 101) egy
héérzékeny mutans, ami 30 °C-on jél mi(ikédik, am 37 °C-on mi(ikodésképtelen. (llyesfajta
plazmidokra olyan kutatasokhoz lehet sziikség, amikor csak atmenetileg van sziikség arra, hogy a
plazmid jelen legyen a baktériumokban, és ha elvégezte a feladatat, akkor szeretnénk eltlintetni.
Mint Iatni fogjuk, pusztdn a szelekcié elvonasaval ez nem tul hatékony folyamat.) A fentiek alapjan
tehat a pKD46 alkalmas arra, hogy a h6mérséklet emelésével teljesen meggatoljuk a replikacidjat,
ezdltal csak a higulds és a plazmid eltlinése felé iranyuld folyamatok lesznek jelen a populdciéban. A
pKD46 egyébként egy alacsony képiaszamu plazmid, ami szintén kénnyiti az elimindciéjat (kevesebb

példanytdl kell megszabadulni).
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[Képalairas: 19. Abra A pKD46 sematikus abraja.]

A pKD46 elimindcidja szelekcié megvondsaval és restriktiv hémérséklettel

A kisérlethez harom baktériumkulturat hasznalunk. Az egyik pKD46 plazmidot tartalmaz (19. dbra), és
a plazmid szelekciés markerének megfeleléen ampicillin tartalmid folyékony tdpoldatban volt
novesztve, 30 °C-on. A masodik ugyanezt a plazmidot tartalmazza, de egy nagy mértékd (100000-
szeres) higitds utan 16 oran at szelekcid nélkil novesztettiik 30°C-on. A harmadik pedig szintén
szelekciomentes oldatban nétt, de 37 °C-on. A 100000-szeres higitas elméletben azt jelenti, hogy
egyenletes megkett6z4dést feltételezve (ami persze nem igaz) log, 100000 = kb. 16 osztddason
mennek keresztll a sejtek, azaz varhatéan mar kimutathatdak lesznek olyan sejtek, amelyek
elveszitették a plazmidot. (Felmerilhet a kérdés, hogy miért nincs ampicillines kultira 37°C-on
novesztve. Egyszerlien azért, mert a plazmid replikacidja olyan erGsen gatolt, hogy a baktériumok
nem képesek Uj plazmidot Iétrehozni, azaz ha mindig el is felezik az addigi ,készletiiket”, akkor is
néhany osztédas utan mar csak olyan sejtek lesznek, amikben egyetlen plazmid van. Ezen a ponton

pedig mar nem keletkezhet Uj sejt, azaz nem tudjak teljesen benépesiteni a folyadékkulturat.) A



kisérlet soran baktériumsejteket fogunk megszamolni a plazmidot tartalmazé és nem tartalmazé

sejtek CFU/ml értékét fogjuk meghatarozni.

A CFU meghatarozas

A CFU, vagyis korrekten hasznalva CFU/ml a baktériumszuszpenzidban talalhaté baktériumok szamat
(colony forming unit) jellemz6 érték, azaz a baktériumok , koncentracidja”. Azt mutatja meg, hogy 1
ml oldatban hany é16, koldniaképzésre alkalmas baktériumsejt van. Ehhez a vizsgdlt mintabdl egy
ismert térfogatu cséppet (pl. 10 ul-t) LB lemezre cséppentlink, és ndvesztés utan megszamoljuk a
keletkezett telepeket. Ha példaul 15 telepet kapunk 10 ul mintabdl, akkor a vizsgalt minta 1 ml-ében
1500 baktérum volt, azaz 1500 CFU/ml a szuszpenzié toménysége. A gyakorlatban azonban sokkal
nagyobb értékekkel dolgozunk, 10%10° CFU/mI is lehetséges, azaz egy 10 ul-es csépp tobbmillid
telepet adna. Ezt nem lehet megszdmlalni, ezért higitasi sort kell késziteni, azaz a vizsgalt mintat
valahanyszorosan (a legtobbszor 10-szeresen) higitjuk, majd ezt is higitjuk és igy tovabb addig, mig az
utolsé csovekbe mar vdrhatéan nem keriil egyetlen sejt sem. A higitdsi sor minden tagjabdl
kicseppentiink egy ismert térfogatot az LB lemezre, és mdsnap valamelyik csopp helyén
megszamolhatd mennyiségl telepet kapunk. A telepeket leszamoljuk, és mivel tudjuk, hogy a higitasi
sor hanyadik tagja adott annyi telepet, ezért ki tudjuk szamolni az eredeti CFU/ml értéket. Fentebb
mar lattuk, hogy az els6 csépp mar eleve 100-szoros higitast jelent (15 telep = 15*100=1500 CFU/ml),

tehat a tényleges CFU/ml érték igy szamolhato:

CFU/ml = T*10%*V

ahol T a telepek szdma, x pedig a higitasi sorban az adott folt sorszama. Ha tehat az elsé folton volt
15 telep, akkor T = 15, x=1, azaz CFU/ml = 15*%10"*Y = 1500. Ha viszont 5 telepet kapunk a hatodik
csepp helyén, akkor az érték 5*10°*" = 50 000 000.

Ez az eljdras természetesen nem teljesen pontos, valdjdban inkdbb nagysagrendi becslést ad az
eredeti CFU/ml értékre, hiszen a higitdsoknal szdmos pontatlansag torténhet. Ugyanezen okbdl

érdemes egy mintabdl tobb parhuzamos mérést végezni.



A kisérlet menete

A kisérlet soran CFU/ml érték meghatarozasa a cél az eltérd lemezeken. Ehhez 10 tagu, 10-szeres
higitasi sort készitink mindharom folyadékkulturdbdl, majd a harom higitdsi sort ampicillines és
ampicillin mentes LB lemezre csoppentjik. Mindkét fajta lemezbdl kett6t készitiink (6sszesen tehat
négyet), kettét kozilik 30°C-on, a masik kett6t 37°C-on termosztaljuk. Végil masnap a telepek
megszamlalasaval megallapitjuk a két kultirdban a baktériumok szamat. A nem szelektald lemezen
meghatarozott CFU érték a teljes baktérium-mennyiséget méri, hiszen a plazmidot tartalmazé és
nem tartalmazo telepek is kinének rajtuk. A szelektiv lemezen csak a plazmidot tartalmazé sejtek
adnak telepet, vagyis az ampicillin rezisztens sejtek CFU/ml értékét mérjik. A 37°C-on ampicillines
lemezen nem varunk novekedést, de el6fordulhat a tomény baktériumok (tehat az elsé néhany
csepp) esetén az, hogy baktériumkenetet kapunk, itt ugyanis még elég plazmid van az egyes
sejtekben ahhoz, hogy néhany osztddas térténhessen (de a plazmid nem replikalddik, csak eloszlik a

sejtek kozt). Ebben az esetben egyedi telepek nem lesznek.

A kisérlethez fejenként 9 db Eppendorf-csovet, LB tapfolyadékot, valamint mindenki a haromféle

baktérium kultura egyikét fogja hasznalni (szintén Eppendorf-cs6ben kiosztva).

1) ElsG lépésként az Eppendorf-csévekbe 180 ul folyékony LB-t mériink szét. A cséveket 2-10-ig

szamozzuk, az 1-es cs6é maga a tomény baktériumkultira. Nem kell jégen dolgozni.

2) A tomény baktérium kultirabdl 20 ul-t az elsé Eppendorf-cs6be mériink. Elkeverjik, majd
egy uj pipettaheggyel a kbvetkezd oldatba mériink a mdr higitott oldatbdl és igy tovabb, a 10.

csGig (20 abra).



[Képalairas: 20. Abra Higitasi sor elkészitése.]

3) A higitasi sort hatulrdl (a leghigabbtdl kezdve) kicsoppentjik a két lemezre Ugy, hogy ne
folyjanak Ossze. Amig a higabbtdl a toményebb felé haladunk, nem kell pipettahegyet
cserélniink. (Ez azért van igy, mert a hegyen esetlegesen maradd higabb szennyezédés nem
zavarja a toményebb oldatot, de ha toményebb szennyez6dés marad a hegyen, az
megzavarja a higabbat. Példdul szemmel nem lathaté 0,1 ul tdményebb oldat annyi
baktériumot tartalmaz, mint 1 ul higabb a kovetkezd 1épésbdl, tehat 10% hibat csinal. Ha
véletlenll két |épéssel fentebbrél hozunk szennyezédést, az dridsi hibat jelenthet.) Egy

lemezen tbbb higitasi sor is elfér.

4) A lemezeket lang mellett félig nyitva szaradni hagyjuk, mig a cseppek oda nem szaradnak.

Ezutdn a a lemezek felét 37°C-on, a masik felét 30°C-on termosztaljuk masnapig.

Mit varunk?

A kisérletben azt szeretnénk kimutatni, hogy a plazmid kényszeritett eliminacidja és a pusztan a

szelekcid hidnyabdl adddé eliminacidja kozt milyen kilénbség van.

Varhatdan az ampicillinben 30°C-on novesztett sejtek az ampicillines lemezen és a nem szelektalo LB
lemezen (30 és 37°C-on) is ugyanannyi telepet adnak, tehdt az Gsszes sejt szdama megegyezik a

rezisztens sejtek szdmadval, mivel az 6sszes sejtben van plazmid.



A nem szelektiv kornyezetben novesztett sejtek egy része elveszti a plazmidot, emiatt ennek a
szuszpenzidnak a mérésekor talan eltérést fogunk tapasztalni a szeletiv és a nem szelektiv lemezeken
szamolhatd telepszdmok kozott, de csak ha a veszteség elég nagy. A nem szelektdld lemezen
varhatéan ugyanannyi sejt lesz, mint a masik esetben, hiszen a teljes baktériumszamot az LB
tapanyagtartalma és a novesztés koriilményei befolyasoljak — ez kb. 10° nagysagrendbe esik majd A
szelektiv lemezen és a nem szelektiv lemezen szdmolhaté telepek aranya fogja megmutatni, hogy

mennyi volt a plazmidot megtartd sejtek ardanya a teljes populdcidhoz képest.

A restriktiv h6mérsékleten novesztett sejteknél azt varjuk, hogy kb. 1000-szeres (vagy akar 10000-
szeres) kilonbség legyen a két lemez kozott, hiszen itt csak azokat a baktériumokat kapjuk vissza,
melyek az 1:50000-szeres higitdsban eredetileg levé plazmid mennyiséget tartalmaztdk. Alabb a

kisérlet altalunk kapott eredménye lathato:



[Képalairas: 30. Abra Baktérium tenyészetek szelektiv taptalajon. A fenti két képen a jobb oldali

lemez az LB, a bal oldali az ampicillines LB, a fels6 két lemez 30°C-on, az alsé kett6 37°C-on volt

novesztve.]

Az Osszes lemezen a fels6é harmadban az eredetileg ampicillines LB folyadékban, 30°C-on novesztett
sejtek lathatdak. A kdzéps6é harmad az LB folyadékban, 30°C-on novesztett sejteket mutatja. Az alsé

harmadban a 37°C-on LB folyadékban névesztett baktériumok lathatdak.



J6l 1atszik, hogy a jobb alsé lemezen a felsé és a k6zépss szekcidban harom tomor baktériumfolt van,
de nincsenek telepek. Ennek, ahogy fentebb emlitettiik, az az oka, hogy amig a baktériumcsepp elég
tomény, addig a jelen |évé plazmid mennyiség elég ahhoz, hogy a sejtek novekedjenek, és par
osztddas is elég egy latvanyos baktériumfolt kialakuldsahoz. Amikor a higitas elér egy kritikus szintet,
akkor a meglévé plazmidok mdar nem elegendéek a tuléléshez, igy itt hirtelen, &tmenet nélkil kapunk
0 telepet. Ugyanezen lemez alsé harmadaban még ilyen folt sincs, mert itt még a legtoményebb

sejtszuszpenzidban sincs elegendd plazmid ahhoz, hogy a folt kialakuljon.

Az alabbi tabldzat mutatja, hogy milyen CFU/ml értékeket kaptunk az egyes lemezeken:

LB, 30°C-os lemez | Amp, 30°C-os | LB, 37°C-o0s lemez | Amp, 37°C-o0s
lemez lemez

Eredetileg Amp, | 7. csepp, kb 30 | 7. csepp, kb 30 | 7. csepp, kb 30 | Nem bomlott
30°C folyadék telep: 3*10° telep: 3*10° telep: 3*10° telepekre.
Eredetileg LB, | 7. csepp, kb 15 | 7. csepp, kb 15| 7. csepp, kb 20 | Nem bomlott
30°C folyadék telep: 1,5%10° telep: 1,5%10° telep: 2*10° telepekre.
Eredetileg LB, | 7. csepp, kb 15| 4. csepp, kb 30 | 7. csepp, kb 25 | Nem nétt semmi.
37°C folyadék telep:1,5%10° telep: 3*10° telep: 2,5%10°

Tapasztalatok: az ampicillinben és az LB-ben, 30°C-on novesztett kulturak hasonléan viselkedtek:
ugyanakkora telepszamot kaptunk minden lemezen, kivéve a 37°C-on ndvesztett ampicillines
lemezen, amin nem kaptunk telepet. (A kenetszer(ien nétt részt nem vesszlk figyelembe a CFU/ml
szamitdsndl.) Ez azt jelenti, hogy még 1:50000 higitds esetén sem kapunk szamottevé plazmid

eliminaciot.

A kényszeritett elimindciénal (37°C-on, LB folyadékkulturaban névesztve) az LB-n (akar 30, akar 37°C-
on) kapott CFU/ml értékhez képest 3 nagysagrenddel kisebb értéket kapunk a melegen novesztett

ampicillines lemezen, azaz a teljes baktériumpopulacié 1/1000 részében taldlhaté meg a plazmid.




A kisérlet jol szemlélteti, hogy bar a plazmidok a megfelel6 antibiotikumos koérnyezeten kivdl kis
mértékd hatranyt jelenthetnek a gazdasejtre nézve, de pusztan a szelekcids nyomas elvétele (azaz az
antibiotikum hianya) nem elegendé ahhoz, hogy a populdciéban gyorsan csokkenni kezdjen a plazmid

mennyisége.

Kapcsolddd szamitasok:

1. A gyakorlathoz 10° titerli fagra van sziikség. A hitSben taldlunk egy csényi fagot. 1 ml
folyadékban felhigitjuk ennek a fagoldatnak 1 pl-ét, majd egy baktérium lemezre
kicseppentiink a higitott fagbdl 10 ul-t. Masnapra 25 kiilonallé plakkot szamolunk. Alkalmas-e

az eredeti fagoldat a gyakorlat végrehajtasara?

2. Egy kompetens sejtrdl azt &llitja a gyartd, hogy a sejt kompetencidja 10 CFU/ug. 10 ng DNS-t

transzformalunk, hany telepet varunk?

3. Egy ismert, 10’ CFU/pg kompetencidji sejtbe transzformaluk ismeretlen toménységii
DNS-b4I 1 pl-t. A transzformadlas végén a sejtek és a tapoldat 6sszes térfogata 500 pul. Hirom
lemezre szélesztlink: az elsére 5 pl-t, a masodikra 50 ul-t, a harmadikra a maradékot. Az elsé
két lemezen kb 10 illetve 100 telep nétt, a harmadikon megszamlalhatatlanul sok. Mennyi

lehetett a DNS koncentraciéja?

4. Fagoldattal fert6zlink baktériumkultarat. Azt szeretnénk elérni, hogy maximum a sejtek 5%-a

fert6z6djon egynél tébb faggal. Milyen MOI-t kell alkalmazni?

5. Baktériumszuszpenziébdl tizszeres higitdsi sort készitlink, majd 10-10 pl-es cseppeket
cseppentink LB taptalajra. Két parhuzamos lemezt készitlink, az egyiken a 7. csepp 12
telepet ad, a 8. csepp és az azt kovetSek egyet sem, a masikon a 7. csepp 9 telepet, a 8. csepp
2 telepet ad, az azt kovetGek egyet sem. (Az els6 csepp a lemezeken a tomény baktérium-

szuszpenzid.). Mennyi lehetett az eredeti oldat CFU/ml értéke?

Anyagok:



LB taptalaj (Luria-Bertani taptalaj)

Az Escherichia coli-val valé munkak soran legéltaldnosabban haszndlt taptalaj. Osszetétele: 10 g/
pepton (ez egyfajta huskivonat), 5 g/l éleszté kivonat és 10 g/l NaCl. A szilard valtozataba 12 g/l
bakterioldgiai agart is keveriink. A pepton és az éleszté kivonat kémiailag nem ,tiszta” vegyiletek,
hanem aminosavak, peptidek, szénhidratok olyan tobbé-kevésbé ismert min&ségil keveréke, amit az

éleszt6 vagy a hus, amibdl késziiltek, tartalmazott.

MacConkey taptalaj:

Szénhidrat hasznositas kimutatasara alkalmas taptalaj. 20 g/l pepton, 5 g/l NaCl, 0,03 g/l
neutralvérds, 0,001 g/l kristélyibolya. Ebb6l csak szildrdat hasznalunk, ami 12 g/l bakterioldgiai
agarral készil. Mindezeken kivil tartalmaznia kell a megfelel6 szénhidratot, melynek hasznositdsat

kimutatjuk. Ez a gyakorlaton 10 g/I laktdz.

YTA és YTA fedd agar (YTA = Yeast, Tripton, Agar.)

Ez a Rhizobium meliloti tenyésztésére szolgdld taptalaj. 10 g/l triptont, 1 g/l éleszts kivonatot, 5 g/l
NaCl-ot, 1 mM MgCl,-t és 1 mM CaCl,-t tartalmaz. A szilard YTA 15 g/l, a fed6 (top) agar 7,5 g/l

bakterioldgiai agart tartalmaz.

Antibiotikumok és egyéb kiegészit6 vegyszerek koncentracidja:

Kanamicin: 30 pg/ml

Ampicillin: 80 pg/ml

Zeocin: 80 pg/ml



X-Gal: 40 pg/ml

X-Gluc: 50 pg/ml

Tetradelemzés

Dr. Lengyel Katalin egyetemi tanarsegéd
ELTE TTK Biologiai Intézet, Genetikai Tanszék

A gyakorlat célja

A tetradanalizis fogalmanak, elvének megismertetése. A tetradanalizis/homoldg rekombinacié
latvanyos szemléltetése sporaszin mutansok keresztezésével. A génkonverzio jelenségének
bemutatasa és szerepének kiemelése a homolog rekombinacio folyamatdban. A génkonverzid
€s crossover viszonyanak demonstralasa.

A rekombinacio

A sziilo1 allélek atrendezédésével (rekombinaldédasaval) (1) kombindciok jelenhetnek meg az
utodgeneracioban. Fiiggetlen gének esetében a gének allé¢jai Mendel II. torvénye értelmében
szabadon kombinalodnak, és igy egyenlé aranyban alakulnak ki sziiléi és nem sziiléi tipusa
ivarsejtek (gamétak). Kapcsolt, vagyis egy kromoszoéman lokalizalt gének esetében az 0j
kombinaciok kialakulasat a crossing over biztositja (az allélek reciprok kicserélodése a
homolég kromoszémak kozott a homolog rekombinacid folyamata soran), amelynek
eredményeként sziil6i és rekombindns kromoszémakat kapunk. Rekombinacio nélkiil csak
szuloi tipusu gamétak keletkeznek.

Rekombinacio alatt tehat tobb folyamatot is érthetiink (ide sorolhatjuk még a helyspecifikus
rekombinaciot vagy a transzpoziciot is), ebben a fejezetben csak a meidzis soran
programozottan, pontosan idézitve végbemend homolog rekombinacidval fogunk foglalkozni.

Tetradelemzés

A tetradanalizis soran egyetlen meiotikusan 0szt6do sejt 4 haploid termékét (a tetradot)
vizsgaljuk. Szemben az eddig megismert statisztikus kiértékelési moddal a tetrad elemzés
soran egyedileg vizsgaljuk egy-egy meidzis termékeit. Ily médon az egyedi eseményeket
hasonlitjuk 6ssze. A meiotikus osztddas haploid terméke az 4llatokban a petesejt a hdrom
sarki testtel illetve a spermiumok. Virdgos ndvényekben a végtermék a 8 sejtbdl 4116
embridzsak €s a harom haploid sejtbdl allé pollenszem. Haploid tomlésgombak esetében 4,
illetve a meiozist kovetd mitotikus osztddas utan 8 haploid aszkospdra egy meidzis terméke.
A 4 illetve 8 aszkospora a tomlében vagy masnéven aszkuszban talalhato, ez teszi lehetdvé a



tetradok elkiiloniilt vizsgalatat. A tomlésgombék egy részében a meiotikus osztddas, illetve a
mitézis tengelye szigortian rogzitett. Az egyes osztodasok linedris rendben kovetik egymast és
ezt az elrendezddést megorzi a végtermék, a 8 aszkospora is, ezeket nevezik rendezett
tetradoknak. A sporak genotipusanak linedris rendje a tetradanalizis kulcsa, ez teszi lehetove,
hogy rendezett tetradok esetén egyetlen gén és centromeronja kdzti tavolsagot tudunk
megadni.

A gyakorlatban az aszkuszok mintazatanak vizsgalata ugy torténik, hogy az aszkuszokat egy
csipesszel kinyomjak az Gn. termétestbdl, majd az egyes aszkuszokbdl a spoérakat sorrendben,
egyenként kiemelik egy vékony tivegtiivel. Ezutan minden sporat kiilon-kiilon kémesében
taptalajon kicsiraztatnak és a gombafonaltomeg, a micélium tulajdonsagait ellendrzik. Ezt a
munkafolyamatot disszekcionak nevezik. Mivel a spdra haploid, a micélium tulajdonsagainak
ellendérzése elarulja a spora genotipusat.

Van, amikor nincs sziikség disszekciora, mert a sporakrol ranézésre meg lehet allapitani, hogy
milyen allélt hordoznak. Ilyen pl. az, amikor a spora szinmutansok segitségével végezziik a
tetradelemzést. A vad tipust spora szine rendszerint s6tét, de vannak mutansok, amelyekben
ez a festékanyag nem képzddik, ezért a spora szine vilagos. (Természetesen a gyakorlaton ez
utobbi tulajdonsagot fogjuk vizsgalni.)

o A sporasorrend jelentése

Az aszkusz szigoru térrendje azt eredményezi, hogy harantsikban elhasitva két egyenld félre
oszthato, a 8 aszkospora elsé €s masodik négyese az apai €s anyai kromoszomapar
centromeronjait jelképezi, illetve a centromeronhoz kapcsolodd kromatidak genetikai
tartalmat. Hiszen az els6 meiotikus osztédaskor ez a két centromeron ,,vonszolta" a
kromoszoma tobbi részét az utddsejtek podlusaihoz.

A masodik meiotikus osztédas, amikor a centromeron is osztddik, s ezaltal a testvér
kromatidak is elvalhatnak egymastol, a sporaparral jellemezhet6: az 1. és 2.; 3. és 4.; 5. és 6.
illetve 7. és 8. pozicioban fekvé sporak a kromatidak genetikai tartalmat jelképezik. Mivel a
kromatida DNS-e egyetlen hosszit DNS kettds spiralbol 4ll, a sporapar az adott DNS-
molekulan fekvé allélokrol tajékoztat. Ezek utan nem nehéz belatnunk, hogy az aszkusz
minden egyes spordja a kromatidafonalban levé DNS kettds spiral egyik szalat jelenti, illetve
az azon levé genetikai informaciot. A sporaparok tagjai tehat elméletileg azonosak, hiszen
egy DNS kettds spiral duplazodasaval jottek Iétre.

Azonos centromeronhoz kapcsolodé kromatidak (testvér kromatidak) kozotti kicserélodés

genetikai valtozast nem eredményez, igy nem is észlelhetd. A tetrad mintazata ezek szerint
bizonyitja a fizikai kicserélédés tényét a centromeron és a vizsgalt allélpar kromoszdémalis
helye kozott.

o Atomlésgombak életciklusa



A tetradanalizis klasszikus objektumai az Ascomycetes/tomlésgombak osztalyaba tartozo
gombdk. A tomlésgombak kdzé olyan ismert fajok is tartoznak, mint példaul az élesztok,
penészgombak, a lisztharmat, a kucsmagomba és a szarvasgomba. Gyakran vizsgélat fajok
példaul a Neurospora crassa, a Sordaria fimicola és a Saccharomyces cerevisiae éleszto (ez
utobbi nem rendezett tetradokat képez). Mivel a gyakorlaton S. fimicola torzseket vizsgalunk,
most csak e faj életciklusat mutatjuk be.

A Sordaria fimicola vegetativ teste a valaszfalakkal tagolt haploid micélium (1. abra).
Szaporodasa esetén termdtestet (ascocarpium) képez, a Sporak miutan kikeriilnek az
aszkuszbol kicsiraznak és primer micéliumot (tenyésztestet) hoznak létre, melyen ndi
ivarszervek (aszkogoniumok) és himivarszervek (anteridiumok) képzédnek. Az aszkogonium
csucsan helyezkedik el a parzo fonal (trichogin), ezen atvandorolva jutnak a himivarsejtek az
anteridiumbol az aszkogdniumba. Egyesiilve diploid tgynevezett magpart (dikariont)
képeznek, mely magparok az aszkogdnium altal 1étrehozott hifakba vandorolnak. Az
0sszeolvadast nem koveti azonnal kariogamia, ezaltal magpéros sejtek, majd azokbdl
magparos (,,aszkogén”) hifak jonnek létre. A magparos vagy dikariotikus hifakbol jon létre a
termotest (ascocarpium). A termdtest kialakulasa a tomlésgombakra altalanosan jellemzd. A
kariogdmia a dikariotikus hifa végsejtjében horogképzéssel megy végbe. A horogképzddés
mechanizmusa meggatolja két azonos ivarjellegli sejtmag 0sszekeriilését. A zigotat tartalmazd
sejt megnyulik, sporangiumma alakul, majd el6szor meidzissal és azt rogton kdveté mitdzissal
— altaldban nyolc — spora alakul ki. Ezt a megnyult sporangiumot nevezziik tomldnek vagy
aszkusznak, a benne kifejlodott sporakat pedig aszkosporaknak.
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21. abra. A Sordaria fimicola szexudalis szaporodasi ciklusa A Sordaria fimicola életciklusa
sordan azg szkosporakbol, hifak keletkeznek, melyeken a szexuadlis szaporodds sordn ,
kialakulnak a kép kozepén lathato termdétestek (peritéciumok), az aszkosporakat tartalmazo
aszkuszokkal. [alternativ szoveg: a sordaria fimicola szexudlis szaporodasi ciklusal

Sordaria nemzettségben €s néhdny mas fajnal a sporak kialakulasa szigortian linearis
elrendezddésben torténik az aszkuszban (2. abra). Az ilyen linearis elrendezésii tetradokat,
oktadokat rendezett tetradoknak, oktadoknak nevezziik, a sporakat nem linearis rendben
tartalmazo tetradokat nem rendezetlen tetradoknak nevezziik. Nem rendezett tetradokat alakit
ki példaul az ¢élesztd (3. abra).
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22. abra A rendezett oktad kialakulasa. A diploid (2n) zigotabol a meiozis soran 4 (valojaban
8) haploid (n) sejt keletkezik. A sejtmagokat lila gombok jelolik. A masodik meiotikus
osztodas utdan a tetradbdl egy meiozissal alakul ki az oktad. A sejtek érése utan kialakul a
nyolc aszkosporat tartalmazo aszkusz. A végtermékben (aszkusz) a keletkezett haploid sejtek
rendezetten helyezkednek el, poziciojuk és fenotipusuk vilagosan mutatja a meiozis sordn
fellépo homolog rekombindcios eseményeket vagy azok hianyadt. [Alternativ szoveg: A
rendezett oktadok kialakuldsal

Coprinus  Saccharomyces Aspergillus Ascobolus
lagopus cerevisiae nidulans immersus
Chlamydomonas
reinhardtii
(alga)

23. abra Nem rendezett tetradok, oktadok. A nem rendezett tetradokat, oktadokat kialakito
fajokban (pl.: Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans) a tetradok helyzete nem
kotott, igy azok helyzete nem hordoz informadciot. Ezek a rendszerek nem alkalmasak a
meiotikus események (homolog rekombindcio folyamtina) pontos kiovetésére. [Alternativ
szoveg: nem rendezett tetradok, oktadok|



o Térképezés a tetradelemzés soran

A tetradanalizis soran vizsgalhato két gén tavolsaga és egyediilallo modon (igaz csak a
rendezett tetradok esetében, 1asd késébb) egyetlen gén és centromeronjanak tavolsaga is.

= Monohibrid (egy génes) keresztezés elemzése

A kovetkezdkben kovessiik nyomon egy kivalasztott gén (A) két alléljanak (A, a) sorsat a
meidzis soran. (Természetesen az Aa genotipusu zigdta az Axa keresztezés eredményeként
jon létre.) Ha a meidzis soran nem torténik Crossing over a vizsgalt gén és centromeronja
kozott, a gén két allélja mar az elsé meiotikus osztddas soran kiilon sejtekbe keriil, ezt nevezik
elso osztodasos szegregacionak (MI) (4. abra). Ezért az oktad elsd négy sejtje az egyik,
masodik négy sejtje a masik allélt tartalmazza, a sporak mintazata az aszkuszban 4:4 (els6
osztodasos szegregacios mintazat, MI).
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24. abra Elsd osztoddsos szegregdcio a tomldsgomba meiozisa sordn. EIsé osztoddsos
szegregdcioro akkor beszéliink, amikor nem tortén a meiozis sordn dtkeresztezodés
(crossing over) a vizsgalt gén (A) és centromeronja kozott. Az elsé meidtikus osztodds utan
a két allél (A és a) elvdllnak egymastol, kiilonbozo utddsejtekbe keriilnek. Az érett
aszkuszban a sporak mintdzat 4:4. [Alternativ szoveg: elso osztoddsos szegregdciol



Abban az esetben, ha crossing over torténik a gén és centromeronja kozott, a két allél csak a
masodik meiotikus osztodast kdvetden kertiil kiilonbozo sejtekbe, ezt nevezik masodik
osztodasos szegregacionak (MII) (5. abra). A sporak mintazata ebben az esetben tobbféle
lehet attol fliggden, hogy mely kromatidak vettek részt a crossing overben. Kialakulhat
kétféle 2:2:2:2 és kétféle 2:4:2 mintdzat (rim), ezeket nevezziik masodik osztodasos
szegregacios mintazatoknak (MII).
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25. abra Masodik osztoddsos szegregdacio. Amikor a heterozigota zigota miozisa sordn
crossing over torténik a vizsgalt gén (A) és centromeronja kozott masodik osztoddasos
szegregdaciorol beszéliink. A két allél (A és a) az elso meiotikus osztodas utan még nem valik
szét, a sejtekben mindkét allél megtalalhato. Az allélek a masodik meidtikus osztodds soran
valnak szét. Az érett aszkuszban a sporak mintdzata 2:2:2:2 lesz. [Alternativ szoveg:
masodik osztodasos szegregdciol

Megforditva a leirtakat, ha 4:4-es elrendezddésben latjuk a sporakat, tudjuk, hogy nem tortént
crossing over a vizsgalt gén és centromeronja k6zott az adott tetrad kialakulasa soran, ha
eltéré mintdzatot kapunk biztosak lehetiink benne, hogy tortént atkeresztez6dés a meidzis
soran. Ez a tény teszi lehetdvé szdmunkra egy gén és centromeronja kozti tavolsag
kiszamitasat, annak ellenére, hogy egyetlen gén vizsgalatakor nem tudjuk egy sporarol
megallapitani, hogy rekombinans vagy sem, de az aszkuszokrdl megallapithatd, hogy crossing
over tortént-e kialakulasakor.

Hogyan szdmoljunk hat? Azt tudjuk, hogy a térképtavolsag, rekombinacios gyakorisag
meghatarozasahoz az alabbi képletet hasznaljuk.



relkkombinans utodok

Osszes utdd | (emlékeztetdiil: a térképtavolsag nem a rekombinansok, hanem a
crossing overek szamaval egyenesen aranyos). Azon aszkuszokban, melyek MII mintazatot
mutattak crossing over tortént a meidzis soran. Ezen aszkuszokban az utodok felében
talalhato rekombinans kromoszoéma. Tehat az MII mintazat aszkuszok szamat megszorozzuk
nyolccal (minden aszkuszban 8 spora talalhato!), és osztjuk kettdvel (a 8 spora felében van
rekombindns kromoszéma) vagyis:

8 MII
2

Az igy kapott 6sszeget osztjuk az sszes aszkusz szamanak nyolcszorosaval (8 spora
talalhato aszkuszonként). Matematikailag rendezve az eddigieket kapjuk a kdvetkezd képletet:

MII

= 100
2 » 0Osszes aszkusz

= Dihibrid (kétgénes) keresztezés elemzése

Dihibrid keresztezés végzésekor meghatarozhat6 a két gén kapcsoltsagi viszonya, ha
kapcsoltak tavolsaguk, illetve mindkét gén centromerontdl mért tavolsaga. Vagyis kapcsolt
gének esetén eldonthetd, hogy a kromoszdma azonos karjan vagy kiilonb6zé karokon
talalhatoak-e a vizsgalt lokuszok.

Kétgénes térképezés esetében a monohibrid keresztezéskor megtigyeltnél tobb eltérd mintazat
alakulhat ki. A lehetséges mintazatokat harom csoportba sorolhatjuk (6. abra):

Parentalis ditipus (PD): csak a sziildivel megegyez6 (sziildi tipust) feno/genotipusi sporat
tartalmaz.

Nem parentalis ditipus (NPD): csak a sziilditdl eltéré kombindcioju (rekombinans) sporat
tartalmaz.

Tetratipus (T): mind a négyféle sporat tartalmazza.
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26. abra Aszkusz szin fenotipusok. Aszkusztipusok dihibrid keresztezés utdn sdarga és barna



spordju torzsek keresztezése utin kialakulo aszkusztipusok sorrendben: PD, NPD, T, T, T,
PD, NPD. [Alternativ szoveg: kiilonbozo aszkusztipusok]

e Kapcsolt gének

Kapcsolt gének esetén, ha a meidzis soran nem torténik Crossing over, a vizsgalt két gén
kozott PD aszkuszokat kapunk. Ha egy atkeresztezodés torténik a két gén kozott mindig T
aszkuszok alakulnak ki (7. és 8. abrak). Ha a gének kozott két crossing over torténik, attol
figgden, hogy mely kromatidak vettek részt az atkeresztezddésekben, kaphatunk PD, NPD ¢és
T aszkuszokat is. Belathato, hogy ha a két atkeresztez6dés azonos két kromatida kozott
jatszodik le, visszakapjuk a sziil6i elrendezést, tehat az aszkusz parentélis ditipusu lesz. A
harom kromatida k6zott végmend két crossing over T, négy kromatida atkeresztez6dés esetén
NPD aszkusz alakul ki.
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27. abra Dihibrid keresztezés, kapcsolt gének esetén (a). Két kapcsolt gén (a, b) keresztezése
sordn harom f6 aszkusztipus alakulhat ki: parentdlis, nem parentdlis ditipus és tetratipus.
Ha a meidozis soran nem torténik crossing over a két vizsgalt gén kozott PD, ha egy crossing
over torténik TT, ha két crossing over torténik attol fiiggden, hogy mely szdlak vesznek résgt
az dtkeresztezodésekben mindhdarom aszkusztipus kialakulhat. Az dbrdn a két crossing over
sordn kialakulo aszkusztipusokbol az NPD és a TT ldathato. [Alternativ szoveg: dihibrid
keresztezés, kapcsolt gének esetén]
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28. abra Dihibrid keresztezés, kapcsolt gének esetén (b). A 7. abrahoz hasonloan itt is két
kapcsolt gén (a és b) keresztezését abrazoltuk. Lathato, hogy két crossing over (DCO)
haromféle aszkusztipust hozhat létre: ha két kromatida vesz részt az datkeresztezodésekben
PD, ha harom TT, ha négy NPD aszkusz alakul ki. (NCO: nem tortént crossing over, SCO:
egyetlen crossing over tortént, DCO: két crossing over tortént a vizsgalt gének kozott a
meiozis sordn). [Alternativ szoveg: dihibrid keresztezés kapcsolt gének esetén]

Ha feltételezziik, hogy minden kromatida egyforma valdszinliséggel vesz részt a crossing
overekben és felvazoljuk, hogy mely kromatidak atkeresztez6dése milyen tipust aszkuszhoz
vezet (1. tablazat), belathatjuk, hogy a kettés crossing overrel kialakult aszkuszok aranya
1PD:2T:1INPD.

1. tablazat. Két crossing over esetén kialakulo aszkusztipusok.
1-3 1-4 2-3 2-4

1-3 PD T T NPD

1-4 T PD NPD T

2-3 T NPD PD T

2-4 NPD T T PD

A kiilonbozd tipusu aszkuszok szdmanak ismeretében meghatarozhatjuk két gén tavolsagat. A
monohibrid keresztezéshez hasonldoan most is aszkuszokat szamlalunk meg, nem pedig egyes
sporakat. Lattuk, hogy PD és T aszkuszt kétféleképpen is kaphatunk (az eltéré6 moédon
kialakuld azonos tipusu aszkuszokat nem tudjuk megkiilonboztetni). NPD aszkusz azonban



csak akkor alakul ki, ha két crossing over tortént a gének kozott. Az egy atkeresztez6dés utan
kialakul6 aszkuszok szamat megkaphatjuk ugy, hogy a T aszkuszok szdmabol levonjuk a
NPD aszkuszok szamanak kétszeresét (ennyi T aszkusz keletkezett kettés crossing overrel) ez
tehat T - 2NPD. A két atkeresztezodéssel keletkezett aszkuszok szdmat a fenti tablazat
alapjan, ugy kaphatjuk meg, hogy a NPD aszkuszok szamat szorozzuk néggyel (4NPD).
4NPD szamu aszkuszban 6sszesen 8NPD szamu crossing over tortént. Az §sszes Crossing
over szama tehat T - 2NPD + 8NPD =T + 6NPD. A rekombinacié gyakorisadga tehat az alabbi
képlettel szamolhat6 (a monohibrid keresztezésnél levezetett gondolatmenet alapjan osztunk
az 0sszes aszkusz szdmanak kétszeresével):

T+6NPD

= = " » 100
2 ® 055zes aszkusz szama

e Fliggetlen gének

Fliggetlen gének esetén a szabad kombinalédas miatt crossing over nélkiil egyenlé aranyban
kapjuk a PD és NPD aszkuszokat (9. dbra). Egy atkeresztezddés esetén T (10. abra), kettd
esetében PD, T NPD keletkezhet.
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29. dbra Dihibrid keresztezés, fiiggetlen gének esetén, crossing over nélkiil. Ha a két vizsgalt
gén (a és b) kiilonbozo kromoszomakon talalhatoak (fiiggetlenek) Parentdlis ditipusu és
nem parentalis ditipusu aszkuszok egyforma valosziniiséggel alakulhatnak ki, amennyiben
nem torténik crossing over a meiozis sordn. [Alternativ szoveg: dihibrid keresztezés
fiiggetlen gének, crossing over nélkiil]



a

Tetratipus
- + + + - e S—
—— —— - im——rm—— i
- e i . . GFH ®|+»
a__ _ b a + @+
—— - — +— i m— - )
a a b ¥/

30. abra Dihibrid keresztezés, fiiggetlen gének esetén, crossing overrel. Ha a két vizsgalt gén
(a és b) fiiggetlenek és a meiozis sordn egy crossing over torténik (fent a gén és
centromeronja, lent b gén és centromeronja kozott) tetratipusu aszkuszok alakulnak ki.
[Alternativ szoveg: dihibrid keresztezés, fiiggetlen gének, crossing overrel]

Ha két génrdl el akarjuk donteni, hogy kapcsoltak-e, egyszertien a PD és NPD aszkuszok
aranyat kell megvizsgalnunk: ha PD szama kozelitéen egyenlé NPD szdmaval, a vizsgalt
gének fliggetlenek, ha PD joval meghaladja NPD szamat, a gének kapcsoltak, hiszen
kapcsoltsag esetén NPD mintazatot csak a kettds crossing over utan kialakult aszkusszok
negyede mutat. Ha eldontottiik, hogy a két gén kapcsolt, a korabban megadott képlettel
szamolhatjuk ki a tavolsagukat. A gének és centromeronjaik tavolsagat pedig a monohibrid
keresztezésnél leirtak alapjan allapitjuk meg.

= Nem rendezett tetradok

Nem rendezett tetradok esetén, mint korabban lattuk, nincs jelentése a sporak sorrendjének,
ezért nem tudunk gén és centromeron kozti tavolsagot szdmolni. Dihibrid keresztezés esetén
azonban a rendezett tetraddokhoz hasonléan megallapithat6 a harom aszkusztipus €s ezek
alapjan eldonthetd a gének kapcsoltsaga, és azonos képlettel szamolhat6 a gének tavolsaga is.

o Génkonverzio

Az eddig megismert mintazatokon kiviil kis szazalékban megjelennek olyan aszkuszok is
amelyek mintdza meglepd: 3:5, 6:2 aranyban tartalmazzak a két allélt, illetve aberrans 4:4
mintazatuak (3:1:1:3), ahol ,,csak™ a sporaparok tagjai térnek el egymastol (11. abra). Az



egyenldtlen sporapar tokéletleniil parosodd DNS-szekvenciat jelez (mismatch), amelyben
legalabb egy bazispar inkorrekt: pl. AC, TG, AG, TC, stb.
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31. abra Génkonverzios aszkusz mintdzatok. A 4:4 es mintdzattol eltérd aszkusz mintdazatok
magyardzata a génkonverzio jelensége. A 6:2, 2:6 és5:3, 3:5 aszkuszok esetén nem azonos
aranyban jelenik meg a két allél (m és +), vagyis a meiozis sordan az egyik allél datalakult a
madsikka. Az aberrans 4:4, vagyis 3:1:1:3 mintazatu aszkusz esetében pedig az eltéro
fenotiusu sporaparok mutatjak a génkonverziot. [Alternativ szoveg: génkonverzios aszkusz
mintazatok]

Az ilyen tigynevezett heteroduplex DNS-¢k javitasat altalaban a mismatch (nem megfelel6

bazisok parosodasa a DNS két antiparallel lanca k6zott) repair (javitas) rendszer javitja. A
tetradban a mismatch kijavitasa értelemszertien az egyik vagy masik szal (javitott) genetikai tartalmanak
elvesztéséhez vezet, ill. az ellentétes szal (javito) genetikai tartalmanak megduplazodaséahoz. A javitott DNS
kettds spiral replikacidja azonos genetikai tartalmu utod kettés spiralokhoz vezet, amelyet mint sporapart ész-
leliink az aszkuszban - azonos genotipussal.

A fenti megfontolasok utan az aberrans tetradokat jol értelmezhetjiik: az ilyen tetradban
heteroduplex kromatidaknak kellett keletkezni a meidzis els6 osztodasa (profazis) soran, s a
mismatch javitasa vezet az allélok eltiinéséhez, illetve f6los szama megjelenéséhez. Ezt a
jelenséget génkonverzionak (allélek egyiranyu — nem reciprok — kicserélédése; az egyik allél
a maga képére alakitja a masik allélt) nevezziik. A génkonverzio jelensége (amelyet
kozvetleniil tudunk detektalni a tetradok elemzésével) sérti Mendel szegregacios alapelvét. Ez
az alapelv azt mondja ki, hogy a meidzis soran keletkezett 4 haploid sejtben (gaméta) a gének
fele anyai, a masik fele apai eredetli lesz (az allélek fliggetleniil kombinalédnak, tehat az
egyik az egyik utddsejtbe, a masik a masik utodsejtbe szegregalodik). A kérdés akkor valik
jelentdssé, ha arra gondolunk, mennyire univerzalis jelenség a génkonverzi6. Csupan néhany
gombaban detektalhatd, vagy a tobbi él6lényben is inherensen megfigyelhetd a homoldg
rekombinécio soran?

A6:2, illetve 2:6 tetradokban két mismatch kromatida keletkezett, amelyeket a javito enzimek azonos modon
javitottak ki. Az 5 : 3, illetve 3 : 5 esetekben ismét két mismatch kromatida keletkezett, de ezek koziil csak az
egyiket javitotta ki a javito rendszer.

Az egyenlétlen sporapar jelenségét posztmeiotikus szegregalasnak nevezik, mert a meiotikus osztédast kovetd
replikécid, illetve mitdzis kovetkeztében valik genetikailag 6nallova az eredeti mismatch két tagja. Az aberrans



4:4 esetekben az eddigiek alapjan belathato, hogy a két mismatch kromatida egyik tagjaban sem tortént javitas:
az eredmény két egyenldtlen sporapar az aszkusz két masik, azonos genotipust sporaparja mellett.

Javitaskor a hibajavitd enzimek elméletileg barmely szalat haszndlhatjak templatul, &m
elképzelhetd, hogy valamelyik allélt nagyobb valdsziniiséggel (preferaltan) javitjak, mint a
masik allélt (biased gene conversion). Fontos felhivni a figyelmet, hogy a hibajavitas
iranyatol fuggden egyes allélek eléfordulasa kisebb, masoké nagyobb lehet az
utodpopulacidban, mint a sziiléiben (3:5, 2:6 aranyok).

A génkonverziok megfigyelése a tetrddanalizis soran fontos felfedezés volt, amely eldsegitette
a homoldég rekombinécié molekularis modelljeinek kidolgozasat.

Homolog rekombinacio molekularis modelljei

A homoldg rekombinacié molekuldris szintli magyardzatara tobb elmélet sziiletett. A
tovabbiakban két modellt ismertetiink ezek koziil: a Holliday modellt, illetve a ma leginkabb
elfogadott DSBR (double strand break repair), vagy magyarul kett6s szald DNS torés javito
modellt. A két modellnek tobb k6zos pontja van: mindkettd feltétele hosszabb homolog
szakaszok jelenléte, mindkettében szerepet jatszik a DNS szélak torése (igaz jelentdsen eltérd
moddon) és ujraegyesiilése (szalcsere), mindkettOben létrejon az ugynevezett kereszthid
(Holliday) strukttra, amely képes elmozdulni a (vandorlas; branch migration), illetve
amelynek eltér6 feloldasi lehetéségei vannak.

o A Holliday modell

A Holliday modell ismertetésekor a rekombinacioban részt vevé két DNS dupla hélixet
altalaban ugy abrazoljak, hogy két azonos polaritasu szal keriil egymas mellé (12. dbra). Az
abran tehat csak négy DNS szdlat tiintettiink fel, a kromoszéma masik két kromatidajat nem
jeloltiik. A folyamat els6é 1épéseként mindkét DNS kettds spirdl egy-egy szala azonos helyen
(azonos nukleotidok kozott) elhasad. A DNS szalak ezutan atkeresztezédnek (strand
exchange), majd kovalensen kotédnek (ligalodnak). fgy alakul ki a kereszthid, vagy més
néven a Holliday struktura. Ez a folyamat nem igényel DNS szintézist. A Kialakult kereszthid
barmely iranyba elmozdulhat, ezt nevezik kereszthid vandorlasnak (branch migration). Ez a
vandorlas jelenti a modell 1ényegét. Megfigyelték ugyanis, hogy a rekombinacié sosem
pontszerii esemény, hanem mindig kiterjedése van, azaz a DNS molekula egy szakaszat
foglalja magaba. Az elmozdulas soran (ha a két kromoszéma kozott allélikus/szekvencialis
kiilonbség volt) az adott szakaszon heteroduplex DNS alakul ki (a DNS molekula egyik szala
az egyik homologbol, a masik szala a masik homologbél szarmazik). Erdemes megjegyezni,
hogy ha a két allél kiilonbozott, ott heteroduplexben mismatchek alakulnak ki. A
heteroduplex DNS a hasitas helyétdl a kereszthidig tart. A két szabad kromatida
visszanyeréséhez a DNS-t el kell hasitani, ezt a Holliday szerkezet feloldasanak (resolution)
nevezik. A feloldas folyamatanak megértését nagyban segitik a szerkezet térbeli dbrazolasa,
vagyis a DNS kitekerése és 180°-o0s elforgatasa. Mint lathato, a Holliday struktara kétféle
(egymasra mer6leges) hasitassal oldhato fel, ezek eléfordulasanak valosziniisége azonos/ezek
egyforma valosziniiséggel kovetkeznek be — a szalekvivalencia elvének megfeleléen. Mint



lathato, az egyik hasitasi irany eredményeként rekombinans kromoszoémak (crossing over
termék; ezt nevezik splice-nak is), a masik hasitas soran nem jon létre rekombinans
kromoszomak (nem keletkezik crossing over termék; Gn. patch keletkezik). Mindkét
termék/kromoszoma tartalmaz egy-egy génkonverzios régiot, amely hossza a szalvandorlas

hosszatol (heteroduplex) fligg.
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32. abra A Holliday modell. A Holliday modell legfontosabb elemei az egyszdli DNS
hasitas, a Holliday struktura kialakuldsa, a kereszthid vandorlasa, és a szdalak kiilonbozo
hasitasi modjai. A Holliday struktira hasitisa utin rekombindns és nem rekombindns
terméket is kaphatunk, de mindketté tartalmaz heteroduplex régiot. [Alternativ szoveg:
Holliday modell]

o A DSBR modell

A DSBR (kett6s szalu torést javitd modell; Szostak JW, Orr-Weaver TL, Rothstein RJ, Stahl
FW. The double-strand-break repair model for recombination. Cell 33: 25-35, 1983) mar els6
Iépésében lényeges eltérést mutat a Holliday modelltdl: az egyik DNS kettés spiral
(homolég) mindkét szala eltorik egy enzim (Spol1) segitségével, tehat aktiv médon, mig
a masik DNS molekula (homolog) végig intakt marad (13. dbra). Valojaban az intakt szal
biztositja az eltort DNS molekula javitasahoz sziikséges intakt genetikai informaciot. Ezutdn a
DNS 5’ végei emésztddnek, igy 3’ tilnyalo végek keletkeznek, melyet tamadé szalnak is
neveznek. Az egyik 3’ egyszali DNS szal és a homolog kromoszoma két szala haromszala
DNS strukturat hoz létre (D-hurok). Ezt kovetden egy tjabb lényegi eltérés kovetkezik: a 3’
végeken DNS szintézis kezdddik. A DNS szintetaz primerként a 3” a szélat hasznalja a
replikacio sordn, templatként a homolog kromoszoma megfeleld polaritasu szalat. (Ha a torés
kozelében allélikus/szekvencia kiilonbség volt a homoldgok kozott, annak informacioja az
emésztés, majd a homologrol torténd potlas soran elveszhet. Ilyenkor génkonverzid torténik
javitas nélkiil.) A szintézist kovetden a megfeleld polaritdsu szalak kozt kovalens kotés alakul
ki, ennek eredményeként két Holliday szerkezet keletkezik. Mindkét Holliday szerkezet
szabadon elmozdulhat a DNS mentén (kereszthid vandorlas). Két Holliday struktura négy
modon is feloldodhat/hasitddhat. Itt is kétféle: crossover (rekombinans) és nem crossover
(nem rekombinans) terméket kaphatunk, és itt is megfigyelhetiink génkonverzios (azaz
heteroduplexet tartalmazo) szakaszokat.
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33. abra A DSBR modell. A DSBR modell elso lépésében egyik DNS mindkét szala
hasitodik. Az 5’ végek emésztésével 3° egyszalu DNS szdlak keletkeznek. Fontos, hogy ebben
a modellven uj DNS szintézis torténik. Két kereszthid alakul ki amelyek ebben a modellben
is tobbféleképpen oldodhatnak fel. Baloldalon a nem rekombindns, jobb oldalon a
rekombindns termék kialakuldasat abrazoltuk. Mindkét esetben (rekombindns, nem
rekombindns) génkonverzios szakaszt (egy DNS két szdla eltérd szinnel jelezve) tartalmaz.
[Alternativ szoveg: A DSBR modell]

A homolog rekombinacid folyaman tehat mindig torténik génkonverzio (az eltdrt DNS szal
,kifoltozasa” a homolog informacidja alapjan — az egyik allél a sajat képére alakitja a masik
allélt; nem reciprok kicserélédés). A génkonverzi6 a rekombinacio alapvetd eseménye.
Vegylik észre, hogy a génkonverzié rekombinans kromoszdémakat (amilyen nem volt a sziild1
kombindcidkban) eredményez. A génkonverziot vagy koveti, vagy nem koveti crossover
esemény (a hatarolo szekvenciak reciprok kicserélodése). A génkonverzio és a crossing over
tehat fliggetleniil szabalyozott folyamatok a homolog rekombinécié soran.



A két modellen kiviil tobb elmélet is sziiletett (pl.: Meselson Raddig) a homolég
rekombinacié molekularis 1épéseird], illetve a DSBR modellnek mas utvonalai is ismertek
(SDSA; single DNA strand annealing — egy DNS szalat masolo), de ezek ismertetésétdl most
eltekintiink.

o A homolog rekombinacié enzimjei

A homolog rekombinaciot biztositd fehérjék egy részét mar megismerték, jellemezték mind
prokariotakban, mind eukariotakban, ezeket ismerteti a 2. tablazat.

2. tablazat. A meiotikus homoldg rekombinacioban résztvevo enzimek.

Funkcid Prokariota Eukariota

Dupla torés Nem ismert Spoll

Egyszalu DNS kialakitasa RecBCD MRX komplex
helikaz/nukleaz (Rad50, 58, 60)

Tamadas (invazio) RecA Dmcl, Rad51

Szalvandorlas RuvAB Nem ismert

Feloldas RuvC Mus81 és masok

Prokaridtakban részletesen tanulmanyozott a RecA és RecBCD fehérjék szerepe. A RecBCD
harom fehérjébol alld6 komplex, mely helikaz és nukleaz aktivitassal is rendelkezik, a 3’
tulnyuld végek kialakitasaért felelés. A recBCD kett6s szalt toréseket ismer fel, majd
mindkét szalat degradalja, amig egy specialis, ugynevezett chi (crossover hotspot instigator)
szekvencidig nem ér. A chi szekvencia utan mar csak a chi-t nem tartalmazo6 szalat emészti,
igy alakul ki a 3° egyszala DNS. A Chi szekvenciaja E. coli-ban: GCTCGTGG. A chi
jelentdségét a rekombinacios forropontok vizsgalatakor fedezték fel, ugyanis E. coli-ban a
rekombinacio preferalt helyeken kezdddik, Chi szekvencidk kdérnyezetében a rekombinaciod
valdszintisége 10 nagyobb, mint mashol.

RecA. A RecA fehérje egyszaltit DNS-hez kotédik kooperativan (hasonloan a SSB (Single-
Stranded DNA Binding Protein) fehérjéhez). Aktiv formaja az akar 100 RecA fehérjét is
tartalmazo nukleoprotein filamentum (vo6.: legtobb fehérje: mono-, di-, tetra-, hexamer
formaban aktiv). A RecA filamentumban egy egyszall és egy kétszala DNS kotddhet, tehat itt
alakul ki a haromszalu DNS szerkezet, illetve a szalcsere is.

A kereszthidak vandorlasaért a RUvAB komplex felelds. A RuvA a Holliday szerkezetét
ismeri fel specifikusan. A RuvB helikaz aktivitassal rendelkezik, és a szalvandorlast
katalizalja.

RuvC nukleaz aktivitast fehérje, nevezik rezolvaznak is. E fehérje is a Holliday szerkezetet
ismeri fel majd hasitja, vagyis feloldja azt.

Prokariotakban a homoldg rekombinacio elsésorban hibajavitd szereppel rendelkezik, illetve
lehetd teszi a sejtbe bejutd (pl. transzdukcidval, konjugacioval) ,,idegen” DNS-ek beépiilését a
kromoszomalis DNS-be.



Eukariotakban ismert egy DNS kettdsszalu hasitasat végzo fehérje, amely a homologok parba
allasakor aktiv, ez a Spoll. A kettOs szalu hasitashoz két fehérje sziikséges, melyek egy-egy
szalat vagnak el, majd a hasitds utan a kovalensen kétddnek a DNS lanchoz.

Az 5' végek emésztését az MRX komplex végzi, az egyszala DNS-hez a Rad51 illetve a
Dmcl1 fehérjék kotddhetnek. Természetesen az emlitett fehérjéken kiviil még szdmos mas (itt
nem részletezett) fehérje vesz részt a rekombindci6 folyamataban.

Eukariotakban a homoldg rekombinécid esszencialis a meidzis alatt, a kromoszémak tokéletes
parosodasahoz, ezen keresztiil a genom integritdsanak fenntartasahoz nélkiilozhetetlen. A
rekombinacios fehérjék hibdja gyakran csokkenti a fertilitast. A meidzis mellett a homoldg
rekombinécid enzimjei (kivéve természetesen a spol1-t) fontos szerepet jatszanak a
duplaszalu torések javitasaban (rekombinécios hibajavitas). A homoldg rekombindcidonak
fontos szerepe van még mas folyamatokban, mint példaul az élesztok parosodasi tipus valtasa.



A gyakorlat menete

o Felhasznalt anyagok, eszk6z6k:
Sordaria fimicola torzsek: 2918 (vad), 2800 (tan) , 2807 (yellow)

Sordaria taptalajok (@ 5,5 cm-es Petri csésze)
alkohol

landzsat(i

targylemez

fedélemez

cseppentd

o A keresztezeés

A gyakorlat soran a haploid Sordaria fimicola torzzsel foglalkozunk. A Sordaria fimicola
homotallikus, egy telepen beliil helyezkednek el a him és ndi ivart szaporitd képletek, igy
fenntartasa egyszert.

Hérom torzs felhasznalasaval végezziik a kisérleteket:

- 2918 jeli torzs: vad tipusu, fekete sporaja
- 2800 jel torzs: tan génben mutans, barna sporaji
- 2807 jelii torzs: yellow génben mutans, sarga sporaju

A gyakorlaton a harom torzs felhasznélasaval vizsgalhatd6 mono- és dihibrid keresztezés is.
Monohibrid kisérlet esetén a vad tipust keresztezziik valamely mutanssal (2918 x2 800 vagy
2918 x 2807), mig dihibrid kisérletek esetén az egyszeres mutansokat keresztezziik egymassal
(2800 x 2807).

A gyakorlat soran parokban dolgozunk. Magat a keresztezést Sordaria taptalajon végezziik,
négy részre osztva a taptalajt leoltjuk fogpiszkald vagy landzsatli segitségével torzseket (14.
abra). Atlosan oltjuk az azonos torzseket (14. 4bra), igy az érintkezési feliileteken (az abran
sziirke pontozott rész) dsszendvések lehetségesek. Itt mehet végbe a tényleges keresztezodeés.



34. abra A Sordaria fimicola leoltdsa keresztezéshez. A Sordaria fimicola-t leolthatjuk kis
agarkockak kivagdsaval és friss taptalajra helyezésével. Leolthatunk két (jobb oldalt) illetve
négy kockat (bal oldalon) is egyetlen lemezre. A kiilonbozo genotipusu torzseket (tn, +)
egymds mellé oltva koztiik keresztezodési zona (siiriin pottyos) alakulhat ki. A kialakulo
peritéciumakat az apro fekete pottyok jelzik. [Alternativ szoveg: A Sordaria fimicola
leoltasal

Ezutén napfényes meleg helyen, esetleg kivilagitott termosztatban ndvesztjiik a torzseket egy
héten at. A torzsek harom-négy nap elteltével érik el egymads teriiletét és ndnek 6ssze, majd az
0sszendvési helyeken képesek szexudlis szaporodasa (génkicserélésre). Tovabbi harom-négy
napot igényel a sporak beérése €s a megfeleld mennyiségli melanin (szinanyag) képzése (15.
abra).



o DO

4-8 6ra % 8-9. nap ﬂ

1. nap

12. nap

35. abra A Sordaria fimicola életciklusa. 0. nap: a spora 4 ora elteltével hifat képez, 1. és 2.
nap: telepnovekedés, 2. nap végeére az dtellenes telepek osszeérnek. 3.-4. nap: aszkuszképzés
a telepeken, 8.-9. nap: sporaképzés az aszkuszokban, 12. nap: sporak kikeriilése. [A
Sordaria fimicola életcikiusal

o Rekombinacio megfigyelése

Mindezen ismeretek tudataban az 6sszendvési teriiletrdl érdemes landzsatlivel mintat venni a
telep felszinét megkapargatva. A mintat targylemezen elhelyezkedd vizcseppbe juttatjuk és
fedélemezzel fedjik le. Ezutdn finoman az ujjunkkal megnyomjuk a fedlemezt, hogy a
peritéciumokbol kijussanak a spordk. Ezt a miiveletet 6vatosan érdemes végezni, mert tilzott
erOkifejtés hatasara a felnyilnak az aszkuszok és nem hatarozhaté meg a sporak sorrendje,
mely pedig elengedhetetlen a feltételezett rekombinacidk vizsgalatdhoz. A mintat mikroszkdp
segitségével 40x-es nagyitdsom vizsgaljuk. Az aszkuszon beliil a spordk mintdzata bizonyitja

a rekombindacio tényleges kialakulasat



= A gyakorlat pontokba szedve

1. hét: Keresztezések Osszeallitasa

Péaronként egy Petri csészét kivalasztanak. A Petri csésze aljat megjelolik. (Paronként
egy keresztezést végeznek (szabadon valasztott), de minden csoportban mind a harom
lehetséges keresztezést dsszeallitjak.)

Steril fogpiszkald vagy landzsatii segitségével kis négyzetet vagnak ki a valasztott
torzs micéliumait tartalmazo taptalajabol.

Az agar kockakat 0 taptalajra helyezik, az dbranak megfeleld, atlos elrendezésbe.
Megismétlik a masik valasztott torzzsel.

A Petri csészéket a gyakrorloban novesztjiik egy héten keresztiil, szobahdmérsékleten,

napfény mellett.

2. hét: Aszkuszok vizsgalat, rekombinaci6 felismerése

1.

A keresztezéses lemezeken érett peritéciumokat kerestink (kis fekete mak szemek) a
két torzs talalkozasi teriiletén.

Targylemezre egy csepp vizet cseppentiink.

Steril fogpiszkald vagy landzsati segitségével 10-12 peritéciumot helyezziink a
vizcseppbe.

Feddlemezzel lefedjiik. A fedélemezt ujjunkkal, vagy a citologia gyakorlaton
alkalmazott modszerrel, ceruza véggel, enyhén, de hatdrozottan megnyomjuk. A cél,
hogy a peritéciumokboél az aszkuszok kiszabaduljanak, de ne repedjenek fel (16. abra).
A mintakat fénymikroszkop alatt vizsgaljuk, eldszor kis nagyitassal.

Az aszkuszok mintazatat megfigyelve, rekombinaciot (esetleg génkonverziot)

kerestink (17., 18., 19 abra).



36. abra Peritéciumok és aszkuszcsokrok. Az érett peritéciumok enyhe nyomas hatdsdra
felrepednek és kiszabadulnak az aszkuszok [Alternativ szoveg: Peritéciumok és
aszkuzscsokrok]

37. abra Dihibrid keresztezés aszkuzs mintdzatai. A képeken sdarga és barna szinii sporakat
termelo torzsek keresztezésébol kapott aszkuszok lathatoak. Megfigyelhetoek a PD (barna
és sdarga spordkat tartalmazo), a NPD (fehér és fekete) és a TT (mind a négy szinii spordt
tartalmazo) aszkusztipusok. [Alternativ szoveg: dihibrid keresztezés aszkusz mintdazatail



18. dbra. Monohibrid tetrad mintazatok Vad tipusa térzset mutanssal (példaul yellow)
keresztezve a sporak szinét vizsgalva a kovetkez0 mintazatukat figyelhetjik meg: 4:4, 2:4:2,
2:2:2:2. [Alternativ szoveg: monohibrid tetradok]

19. abra. A génkonverzio kimutatasa. A 2:2:2:2 tetrad mintazat helyett 1:1:1:1:2:2 (bal
oldali panel), 1:1:1:1:2:2 (kozépen) és 1:1:1:3:2 (jobb oldali panel) mintazatok lathatok.
[Alternativ szoveg: génkonverzio|]



Példa feladatok

1. Egygénes keresztezés: Egy Neurospora crassa a mutans genotipust torzsét keresztezték
vadtipusu a+ torzzsel és az alabbi eredményt kaptak. Milyen messze van az a gén a
centromerontol1?

1 2 3 4 5 6
a A A a A a
a A A a A a
a A a A a A
a A a A a A
A a a A A a
A a a A A a
A a A a a A
A a A a a A

37db 35db 7db 5db 6db 10db

El6szor megallapitjuk, mely aszkuszok milyen mintédzatiak. MI mintazatot az 1 és 2
aszkuszok mutatnak, Mll-t a 3, 4, 5 és 6.

MII

— = 100 =14
2 » 0Osszes aszkusz X 2 » 100 X

2. Kétgénes: Két Neurospora torzset kereszteztiink nic” ad és nic - ad”. Osszesen 1000 darab
aszkuszt vizsgaltak meg, melyek a kdvetkez6 mintazatokat mutattak:

1 2 3 4 5 6 7

niccad nictad® nictad® nictad nictad nictad® nic"ad”
niccad nictad® nictad® nictad nictad nictad® nic" ad®
niccad nictad® nictad nicad nicad® nicad nicad
niccad nictad® nictad nicad nicad® nicad nicad
nicad® nicad nicad® nictad® nictad nictad® nic" ad
nicad® nicad nicad® nictad® nictad nictad® nic ad
nicad® nicad nicad nicad® nicad® nicad nicad®

nicad® nicad nicad nicad® nicad® nicad nicad®



808db 1db 90db  5db 90db 1db 5db

El6szor meg kell allapitani, hogy melyik aszkusz milyen tipust. Sorrendben az aszkuszok:
PD, NPD, T, T, PD, NPD, T.

A PD aszkuszok szama tehat: 808 + 90 = 898, az NPD aszkuszoké 1 +1 = 2. Ebbdl
megallapithatjuk, hogy a nic és ad gének kapcsoltak. Tavolsagukat a korabban megismert
képlet segitségével szamolhatjuk ki:

T+ 6NFD _ 100 +12

= 100 =
2 % Oss5zes aszkusz szama X 2000

» 100 =56

Ezutan megallapithatjuk a gének €s a centromeron tavolsagat is. Mindkét génre kiilon
megkeressiik az MII mintazat( aszkuszokat. A nic gén esetében MII mintazatot mutatnak a
4,5,6 és 7 aszkuszok.

MII 1
= " x 100 = 5,05
2 » Ogszes aszkusz

100 = 5500

Az Ad gén esetében MII mintazata a 3,5,6 és 7 aszkuszok.

MII 6
= — * * 100 =93
2 » Osszes aszkusz

100 = 3500

A tavolsagokat 0sszevetve konnyen megallapithatd, hogy a gének a kromoszéma azonos
karjan helyezkednek el.

nic ad

()
h

3, Két kiilonb6z6 genotipust éleszté (Saccharomyces cerevisiae) torzset kereszteztek
egymassal: + bcésa+ +.

A kovetkezd genotipusu tetradokat kapték, a jelzett szamban

1, a++ a++ +bc +bc 132
2, ab+ ab+ ++c ++cC 124
3, at++a+c +b+ +bc 64
4 ab+ abc +++ ++cC 80

Ebben az esetben nem rendezett tetrddokat vizsgalunk, tehat a gén és a centromeron
tavolsagat nem tudjuk megadni. A gének kapcsoltsagat azonban ugyanugy vizsgalhatjuk, mint
a rendezett tetradok esetében. Minden aszkuszt megvizsgalunk génparokként. a-b gének



esetében az aszkuszok: PD, NPD, PD és NPD tipustiak. E két gén tehat nem kapcsolt, hiszen a
PD és NPD aszkuszok szama kozel azonos. A b és ¢ esetében az aszkuszok mintazata: PD,
NPD, T és T. E két gén sem kapcsolt, a PD = NPD. Az A ¢és ¢ géneket vizsgalva az aszkuszok:
PD, PD, T és T mintazataak. Ez esetben nem latunk NPD aszkuszt, az a és ¢ gének
kapcsoltak.

T+ 6NED 64 + 380

= * 100 =
2 x Oss5zes aszkusz szama a00

» 100 =18
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