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1. fejezet - Citogenetika

Dr. Barna Janos tudomanyos munkatars
ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék

A citogenetika a kromoszomak tudomanya. Torténete a XIX. szazad masodik feléig nyulik vissza, amikor Walter
Flemming elsdként irta le a kromoszomakat és viselkedésiiket a mitozis soran. A kromoszomak vizsgalatanak
jelentésége az utan nétt meg, hogy a XX. szazad elején Walter Sutton és Thedoroe Boveri egymastol fiiggetlentil
megfogalmaztak az 6roklédés kromoszoma elméletét, mely szerint a mendeli faktorok, vagyis a gének, a
kromoszomak részei.

A kromoszomak vizsgalati modszerei
A kariotipus

Egy ¢él6lény teljes kromoszomakészletét kariotipusnak nevezziik. A kariotipust altalaban ugy abrazoljuk, hogy
egy ¢l6lény metafazisos kromoszomainak képét parokba allitjuk és méretiik szerint csokkend sorrendbe rendezziik.
Ez a kariogram (1.1. abra).
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1.1. abra: Az emberi kariotipus. (A) Egy férfikromoszoma készlete (kariotipusa). (B) Egy férfi kromoszoma
készletének rendezett abrazolasa, a kariogram

A metafazisos kromoszomakat célszeri intenziven 0sztddo szovetekbdl preparalni. Ez az allatok esetében legtobbszor
vér vagy csontveld, mig a novényeknél valamelyik merisztéma szovete. Az o0sztodd sejteket altalaban olyan
anyaggal kezelik, amely a sejtosztodast metafazisban megakasztja, igy a mintaban a metafazisos sejtek aranya
megnd. Ilyen anyag a kolhicin is, amelynek hatasat az els6 gyakorlat soran mutatjuk be. Ezt kovetden a mintakat
rogzitik, megfestik a kromoszoémakat, majd mikroszkdpos felvételt készitenek roluk. A felvételt kinagyitjak és az
egyes kromoszomak képét kivagjak és kariogramba rendezik. Ma a kariogram készitését mar szamitogéppel vezérelt
mikroszkdpos technika segiti.

A kromoszémak morfologiai jegyei

Kezdetben, a savozasi technikak hidnyaban, a kromoszomakat csak alakjuk és méretiik alapjan lehetett elkiiloniteni
egymastol. Tovabbi problémat jelentett az, hogy a kromoszoémakat szovettani metszeteken vizsgaltak és a metszési
sikba ritkan esett bele az dsszes kromoszoéma. Ezzel magyarazhatd, hogy az ember kariotipusat csupan 1956-ban
hatarozta meg Joe Hin Tjio és Albert Levanet.
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A metafazisos kromoszémakon megkiilonboztethetjiik a karokat, a centromert és a telomereket (1.2. dbra). A
telomerek a kromoszomak végei, mas morfologiai jellegzetesség nem figyelhetd meg rajtuk. A centromer a
metafazisos kromoszoman a karok kozti beflizédésként jelenik meg ezért elsddleges befiizédésnek is nevezziik.
Egyes kromoszomékon ugynevezett masodlagos befliz6dés is megfigyelhetd. Ez a nukledlusz organizator régio
(NOR). A NOR a riboszomalis RNS-ket kodolé gének helye a kromoszoman, koré szervezddik interfazisban a
nukledlusz. Altalaban csak egy vagy néhany kromoszoman van jelen. Azt a rovid kromoszoma részlete, amelyet
a masodlagos befliz6dés valaszt le a kromoszoma karjardl szatellitinak nevezziik. A szatellita ez esetben nem
Osszekeverendd a genom rovid repetitiv szekvenciaival.

A kromoszdéma két karja koziil a hosszabbik a hosszi (q=queue), a rovidebbik a révid (p=petit) kar. A centromer
elhelyezkedése alapjan megkiilonboztethetiink meta-, telo- illetve akrocentrikus kromoszémakat (1.2. abra). A
centromer helyzete jellemezhetd a hosszu és a rovid kar egymashoz viszonyitott szazalékos aranyaval is. Ez az
ugynevezett centromer index.

Metacentrikus kromoszéma Akrocentrikus kromoszoma Telocentrikus kromoszéma

Masodlagos befiizédes

(NOR)
Telomér
+ Raovid kar (p)
Centromér - 14 }Heterokromatin .
; } Hosszu kar (g)
t Eukromatin

/

1.2. abra: A kromoszémak harom alapvet6 tipusa és morfologiai jegyei. A karok egymashoz viszonyitott
hosszlsaga szerint megkiilonbozetiink metacentrikus, akrocentrikus és telocentrikus kromoszoémakat. Masodlagos
befiizédés barmelyik tipuson eléfordulhat.

Az emberi kromoszomak egységes osztalyozasat 1960-ban, egy Denverben rendezett konferencian dolgoztak ki.
A 23 par emberi kromoszomat autoszomakra és szex-kromoszoémakra osztottak fel. A szex kromoszémakat X és
Y karakterrel, mig az autoszémakat 1-22-ig arab szamokkal jelolték. Az autoszomakat méretiik, a centromeron
helyzete és a masodlagos beflizodések alapjan hét csoportba osztottak. A csoportokat latin betiikkel (A-G) vagy
rémai szamokkal (I-VII) jelolték (1. tablazat).

1. tablazat: Az emberi kromoszémak osztalyozasa

Csoport Jellemzok Krom(tszomak Cen.tromeron Relativ hossz
szama index
1 48 8,4
I. vagy A Nagyméretli metacentrikus 2 39 8,0
47 6,8
4 29 6,3
II. vagy B Nagyméretii, szubmetacentrikus
29 6,1
6 39 5,9
7 39 5.4
III. vagy C Kozepes nagysagl, szubmetacenrikus
8 34 4,9
9 35 4,8
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Csoport Jellemzok Kromqszomak Cen.tromeron Relativ hossz
szama index
10 34 4,6
11 40 4,6
12 30 4,7
13 17 3,7
Kozepes nagysagu, akrocentrikus,

TV. vagy D szatellitakkal 14 19 36
15 20 3,5
16 41 3.4
V. vagy E Kisméretti, szubmetacentrikus 17 34 33
18 31 2,9
19 47 2,7

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

VII. vagy G Kisméretli, akrocentrikus
22 30 2,0
X 23 40 5,1
Y 24 27 2,2

Kromoszémafestési eljarasok

A kromoszémak festés nélkiil csak faziskontraszt vagy fluoreszcens mikroszkopos technikéval lathatéak, ezért a
kromoszémak fénymikroszkopos vizsgalatanak érdekében szamos kromoszomafestési technikat dolgoztak ki.
Walter Flemminget példaul a bazikus anilin festék alkalmazasa segitette a mikozis folyamatanak tanulmanyozasaban.
A Drosophila melanogaster 6rias kromoszomai pedig orcein-ecetsavas festéssel tehetoek lathatova.

Széles korben elterjedt a kromoszomak karmin-ecetsavas festése. A karmint az amerikai kontinens tropusi vidékein
¢és a Kanari szigeteken €106 fiigekaktuszon (Opuntia coccinellifera) €16sk6dd bibortetli (Coccus cacti) ndstényébdl
vonjak ki (1.3. abra). A karminecetsav a karmin ecetsavas oldata. A citoplazmat rézsasziniire, mig a kromoszémakat
kékes-voroses szintire festi.

1.3. abra: A karmin. A karmint (jobbra fent) a fiigekaktuszon (balra) él6skddé bibortetii (jobbra lent) ndstény
egyedeibdl vonjak ki.
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Kromoszdémasavozasi technikak

A hasonlé méretii és alaku kromoszomak megkiilonboztetése nem egyszeri feladat. Ezért a citogenetikat
forradalmasitotta a savozasi technikak megjelenése. Kideriilt, hogy minden kromoszomanak egyedi savozasi
mintazata van. Ez jelentdsen megkonnyitette az egyes kromoszomak azonositasat, illetve a kromoszéma
rendellenességek kimutatasat.

Az els6 kromoszdmasavozasi eljarast, a Q-sadvozast Torbjorn Caspersson és munkatarsai irtdk le 1970-ben. A Q-
sédvozas soran egy fluoreszcens festékkel, a quinacrindihidro-kloriddal az adott kromoszémara jellemzd, jol
reprodukalhaté festddési mintazatot lehet kialakitani.

Azbta szamos mas savozasi eljarast kidolgoztak (1.4. abra). Ilyenek a C-, az R-valamint a legelterjedtebb és a
legnagyobb felbontast biztositotechnika, a G-savozas. A Q savozastol eltérden a G-savozas soran a kromoszoémakat
a festés el6tt valamilyen soval vagy proteolitikus enzimmel, példaul tripszinnel kezelik. Ezt kdvetéen a
kromoszdémakat a Giemsa festék (a metilén kék és az eozin festékek keveréke) segitségével teszik lathatova.

Az R-savozas segitségével a G mintazat negativjat kapjuk meg. Az R- savozas soran forr6 sooldattal kezeljiik a
kromoszomakat, és ennek kovetkeztében az AT gazdag DNS régiok denaturalodnak. A kromoszomakat ezutan
festik meg Giemsa festékkel. Az R-savozassal kiilondsen az kromoszomavégek tanulmanyozhatoak jol, mivel ezek
altalaban gyengébben festédnek a G-savozas soran. A C-savozas soran a kromoszoémakat savval vagy bazissal
kezeljiik el6. Ez az eljaras kiilondsen a heterokromatikus régiok megfestésére alkalmas.

A savok kialakulasanak molekularis oka a DNS bazisdsszetételében és a helyi kromatinszerkezeti kiilonbségekben
rejlik. Altalaban a heterokromatikus, génben szegény, AT gazdag régiok sokkal sotétebben festédnek, mig a kevésbé
kondenzalt GC gazdag DNS-t tartalmazé eukromatikus régiokhoz a festék kisebb affinitassal kotddik. Ezért
fénymikroszkdposan a heterokromatin sotét, mig az eukromatin vilagos savként jelenik meg (1.4. abra) Az
altalanosan elterjedt G-savozasi technikak segitségével 400-600 savot kiilonboztethetiink meg egy metafazisos
kromoszéman.
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1.4. abra: Kiilonb6z6 savozasi technikakkal 1étrehozott emberi kariogramok. G savozassal (A) és Q savozassal
(B) 1étrehozott ndi kariogram. (C)R savozasi technikaval késziilt férfi kariogjamja. (D) C savozassal megjelenitett
emberi kromoszomak.

Tajékozodas a kromoszéman

A kromoszomakon beliili tajékozodas megkonnyitése érdekében létre hoztak a régiok és savok elnevezésére
szolgalo standard nevezéktant(ISCN= International System for Human Cytogenetical Nomenclature). A kromoszoma

sy

kezdddik. A régiokat savok tagoljak. A savok szamozasa egy région beliil szintén a centromer fel6l indul. A savok
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a kovetkezoképpen alakul: Xp22.3.

ey

A savozasi technikak segitségével azonositott kromoszdéma rendellenességeket a 2. tablazatban feltiintetett médon
nevezziik el. Az atrendezddés megnevezése utan (példaul t = transzlokacio; del = delécio; dup = duplikaciod; inv
= inverzid) zarojelben tlintetjiik fel az érintett kromoszdma teriiletet.

2. tablazat: Néhany gyakoribb kromoszéoma atrendezddés elnevezése

Rovidités Jelentés Példa Leiras
46, XX Normalis n6i kariotipus
46, XY Normalis férfi kariotipus
cen centromeér
Macskasiras (cri du chat) szindromas
del delécio 46,XX,del(5p) n6. Az 5-6s kromoszoéma rovid
karjanak egy része hianyzik.
Az 1-es kromoszomabol szarmazo
, transzlokacioval 1étrejott
szarmaztatott ,
der Kromoszoma der(1) kromoszéma, amely az 1-es
kromoszdéma centromerjét
tartalmazza.
Transzlokécioval létrejott
. Lo . . kromoszoma, amely az X és az Y
dic dientrikus kromoszéma dic(X;Y) . e
kromoszoma centromerjét is
tartalmazza.
dup duplikacid
iny inverzié inv(3)(p25:q21) a 3-as kromoszoma peri centrikus
inverzidja.
Férfi, aki az anyjatol egy
mat anyai eredetii 47,XY,der(1)mat transzlokacios kromoszomat (der(1))
orokolt.
A kromoszéma révid
P karja
pat apai eredeti
A kromoszéma hossz
q karja
, gylirii kromoszéma 46 X.x(X) Gytrt X kromoszn(gmaval rendelkezd
rep reciprok transzlokacid
Robertsoni
rob e
transzlokaciod
Kiegyensulyozott transzlokacios
kromoszdémaval rendelkez6 né. A 2-
.y ) ) es kromoszoma rovid karja és 8-as
t transzlokdcio 46.XX.(2:8)(q21;p13) kromoszoma hosszu karja cserél6dott
ki. A transzlokacio téréspontjai: 2q21
és 8pl3.
. A 21. kromoszémabol 3 példanyt
+ +
gain of 47.XX,+21 hordoz6 (triszomia) Down koros no.
Normalis nd. A 14-es és a 21-es
) loss of 45.XX-14,-21,+1(14q21q) kromoszémabol Robertsoni
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Rovidités Jelentés Példa Leiras

transzlokacioval 1étrejott
kromoszoémat hordoz. Egy-egy

normalis 14-es és 21-es

kromoszomaja hianyzik.

Fluoreszcens in situ hibridizacio

Az elmult néhany évtizedben egy forradalmian 0j mddszer, a fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) technika
jelent meg a citogenetikaban. A FISH Iényege az, hogy egy fluoreszcens festékkel jelolt DNS vagy RNS probat a
vele komplementer DNS szekvencighoz hibridizaltatnak a kromoszémén. gy a kromoszémakat fluoreszcens
mikroszkopiaval vizsgalva az adott DNS szekvencia elhelyezkedését a fluoreszcens jel mutatja (1.5. abra).

proba
FAALAALLEAL,

l A proba jelélése

kromoszdma

I, \Lopeeevatereieinnn |y yIdredpepaerontivail 111 eiedrpnnease pove 1Y Sl oersiarerprsieyly

l Denaturdlds (melegités) l

“TTTTITTTITTT I,

L

\ Hibridizalas /

Lo TTTTTTTG)

1.5. abra: A fluoreszcens in situ hibridizacio elve. A probat fluoreszcensen vagy mas modon jeldlik. A kettds
szall probat és a vizsgalt DNS-t ho segitségével denaturaljak. A denaturalt probat és a vizsgalt DNS-t 6sszekeverik,
és a renaturacio (hiités) soran a jelolt egyszala probak a veliik komplementer DNS-hez hibridizalnak. igy az adott

szekvencia megléte illetve elhelyezkedése a kromoszoman fluoreszcens mikroszkopiaval detektalhato.

A FISH technika lehetdvé tette a kromoszoma atrendezédések egyszeriibb és finomabb vizsgalatat. Segitségével
akar kisebb kromoszoma régiokat érinté kromoszomalis atrendezédések is kimutathatoak (1.6. abra).
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- 4= elasztin
sa4= Lontroll

. - N
A - kontroll
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1.6. abra: A Williams szindroma kimutatasa FISH segitségével. A Williams szindromas betegekben a 7.
kromoszdma hosszu karjan egy koriilbeliil 26 gént érint6 delécio talalhato. A hianyzo gének egyike az elasztint
kédolja. (A) Williams szindromas beteg esetében a 7. kromoszoémat kijeldlo kontroll és az elasztin génjére tervezett
fluoreszcens proba csak az egyik 7. kromoszéman talalhatdé meg egyiittesen. Az elasztin proba a delécios
kromoszoémahoz nem hibridizal. (B) Egészséges egyedekben a kontroll és az elasztin génjére tervezett proba
mindkét homolog kromoszémahoz hibridizal.

A spektralis kariotipizalas segitségével akar az ember 24kiilonbdzé kromoszomaja kiilon-kiilon szinben jelenithetd
meg. A mddszer soran olyan jeldlt DNS probakat hasznalnak, amelyek kizarélag egy adott kromoszomahoz képesek
hibridizalni. Ilyen probak eldallitasahoz az egyes kromoszomakat aramlasi citométer segitségével szétvalasztjak,
majd a rovid degeneralt oligonukleotid primereket felhasznalva az egyes kromoszomakra specifikus DNS szakaszokat
szaporitanak fel PCR reakcioval. Az adott kromoszoma-specifikus probakat egy vagy tobb fluorokrommal jeldlik.
Igy a kiilonbz6 modon jeldlt kromoszomak eltéré hullamhosszi fénnyel fluoreszkélnak. (1.7. dbra A és B).
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A 1. Aramldsi citomeéter segitségével elkilanitik a 24
kilgnbdzo emberi kromoszomat, Az egyes
kromoszomakrol  degeneralt primerekkel végzett
PCR segitségével olyan probakat hoznak létre,

| B | © amelyek kizardlag az adott kromoszdma kilonbazd,

” a teljes kromoszomat lefedd szakaszaihoz képesek

/ hibridizalni.

ey ) : ) 3. A jeldlt probakat dsszekeverik egymassal és a

' ' ' ' ' @ AOTD. _.? repeptitiv szekvencidkban gazdag jeloletlen Cotl

DNS-sel  (ismétlddd DNS  szekvencidkhoz

2. A kromoszoma specifikus probakat olyan TR KO PO fasdoOR

flugrokrémok kombindcidjaval jelglik, amelyek

lehetdvé teszik, hogy minden egyes kromaoszdma
kilonbozd hullamhosszi

4. A jeldlt probakat metafazisos kromoszdma
preparatumhoz hibridizaljak majd E

fénnyel fluoreszkslion g " ‘Qh J _\ fluorszcenciat interferométerrel dezektaljak.
: -

1.7. abra: A spektralis kariotipizalas. (A) A spektralis 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 savozas segitségével a 18. kromoszoman talalhato idegen kromoszoma részlet (nyil) eredete
nem hatarozhatd meg. A spektralis kariotipus alapjan azonban megallapithatd, hogy ez a kromoszoma részlet a 9.

kromoszomaroél szarmazik. A tovabbi nagyobb kromoszoéma rendellenességeket karikak jelolik.

A FISH technikat ma mar rutinszeriien hasznaljak a klinikai diagnosztikdban. Gén specifikus probak hasznalataval
meg lehet hatarozni azokat a géneket, amelyeket az adott kromoszoma atrendez6dés érint. A spektralis kariotipizalas
lehet6séget nyujt arra, hogy néhany ora alatt ki lehessen mutatni a kromoszoma atrendezédéseket és kromoszoéma
szamban bekovetkez valtozasokat (1.7. abra C).

A kromoszoma mutaciok

A kromoszoémak szama és szerkezete fajra jellemz0 tulajdonsag. Egy fajon beliil az ettdl valo eltérést kromoszoma
mutacionak nevezziik. A kromoszéma mutacioknak alapvetden két tipusat kiilonboztetjiik meg. A kromoszoéma
atrendezédések a kromoszomak szerkezetét érintik. Ilyenek példaul a kromoszoman beliili duplikaciok és deléciok.
Ha a fajra jellemz6 kromoszémaszamban torténik valtozas, akkor kromoszémaszam valtozassal jaré mutaciokrol
beszéliink. Az aneuploidia esetén az adott egyed a fajra jellemz6 kromoszémakészlettdl eltérdé szamu - kevesebb
vagy tobb - kromoszoémaval rendelkezik. Poliploidia esetén teljes kromoszoma készletmegtobbszorozodése
figyelheté meg.
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Kromoszomaatrendezodések

A kromoszoma atrendezddések olyan valtozasokat okoznak a kromoszomak szerkezetében, amelyek a citogenetika
eszkdztaraval tetten érhetdek. Altalaban egynél tobb gént érintenek és hatasukra a fenotipus is megvaltozik. Négyféle
kromoszdéma atrendezddést kiilonboztetiink meg. Ezek a delécio, a duplikacio, az inverzid valamint a transzlokacio.

A deléci6 alatt egy kromoszoma régio kiesését értjiik (1.8. abra). Az altala okozott mutacidé nem revertalhatd és
sok esetben letalis. A deléciora heterozigota egyedek meidzisanak profazisaban a homolog kromoszoémak parosodasa
soran a vad tipusu kromoszoma azon szakasza, amely a deléciot hordozé kromoszomabol hianyzik kihurkolodik.
Ez az ugynevezett delécios hurok jol megfigyelhet6 a Drosophila melanogaster politén 6rids kromoszomain is
(1.9. abra).

p3 p2 93 g4 g5
p q

Intersticidis delécia | ' ' Terminalis delécié
deliSp2p3) del{5q3)

ootV otmmtatas| [ papanten | [ ances)

1.8. abra: A delécio a kromoszématorés kovetkeztében jon létre. Egy toréspont (szaggatott vonal) esetén
terminalis, mig két toréspont esetén intersticialis deléciordl beszéliink. pl-p4 és q1-q5: kromoszoma régiok. Az
ellipszis a centromeront, a benne 1év6 kék szam a kromoszéma szamat jeloli.

3 'HI‘-‘,; 5 .-*L -_!- g
i i:r":_‘\l'.. ﬁ"_{.l'

1.9. abra: A delécié citolégiai megjelenése a deléciés hurok. (A) Egy deléciodra heterozigdta egyed meidzisa
soran a vad tipusu kromoszoma megfeleld szakasza kihurkolodik, delécids hurok alakul ki. (B) Deléciés hurok
Drosophila melanogaster politén kromoszéman.

A duplikacio esetében egy kromoszoma régiéo megkétszerezodik. Hasonloan a delécidhoz a duplikacios heterozigdtak
a meidzisaban is megfigyelhetiink duplikéacios hurkot, de ebben az esetben a duplikéaciot hordoz6 kromoszéma
megkett6z6dott szakaszainak egyike hurkolodik ki (1.10. abra).

qupt5nip3l l
p3 p2p3p2

1.10. abra: A duplikacié kromoszomatorés kovetkeztében jon létre. Az ellipszis a centromeront, a benne 1évé
kék szam a kromoszoéma szamat jeldli. (toréspont: szaggatott vonal; p1-p4 és q1-q5: kromoszoéma régiok. Az
ellipszis a centromeront, a benne 1év6 kék szam a kromoszéma szamat jeloli.
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A duplikécio kovetkeztében altalaban nem alakul ki fenotipusos valtozas. Ha viszont igen, akkor ez konnyen
revertalodhat. Jo példa erre a muslica résszemil mutacioja a Bar(1.11. abra).

witpus (= DG sar oo
B'B' h m
- e -
B Meidzis | egyenlétien
_l profazis crossing ove,

R oo ] e

double Bar
heterozigota
B'BD

SEEE’

1.11. abra: A duplikaciok fenotipusos valtozasokat okozhatnak. (A)Az egyedfejlédés soran bizonyos fehérjék
egymashoz viszonyitott aranyanak megvaltozasa fejlddési rendellenességek kialakulasahoz vezethet. Egy adott
fehérje mennyisége gyakorta aranyos a fehérjét kodold gén példanyszamaval. A D. melanogaster résszemii (Bar)
gének példanyszamanak ndvekedésével aranyosan n6 a Bar fenotipus sulyossaga.(B) A Bar (BB) allatok meidzisa
soran a homolog kromoszomak kdzotti egyenlétlen crossing-over kdvetkeztében vad tipusu illetve triplikacios X
kromoszomak is képzddhetnek. BB legyek tenyészetében ezért idénként megjelenhetnek vad tipust és Ultrabar
legyek is. A Bar mutacio tehat revertalodhat.

Az inverzional egy kromoszoma szakasz 180 fokos atfordulasa torténik meg egy kromoszoman beliil. Ha az
inverzi6 téréspontjai a centomert fogjak kozre,akkor az inverzio pericentrikus. Ha az inverzié nem érinti a centromert
akkor paracentrikus inverziordl beszéliink. A delécioval és duplikacioval ellentétben az inverzio kovetkeztében
nem torténik mennyiségi valtozas a genetikai anyagban.

Pericentrikus inverzio Paracentrikus inverzié
q i i p q i i p

! inv(4p3ql) 1 ! ! il'!WIﬂ-pElMl l

1.12. abra: Inverziok. Az ellipszis a centromeront, a benne 1év6 kék szam a kromoszéma szamat jeloli. (toréspont:
szaggatott vonal; p1-p5 és q1-q5: kromoszoéma régiok.

Az inverzioés mutansok gyakran életképesek és nem mutatnak fenotipust kivéve, ha az inverzids toréspont egy
génen beliil van, vagy ha a téréspont kozelében elhelyezkedd gén megvaltozott genomi kdrnyezetbe keriil és a cisz
szabalyoz6 elemek Osszetétele és igy a gén kifejezodésének szabalyozasa megvaltozik. Ez az igynevezett pozicids
hatas.
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Az inverziods heterozigotakban a homoldgok parosodasa soran a meiozis profazisaban, illetve a Drosophila 6rias
kromoszomain jellegzetes képzédmény, az ugynevezett inverzios hurok figyelhetd meg. Inverzids heterozigdtakban
a homolog kromoszomak parosodasa akadalyozott ezért az inverzion kiviili, de ahhoz kdzel es6 szakaszokban az
atkeresztez6dések aranya elmarad a kromoszoma mas régidiban tapasztalhato értékektél. Ezért az inverzids
heterozigdtak igen kevés a rekombinans ivarsejtet képeznek. Ennek okait a 1.13. abra szemlélteti. A balanszer
kromoszdmak is inverziok rekombinaciot gatld hatasat hasznaljak ki.

PARACENTRIKUS PERICENTRIKUS
INVERZIO INVERZIO
A BC D E A B C D
ADC B E Inverzios heterozigotak A © ‘ B D
Homolégok
parba allasa
(inverzids hurok)
e}
B acentrikus A B cC D
E E Fragmaat |ebalsz) 7 B '— T A
= Cs ¢ mmmp c
D_C B_D
yilgtlenssend '
krompsnoma borés A A C B D
dicentrikus hid :‘
A DCB E A BC DE
naormaiis snildl o B C D E mormdlis sndlsl A B o L D
= ABC D iecicns (D), duplikiei }
= dedéscicet rekombindng l:t...:,.?:..ﬂ'{:m" beics (A} A B - C_A
v
ﬁ - A deliécios (A), duplifcicios (D) O C BE D
9 geitcics rekombindng  ——(—— rrh‘u-n'.numlj\n : ! E
s
inveds idss. il 6 _._E_M_LE_ irredr i Ll AC & B D

1.13. abra: Inverzids heterozigotak meidzisa. Para- és pericentrikus inverzios heterozigdta meidzisa soran
egyarant inverzios hurok alakul ki a homoldgok parosodasakor. Az inverzios hurkon beliil bekovetkezd
atkeresztez6dések mindkét esetben kiegyenstilyozatlan rekombinans gamétak képzédéséhez vezetnek. Az inverzidk
tehat meggatoljak a rekombinans egyedek kialakulasat.

Transzlokacié soran egy kromoszéma részlete egy masik kromoszomara helyezdédik at, vagyis az informaciod
tartalom nem valtozik. Kivételt jelentenek azok az esetek, ahol a téréspont egy génen beliil talalhatdé vagy a mar
emlitett pozicids hatas érvényesiil. A nem reciprok transzlokacié esetén a genetikai anyag mozgasa egyiranyu.
Reciprok transzlokacio esetén azonban a két nem homoldg kromoszoéma kozott a genetikai anyag kdlcsondsen
kicserélodik.
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A : B :

Reciprok transtlokicio Robertson transzlokdcid
13:6)(52:52) rob{2a;7a)

2pTp
ETRPN |

q7q

1.14. abra: Transzlokaciok. (A) reciprok transzlokacio. (B) Roberstsoni transzlokacio. Az ellipszis a centromeront,
a benne 1év6 kék szam a kromoszoma szamat jel6li. (toréspont: szaggatott vonal; pl-p3 és q1-q5: kromoszéma

régiok.
A 1 B
N1 - N1 T2
Tl —.—E— Meidzis |
! Metafazisa
2 L]
NZ ' : T1 N2
T7—bk
Stomseédos (adiocent) Szemkdeti (alternate)
szegregacit Meidzis I-ben. szegregacid Meidzis |-ben.
c S0 D S0
Kiegyensulyozatlan meidtikus termékek Kiegyensilyozott meidtikus termékek
[m—l— T2 —4— ] ["1_'_ ”3_.__]
[Nl_"— T2 —§— ] ["1_‘- N2+]
g f
1'., \
\ ! /
N1 T2 1 /
T1 N2 LB
/
/
/
[11 + N2 ‘ ] [Tl - ]
[1- 1 + N2 + ] ['r1 - T2 - ]
Kiegyensulyozatlan meidtikus termékek Kiegyensilyozott meidtikus termékek

1.15. abra: Egy reciprok transzlokacios heterozigéta meiozisa. (A) reciprok transzlokacié Ggy jon létre, hogy
két nem homolog kromoszéman (N1. és N2.)egy-egy torés keletkezik és az acentrikus kromoszoma részletek a
masik, nem homolog kromoszémaval forrnak 6ssze (T1 és T2). Az ilyen egyed éltalaban életképes, benne a
genetikai informacioé mennyisége és tartalma altaldban valtozatlan marad. (B) Meiozis I-ben jellegzetes kereszt
alakban parosodik a két vad tipusi nem-homolog (N1 és N2) és a két transzlokéacios kromoszoma (T1 és T2). (C)
Szomszédos szegregacio esetén anafazis I-ben egy vad tipusu és egy transzlokacios kromoszéma szegregél egyiitt
(N1 és T2 illetve T1 és N2). Az igy létrejott meiotikus termékek kiegyensulyozatlanok, és legtobbszor életképtelen
utdd képzddéséhez vezetnek. (D) Valtakozo szegregacio esetén két vad tipust (N1 és N2) illetve két transzlokéacios
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kromoszoma (T1 és T2) szegregal egyiitt. Mivel az igy 1étrejott ivarsejtek kiegyensulyozottak, bel6liik altalaban
egészséges utod fejlodik. Az abran nincs feltiintetve, de ritkan (>1%) a homolog centromeronnal rendelkez6
kromoszomak (N1 és T1, illetveN2 és T2) szegregalnak egyiitt. Ez a II-es tipusu szomszédos szegregacid. Ebben
az esetben is kiegyensulyozatlan gamétak keletkeznek.

A transzlokdciok eredményeképpen jelentésen megvaltozhat a kromoszomak morfoldgiaja. A Robertsoni
transzlokacié soran egy akrocentrikus kromoszoéma hosszu karjat és egy masik akrocentrikus kromoszéma rovid
karjat alkot6 kromoszoma részlet cserélddik ki kolcsondsen. Az eredmény egy nagy metacentrikus és egy apro
metacentrikus kromoszoma. A kisebb kromoszoma gyakran elveszhet, mert szegregalodik megfelelden a meiodzis
sordn. Osszességében tehat a Robertsoni transzlokacid a kromoszomaszam csdkkenéséhez vezethet. A
és az orangutanok diploid kromoszémaszama, 2n = 48.Az ember diploid kromoszomaszama 2n = 46. Ha a
kromoszdémak savozasi mintazatat gondosan tanulmanyozzuk, akkor lathatd, hogy a human 2. nagy metacentrikus

s

kromoszdma pedig elveszett az id6k folyaman (1.16. abra).
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1.16. abra: A transzlokaciok a kromoszémaszam megvaltozasahoz vezethetnek. Az ember diploid
kromoszomaszama (2n =46) valésziniileg egy Robertsoni transzlokacio és egy kromoszoma elvesztése kovetkeztében
alakult ki.

A kromoszomak szamaban bekovetkezo valtozasok

Aneuploidia

Egy tobbsejtll eukariota szervezet euploid ha az alap kromoszomaszam egész szamu tobbszordsével rendelkezik
testi sejtjeiben (pl.: haploid, diploid, vagy poliploid). Ha azonban egy egyed az alap kromoszéma készlethez képest
egy vagy tobb kromoszomaval kevesebb vagy tobb kromoszomaval rendelkezik, akkor az aneuploid. Az aneuploidia
kialakulhat egy Robertsoni transzlokaciot kovetd kromoszomavesztéssel, vagy a meidzis illetve a mitdzis soran
kromoszéma nondiszjunkcio kovetkeztében (1.17. abra).
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1.17. dbra: Az aneuploidia kromoszéma non diszjunkciéval jon létre. A kromoszoma non diszjunkci6 att6l
fiiggben, hogy a meiodzis 1. vagy a Meiodzis 1. soran is kovetkezik be, eltéré meiotikus termékek keletkezéséhez
vezethet.

Diploid szervezetekben a leggyakoribb aneuploidok a nulliszémok. Az ilyen egyedek mindkét homolog
kromoszdmajukat elvesztették. Kromoszoémakeészletiiket 2n-2, ahol n a haploid kromoszémaszam. A monoszémok
egyetlen kromoszomat vesztettek el. Jelolésiik 2n-1. Triszémia (2n+1) akkor alakul, ki ha az egyed egy
kromoszdémaval tobbel rendelkezik a normalisnal. Tetraszémiarél akkor beszéliink,ha két extra homolog
kromoszoémara tett szert az egyed. Egy egyedben egyszerre tobb aneuploidiat eredményezé mutacios esemény is
bekovetkezhet. Illyenek példaul a dupla triszomiasok, amelyek két nem homolog kromoszomabol is egy-egy extra
példanyt hordoznak (2n+1+1).

Az aneuploidia kovetkeztében egyes gének példdnyszama és ddzisa megvaltozik, igy a géntermékek kozotti
egyensuly felborul. Ez pedig altalaban 6sszeegyeztethetetlen a normalis egyedfejlddéssel. Ez az oka annak, hogy
az ember esetében az aneuploid embridk mindossze két szazaléka sziiletik meg. Az élve sziiletett aneuplidokban
altalaban az ivari kromoszomak szama tér el a normalistdl (3. tablazat). Az autoszémalis aneuploidok tilnyomo
tobbsége spontdn elvetél kizardlag néhany kisebb autoszéma szdmanak megvaltozasa esetén sziiletnek meg élve.
Ennek oka valodszinlileg az, hogy akisebb kromoszémakon kevesebb gén talalhatd, vagyis a géntermékek
egyensulyaban is kisebb mértékii a zavar. Emberben a legelterjedtebb autoszémalis aneuploidia a 21. kromoszéma
triszomiaja, amely a Down koért okozza.

3. tablazat: Néhany gyakoribb emberi aneuploidia
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etegsé | soblds | Tewk

Turner szindréma

Down kor

45, X
(monoszémia)

47, XX vagy XY, +21
(triszdmia)

Mormalis szellemi képességl steril nd.
Sokszor alacsony névésiek.

Altalaban szellemileg enyhén
visszamaradottak. Az iziilletek nagyon lazak,
a testmagassag alacsony, a mozgas esetlen.

Megnovekedett hajlamuk van a
leukémiara.

Stlyos sziv rendellenességek, altalaban kis
meéretli orr és szaj, abnormalis fllek.
Szellemileg sulyosan visszamaradottak.

Edwards szindroma £ }{{i{r ;azi':-n}f::} 8
Szemiik kicsi vagy hianyzik. Néha egyetlen
dsszeolvadt szemmel rendelkeznek az
arcuk kozepén. Szellemileg sulyosan
visszamaradottak. Ritkan élik meg az
egyéves kort,

A7, XX vagy XY, +13

Patau szindroma L
(triszomia)

Alulfejlettherék, terméketlenség, ndies

B eietereandion Sy ARY testalkat, gyakran pszichés zavarok.

Tébbséglik az atlagosnal magasabb,
fogamzoképes nd. A ndi nemi szervek
lehetnek szabalyosak vagy gyengén
fejlettek. Gyakoribbak a tanulasi
nehezsegek, gyengebb izomtonus, es
viselkedési problémak.

Tripla-X szindroma 47, XXX

Szuperférfi vagy XYY A7, XYY
szindroma

Gyakorta magasabb novesl, sokszor
alacsonyabb intelligenciaju férfi.

Poliploidia

Az eukariodta szervezetek tobbsége életciklusa nagyobbik részében diploid (2n). A diploidokban minden kromoszdéma
két homolog példanyban van jelen, vagyis kétszeres kromoszoma készlettel rendelkeznek. A kromoszéma készletiik
egyik felét az apatol a masikat az anyatol oroklik. A soksejtli eukariotak ivarsejtjeiben és a haploid ¢l61ények testi
sejtjeiben azonban minden kromoszoéma csak egyetlen példanyban van jelen. A kromoszéma készlet tobbszoros
vagyis poliploid ha a kromoszéma készletek szdma az alap kromoszoéma szdmnak (x) kettonél nagyobb szamu
tobbszordse. Példaul: 3x = triploid, 4x = tetraploid, 5x = pentaploid, 6x = hexaploid. A poliploidia a névények
korében a legelterjedtebb. A fajképzddés igen gyakori mddja ez. A virdgos ndvények 40 a fiivek 70 szazaléka
poliploid (4. tablazat). Az allatvilagban a poliploidia ritka jelenség. Egyes halak, békak és szalamandrak esetében
fordul eld.

Aszerint, hogy a poliploidok egyetlen faj kromoszoma készletét, vagy tobb kiilonb6z6 faj kromoszoma készletét
tartalmazzak tobb példanyban, megkiilonboztetiink autopoliploid illetve allopoliploid szervezeteket.

Az autopoliploidok létrejohetnek igy, hogy egy korai diploid (2n) embrio mitdzisaban az egyik testvér kromatida
sem valik szét az anafazis soran és igy a diploid szervezetbdl tetraploid (4n) szervezet jon 1étre (1.18. abra A). Ha
egy diploid szervezetben meidtikus nondiszjunkcié kdvetkeztében 2n kromoszoémakészletii ivarsejt képzddik és
ez egy normalis haploid (n) ivarsejttel képez zigotat akkor autotriploidia alakulhat ki (1.18. dbra B).
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A
Autoploiploidia kialakuldsa mitozissal
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2n ivarsejiek autatrigloid
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1.18. abra: Az autopoliploidia kialakulidsa. Autopoliploidia kialakulhat mitézis kromoszoma non diszjunkcio
attol fiiggden, hogy a meidzis 1. vagy a Meiozis I1. soran is kovetkezik be, eltéré meiotikus termékek keletkezéséhez
vezethet.

Mivel az autopoliploidok kromoszdémakeészletei kdzos eredetliek, a homoldgok meidzis I profazisaban parosodni
probalnak. Olyan autopoliploidoknal, amelyek az alap kromoszomakészlet paratlan szamu t6bbszordsét tartalmazzak,
az egyik homolognak nem jut par ezért az véletlenszerlien szegregal anafazis I-ben. Ennek kdvetkeztében az
ivarsejtek és bel6liik kialakuld zigotak tilnyomo része tobb vagy kevesebb kromoszoémaval rendelkezik a normalisnal
(1.19. abra). Ez altalaban sterilitdshoz vezet. Azon autopoliploidok esetében, amelyek az alap kromoszdémakészlet
paros szamu tobbszordsét tartalmazzak, elméletben minden homolog megtalalhatja parjat és normalisan osztddhatna,
ez mégis ritka esemény. Ezért ezek a szervezetek is kiegyensulyozatlan ivarsejteket képeznek.
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1.19. Abra: Az autotriploid szervezetek sterilek. Az autotriploid szervezetek haromszoros kromoszoma készlettel
rendelkeznek (3x =2n). Ennek kévetkeztében Meidzis I-ben legalabb az egyik homolog kromoszoma véletlenszeriien
szegregal. Ezért csak kis valdszintiséggel keletkeznek normalis, kiegyenstlyozott ivarsejtek.

Az allopoliploidok két faj keresztezésével jonnek létre. A hibrid olyan poliploid lesz, amely két vagy tobb faj
kromoszdémakészletét hordozza. A hibrid minden kromoszdémat csak egy példanyban tartalmaz ezért a gaméta
képzése soran meidzis I profazisaban nincsenek homoldgok, amelyek parosodhatnanak. Ennek kovetkeztében
anafazis [-ben a kromoszomak véletlenszeriien szegregalnak és kiegyensulyozatlan, aneuploid gamétak képzédnek
(1.19. abra). Vagyis a hibrid steril lesz, de vegetativan szaporithaté. Ritkan el6fordul, hogy a hibrid korai embrionalis
koraban mitétikus nondiszjunkcio kovetkezik be. Ennek kovetkeztében megduplazodik a kromoszoéma szama és
egy allotetraploid egyed jon 1étre. Az allotetraploid meidzisa esetében mar minden egyes kromoszoma megtalalja
homoldgjat és igy kiegyensulyozott euploid gamétak képzddhetnek. A névénynemesitok sejtosztodast gatlo kolhicin
segitségével végeredményben ugyanezt érik el. Ha ugyanis a kolhicines kezelés az 0sztodo sejtet a mitdzis
profazisaban éri, akkor a mar megduplazodott kromoszomakészlettel rendelkezé sejt visszakeriilhet interfazisba
és igy egy mesterséges allotetraploid névény johet 1étre.

Kozeli rokon fajok keresztezddésével eldallt hibridek esetén a két faj kromoszomai még nagyfoku hasonlosagot
mutathatnak egymassal. Ekkor a hibrid meiozisa soran profazis I-ben kialakulhatnak olyan homoldg parok, amelyek
egyik tagja az egyik masik tagja a masik faj kromoszomajat tartalmazza. Ez felhasznalhaté a egyes ndvények
rokonsagi viszonyainak megallapitasara.

A legtobb ¢él6lényben a sejttérfogat a sejtmagtérfogatanak, vagyis a genommeéretének fliggvénye. Tehat a poliploidok
altalaban nagyobb sejttérfogattal és sokszor nagyobb testmérettel is rendelkeznek. A ndvénynemesitdk igy allitanak
el6 nagyobb viragl vagy gylimolesti novényeket. Ez a helyzet a legtobb termesztett ndvény esetében is (4. tablazat).

4. tablazat: Termesztett ngvényeink 4ltalaban poliploidok
Burgonya (autopt?ipbid} -
Banan {aum::}l:iplaid} >
Edesburgonya {autupi?iploid) 2
Dohany {allopizploid) i
Buza (auopﬁn?iploid) +
Szamoca {auc,p::Iipicid} 2
Cukornad & =

(allopopliploid)

Az elézéekben roviden dsszefoglaltam, hogy megsziiletése 6ta milyen uj technikékkal béviilt a citogenetika
eszkdztara illetve a kromoszoémak mutacidit. A citogenetika gyakorlatokon pedig megismerkediink a mitozis és a
meiozis folyamataval, egy egyszerti kromoszoémafestési modszerrel illetve a citogenetikai preparatumok széles
korben elterjedt elkészitési modjaval.
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l. gyakorlat:A mitézis tanulmanyozasa és a
kolhicin hatasanak megfigyelése a
voroshagyma gyokércsucs merisztémajaban

A gyakorlat soran kolhicinnel kezelt és kezeletlen hagyma (Allium cepa) gydkércsucsbol szélesztett preparatumot
készitiink. A preparatumokon azonositjuk a mitozis fazisait és megfigyeljiik a kolhicin sejtosztédasra gyakorolt
hatésat.

A mitoézis
A mitozis a sejtek szamtartd osztodasa, melynek soran a sejt genetikai allomanya megkett6z6dik és két, az anyasejttel

megegyez0 kromoszomaszamu, leanysejt sejt jon 1étre. A mitdzis sejttanilag négy szakaszra bonthato: profazis,
metafazis, anafazis és telofazis (1.8. abra).

1.20. abra: A mitoézis folyamata voroshagyma (Allium cepa) gyokércsiics merisztéma sejtjeibol késziilt
szélesztett preparatumon (A) interfazis; (B) profazis; (C) metafazis; (D) anafazis;(E) telofazis;(F) utodsejtek;
(G) normalis metafazis; (H) kromoszémak ,,C mitozisban”

A profazis (1.20. abra B):

A profazis a mitdzis bevezetd szakasza. A kromoszoémak kondenzaldédnak és mar fénymikroszkoppal is meg lehet
figyelni 6ket. Ezek a kromoszoémak mar két, genetikai informacio tartalmukat tekintve azonos testvérkromatidabol
allnak, amelyek a centromeronnal kapcsolédnak dssze. Ez a kromoszdma kétkromatidas allapota.

A kései profazisban a sejtmagvacska (nucleolus) eltiinik és megkezdddik sejtmag (nucleus) membranjanak lebomlasa.
Kialakul az osztddasi orsd, amelynek fonalai a sejt pdlusaihoz illetve a kinetochoron keresztiil a centromerekhez
kapcsolddnak.
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A metafazis (1.20. abra C):

A metafdzisban a maghdrtya mar teljesen lebomlott. A kromoszomakat a magorso6 fonalak a sejt egyenlitdi sikjaba
rendezik. A kromoszomak kondenzacioja fokozodik, szerkezetiik ebben a fazisban a legtomorebb. A citogenetikai
vizsgalatokat is tobbnyire metafazisos kromoszoémakon végzik. Ekkor figyelhet6 meg leginkabb a kromoszomak
alakja valamint ebben a fazisban célszerti meghatarozni a fajra jellemz6 kromoszémaszamot. Ez az éllapot tehat
a legmegfelel6bb a kariotipus elkészitéséhez.

Az anafazis (1.20. abra D):

Az anafazis soran a testvérkromatidak centromeronjai elvalnak egymastol és a kétkromatidas kromoszémabol két,
egykromatidas leanykromoszoma jon létre. Az egykromatidas leanykromoszoémakat a magorso fonalak a sejt két
ellentétes polusara huzzak.

A telofazis (1.20. abra E):

A mitézis a telofazissal zarul. A lednykromoszomak mar a sejt ellentétes polusain talalhatéak. A kromoszoémak
szerkezete fellazul. Uj sejtmaghartya kialakuldsa kezdddik meg a kromoszémak koriil, Gjra megjelenik a
sejtmagvacska, végiil a sejtplazma is osztodik.

A kolhicin hatasa a sejtosztédasra

A kolhicin az 6szi kikericsb6l (Colhicum autumnale) és mas Colhicum fajokbodl izolalhatd alkaloida, mely a magorso
fonalakat bénitja. Hatasara a leanykromoszoémak a metafazisban nem képesek szétvalni és a sejt ellentétes polusaira
vandorolni. Ezt hasznaljak ki a ndvénynemesiték. Segitségével poliploid ndvényi szoveteket lehet 1étrehozni, ez
pedig alkalmas olyan fajhibridek sterilitdsanak lekiizdésére, ahol a terméketlenség oka az, hogy a két faj kromoszdémai
nem képesek egymassal parosodni ezért véletlenszertien szegregalnak a meidzis soran. A kolhicin hatasa attol
fiiggben, hogy milyen sejtosztddasi fazisban végezziik, a kezelést eltéré lehet. A profazisbol a sejtek
visszakeriilhetnek az interfazisba. A profazis megrovidiil és a sejtek hosszabb ideig tartézkodhatnak metafazisban,
ez pedig a metafazisok gyakorisaganak megnovekedését eredményezi. Ennek megfelelden az ana- és telofazisok
ritkdbbak. A kolhicinnel kezelt szovetben a kromoszomak tomorebbek, méretiik kisebb. Megfeleld kolhicines
kezeléssel kariotipus meghatarozasara alkalmas preparatumot kapunk.

A gyakorlat menete

Anyagok:

* lkg dughagyma

» Carnoy rogzit6: abszolut alkohol és jégecet 3:1 elegye
* IN s6sav

* papirvatta

* szlr6papir

¢ 0,1%-o0s kolhicin oldat

* 5%-o0s karminecetsav 45%-0s ecetsavban oldva

* targylemez

» fedblemez
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El6készités
A dughagyma gyokereztetés (2-5 nap):

A hagymak gyokerét megtisztitjuk az elszaradt részektél majd vigyazva, hogy csak a tonkjiik érjen a vizbe,
gyokereztetd edénybe helyezziik. A gyokereztetés soran a vizet az edényben naponta cseréljikk és a gyokerek
allapotat ellendrizziik. A preparatum készitésére a néhany centiméter hossz(i, még nem barna gyokér alkalmas. A
gyokéresucs porcelanszerii. Az intenziven 0sztodo zona sargasfehér, mogotte a gyokér attetszo.

Kolhicinezés (4-5 6ra):

A kezelend6 gyokereket 1-2 ml 0,1%-os kolhicin oldatba helyezziik, majd 4-5 ora elteltével, sziirdpapir segitségével
leitatjuk réluk a kolhicin oldatot és rogzitjiik.

Rogzités Carnoy rogzitében (1 nap):

A gybkereket tn. 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 mélyhtitdben illetve 70%-os alkoholban
szobahdmérsékleten is sokaig, akar évtizedekig is elall.

Alternativ rogzités:

Jobb mindségii, de nem annyira tartds preparatumot kapunk, ha Carnoy oldat helyett a gyokereket 45%-o0s ecetsavban
aztatjuk 20 percen keresztiil.

Puhitas

A szélesztett preparatum készitése soran arra toreksziink, hogy a mintank egy sejtsor vastagsagu legyen. A rogzitést
kovetden a gydkércsucsok azonban még tobb sejtsor vastagok €s a sejteket a sejtfalak tartjak ssze. Annak érdekében,
hogy megfeleld mindségii preparatumot tudjunk késziteni a sejtfalakat alkotd poliszacharidokat el kell hidrolizalnunk.

A gyokereket a rogzitébol kivéve vizzel mossuk, leitatjuk, majd 1N hideg sdsavval atoblitjiik, hogy a maradék
vizet eltavolitsuk. Ezutan a gyokereket 60°C-on 1N sosav oldatban inkubaljuk 5 percig — vigyazzunk, mert ha
tovabb fézziik benne a sejtmag is karosulhat. A puhitast kovetden a gyokereket desztillalt vizzel mossuk, majd a
vizet leitatjuk. Az igy kapott puhitott gyokeret 70%-os alkoholban taroljuk.

20

http://www.renderx.com/



3

H\M‘\ﬁ

Citogenetika

1.21. Abra: a hagyma gyokércsiics elokészitésének és festésének fazisai

Festés

A hagyma gyokeret egy targylemezre helyezziik, megallapitjuk, hogy melyik a csucsa (sargasfehér vég, alatta az
attetsz0 allandosult szovetek) és 5%-os karminecetsavat cseppentiink ra (1.21. abra). A targylemezt nyilt lang felett
6vatosan melegitjiik egy-két percig. Ugyeljiink arra, hogy a festék ne forrjon fel! A festddés akkor jo, ha a
gyoOkércsucsok sotétbarnas-vordssé valnak. Ha a preparatumot talfestjiik, akkor a szine feketésen vords.

A festést kovetden a felesleges karminecetsavat felitatjuk sziirdpapirral és a gyokeret 1j, tiszta targylemezre
helyezziik, a gydkércsucs mogotti allandosult szoveteket eltavolitjuk. Ezutan gyorsan egy csepp karminecetsavat
rakunk ra és befedjiik a fed6lemezzel. Ha a minta elég puha, akkor mar a fed6lemez stlya hatasara is szétteriil a
szovet. A targylemezt még 1-2 percig melegitjiik, néha egy-egy csepp karminecetsavat hozzadadasaval.

A sejtek szélesztése
A fed6lemezre szirépapirt helyeziink, leszoritjuk és a ceruza végével vagy mas tompa végii targgyal finoman

kopogtatjuk, majd ,,firkaljuk” a mintat. Ha ekkor mikroszkdppal megnézziik a preparatumot, akkor latjuk, hogy a
sejtek még gombolyliek. Ezért van sziikség a preparatum kilapitasara. A sziirdpapirt raszoritjuk a fedélemezre és
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egy hatarozott mozdulattal, hiivelykujjunkkal ranehezediink a mintara. Ezek utana a kész szélesztett preparatumot
fénymikroszkoppal vizsgaljuk meg.

Feladatok

1. Figyeljiik meg a mitozis fazisait a kezelt és a kezeletlen preparatumon!
2. Készitsiink rajzot az egyes fazisokrol!
3. Prébaljuk meg meghatarozni a diploid a kromoszomaszamot. 2n=?

4. Figyeljiik meg, hogy milyen hatassal van a kolhicin a kromoszémak elrendezddésére, méretére illetve az egyes
fazisok gyakorisagara!

Il. gyakorlat A meidzis vizsgalata a fas bazsarézsa
pollenanyasejtjeiben

A gyakorlat soran fas bazsardzsa (Paeonia sufruticosa) bimbok pollenanyasejtjeib6l szélesztett preparatumot
készitiink. A preparatumokon azonositjuk a meiozis fazisait.

A meiozis

A meiozis a gamétak termelésére specializalodott sejtek osztodas tipusa, melynek soran egyetlen meiocita anyasejtbol
4 utdédsejt mas néven meiodtikus termék keletkezik. Egyetlen meidtikus termék kromoszoéma szama - ezaltal genetikai
informacio tartalma - pontosan fele az anyasejtének. A négy meidtikus termék informacio tartalma egymastol
kiilonboz6

A meidzis 1ényegében két egymast kdvetd sejtosztddasbol all. Az elsé osztodasi szakaszban a homolog kromoszomak
- Mendel els6 torvényének megfelelden - szétvalnak egymastol, és kiilon utddsejtbe keriilnek, mialatt a testvér
kromatidék egyiitt maradnak.

A masodik osztodasi szakaszban a testvér kromatidak valnak szét egymastol, igy az utddsejtek egy DNS szalbol
allo, de az anyasejthez képest fele kromoszoma szamu kromoszéma készlettel rendelkeznek.

A meiozis sejttanilag négy szakaszra bonthatd: profazis, metafazis, anafazis és telofazis (1.22. abra).
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1.22. abra: A meidzis fazisai fas bazsarozsa (Paeonia sufruticosa) pollenanyasejtjeiben (A), (B) és (C) Profazis
I; (D) Metafazis I.; (E) Anafazis I; (F) Telofazis (G) Profazis II; (H) Metafazis II; (I) Anafazis II; (J) és (K) Telofazis
IL; (L) pollenek

Profazis | (1.22.abra A -C):

Leptotén (vékony fonalas): a kromoszoémak hosszu vékonyfonalként lathatova valnak.

Zigotén (parosodd fonalas): homoldg kromoszémak hossztengelyiilk mentén parosodnak, kialakul a bivalens
kromoszoma, amit 4db. kromatida alkot.

Pahitén (vastag fonalas): a kromoszoémak szalai megvastagodnak, megrovidiilnek. Ebben a fazisban megy végbe
a crossing-over.

Diplotén (dupla fonalas): a négy kromatid egymashoz tapadasa lazul, kiazmak (atkeresztezodések) jelennek meg.
A kiazma a crossing-over citologiai megjelenése.

Diakinézis:a kromoszoémak tovabb rovidiilnek, a maghartya eltiinik.
Metafazis | (1.22.abra D):

A homologok az egyenlit6i sikban rendezddnek, a testvér kromatidak nem valnak el, a homologok centromerei
ellenkezd polushoz tartozé huzé fonalakhoz tapadnak
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Anafazis | (1.22.abra E):
A homoldg parok tagjai az ellenkez6 pdlusra jutnak
Telofazis | (1.22.abra F):

Fajonként valtozo lehet. A masodik osztodas rogton folytatodik, vagy kialakulhat a magmembran, sot a sejtmembran
is. Az els0 osztddas redukciods, mert a kromoszomak szamat a felére, a haploid szamra () csdkkenti az utddsejtekben.

Profazis Il (1.22.abra G):

Megrovidiilt, haploid kromoszémaszamot mutatd kétkromatidas kromoszémak latszanak

Metafazis Il (1.22.abra H):
A kromoszomak az egyenlitdi sikba rendez6dnek.
Anafazis Il (1.22.abra I):

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

Telofazis Il (1.22. abra J és K):

Kialakul a magmembran és 1étrejon a négy haploid meidtikus termék vagy tetrad.

A gyakorlat menete:
Anyagok:

* bazsardzsa bimbok

» Carnoy rogzit6: abszolut alkohol : jégecet 3: 1 elegye
* papirvatta

* sziir6papir

* 0,1 %-os kolhicin oldat

+ karminecetsav

* targylemez

» feddlemez

El6készités

A bimbodkat egy tavaszi reggelen érdemes begyiijteniink az ELTE botanikus kertjéb6l. A kdzepes méreti bimbokat
érdemes begytijteni, a nagyon nagy illetve nagyon kicsi bimbo mar vagy még nem jo. Egy bimbdban rengeteg
portok talalhato. Ha a portok sarga, akkor mar nem alkalmas a vizsgalatra, mert mar pollenek vannak benne. A
begyijtott bimbokrol eltavolitjuk a takardleveleket és Carnoy rogzitébe aztatjuk 2 napon keresztiil, a rogzitét 12
oranként lecseréljiik. A rogzitett bimbok 70%-os alkoholban, mélyhiitében tarolhatdak.

A festés

A targylemezre egy porzdszalat helyeziink. A portok végébdl 1mm-t levagunk és landzsattivel felapritjuk, mint a
petrezselymet. Karminecetsavat cseppentiink ra, feddlemezzel lefedjiik és igy melegitjiik 6vatosan néhany percig,
majd szélesztett preparatumot készitiink (1asd mitozis gyakorlat).
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Feladatok

—_

. Figyeljiik meg a meiozis fazisait a pollenanyasejtekben
2. Figyeljiik meg a mitozis fazisait a portok szovetében!
3. Figyeljiik meg a bivalenseket

4. Készitsiink rajzot az egyes fazisokrol

5. Probaljuk meg megszamolni a kromoszomakat. A meidzis mely fazisat érdemes kivalasztani erre a célra?
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2. fejezet - Tetradelemzés

Dr. Lengyel Katalin egyetemi tanarsegéd
ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék

A gyakorlat célja

A tetradanalizis fogalmanak, elvének megismertetése. A tetradanalizis/homoldg rekombinacid latvanyos szemléltetése
sporaszin mutansok keresztezésével. A génkonverzid jelenségének bemutatasa és szerepének kiemelése a homolog
rekombinacid folyamataban. A génkonverzid és crossover viszonyanak demonstralasa.

A rekombinacio

A sziil6i allélek atrendezddésével (rekombinalddasaval) i kombinaciok jelenhetnek meg az utddgeneracidban.
Fiiggetlen gének esetében a gének alléjai Mendel I1. térvénye értelmében szabadon kombinalddnak, és igy egyenld
aranyban alakulnak ki sziil6i és nem sziil6i tipust ivarsejtek (gamétak). Kapcsolt, vagyis egy kromoszoéman
lokalizalt gének esetében az 0j kombinaciok kialakulasat a crossing over biztositja (az allélek reciprok kicserélddése
a homolog kromoszomak kozott a homoldg rekombinacio folyamata soran), amelynek eredményeként sziil6i és
rekombinans kromoszémakat kapunk. Rekombinacié nélkiil csak sziiléi 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 iddzitve végbemend homolog
rekombinacioval 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 meiozis
termékeit. Ily modon az egyedi eseményeket hasonlitjuk dssze. A meiotikus osztddas haploid terméke az allatokban
a petesejt a harom sarki testtel illetve a spermiumok. Viragos novényekben a végtermék a 8 sejtbol allo embridzsak
¢és a harom haploid sejtb6l allo pollenszem. Haploid tomlésgombak esetében 4, illetve a meidzist kovetd mitotikus
osztodas utan 8 haploid aszkospéra egy meidzis terméke. A 4 illetve 8 aszkospora a tomlében vagy masnéven
aszkuszban talalhato, ez teszi lehetové a tetradok elkiiloniilt vizsgalatat. A tomlésgombak egy részében a meiotikus
osztodas, illetve a mitozis tengelye szigoruan rogzitett. Az egyes osztodasok linearis rendben kovetik egymast és
ezt az elrendez6dést megdrzi a végtermék, a 8 aszkospoéra is, ezeket nevezik rendezett tetradoknak. A sporak
genotipusanak linearis rendje a tetradanalizis kulcsa, ez teszi lehetévé, hogy rendezett tetradok esetén egyetlen
gén és centromeronja kozti tavolsagot tudunk megadni.

A gyakorlatban az aszkuszok mintazatanak vizsgalata ugy torténik, hogy az aszkuszokat egy csipesszel kinyomjak
azun. termdtestbol, majd az egyes aszkuszokbol a sporakat sorrendben, egyenként kiemelik egy vékony iivegtiivel.
Ezutdn minden sporat kiilon-kiilon kémcsdben taptalajon kicsiraztatnak és a gombafonaltomeg, a micélium
tulajdonsagait ellenérzik. Ezt a munkafolyamatot disszekcionak nevezik. Mivel a spora 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 spdra szinmutansok segitségével végezziik a tetradelemzést. A vad tipusu 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.)

A spoérasorrend jelentése

Az aszkusz szigort térrendje azt eredményezi, hogy harantsikban elhasitva két egyenl6 félre oszthato, a 8 aszkospora
elsé és masodik négyese az apai és anyai kromoszémapar centromeronjait jelképezi, illetve a centromeronhoz
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kapcsolodo kromatidak genetikai tartalmat. Hiszen az els6 meiotikus osztédaskor ez a két centromeron ,,vonszolta"
a kromoszoma tobbi részét az utddsejtek polusaihoz.

A masodik meiotikus osztédas, amikor a centromeron is osztodik, s ezaltal a testvér kromatidak is elvalhatnak
egymastol, a sporaparral jellemezhetd: az 1. és 2.; 3. és 4.; 5. és 6. illetve 7. és 8. pozicidban fekvd sporak a
kromatidak genetikai tartalmat jelképezik. Mivel a kromatida DNS-e egyetlen hosszii DNS kettds spiralbol 4ll, a
sporapar az adott DNS-molekuldn fekvo allélokrol tdjékoztat. Ezek utan nem nehéz belatnunk, hogy az aszkusz
minden egyes sporaja a kromatidafonalban levé DNS kettds spiral egyik szalat jelenti, illetve az azon levo genetikai
informaciot. A sporaparok tagjai tehat elméletileg azonosak, hiszen egy DNS kettds spirdl dupldzodasaval jottek
1étre.

Azonos centromeronhoz kapcsolddo 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 ¢€s a vizsgalt allélpar kromoszomalis helye kozott.

A tomlésgombak életciklusa

A tetradanalizis klasszikus objektumai az Ascomycetes/tomldsgombak osztalyaba tartozo gombak. A tomldsgombak
kozé olyan ismert fajok is tartoznak, mint példaul az élesztok, penészgombak, a lisztharmat, a kucsmagomba és a
szarvasgomba. Gyakran vizsgalat fajok példaul a Neurospora crassa, a Sordaria fimicola és a Saccharomyces
cerevisiae €lesztd (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 (2.1. 4bra). Szaporodasa esetén
termoOtestet (ascocarpium) képez, a sporak miutan kikeriilnek az aszkuszbdl kicsirdznak és primer micéliumot
(tenyésztestet) hoznak Iétre, melyen néi ivarszervek (aszkogoéniumok) és himivarszervek (anteridiumok) képzédnek.
Az aszkogoOnium csticsan helyezkedik el a parzé fonal (trichogin), ezen atvandorolva jutnak a himivarsejtek az
anteridiumbol az aszkogéniumba. Egyesiilve diploid ugynevezett magpart (dikariont) képeznek, mely magparok
az aszkogonium altal 1étrehozott hifakba vandorolnak. Az 6sszeolvadast nem koveti azonnal kariogamia, ezaltal
magparos sejtek, majd azokbol magparos (,,aszkogén”) hifak jonnek 1étre. A magparos vagy dikariotikus hifakbol
jon létre a termotest (ascocarpium). A termdtest kialakuldsa a tomlésgombakra altalanosan jellemz6. A kariogamia
a dikariotikus hifa végsejtjében horogképzéssel megy végbe. A horogképzdés mechanizmusa meggatolja két
azonos ivarjellegli sejtmag Osszekeriilését. A zigdtat tartalmazo sejt megnyulik, sporangiumma alakul, majd el6szor
meiodzissal és azt rogton kovetd mitdzissal — altalaban nyolc — spdra alakul ki. Ezt a megnyult sporangiumot
nevezziik tomlének vagy aszkusznak, a benne kifejlodott sporakat pedig aszkosporaknak.

27

http://www.renderx.com/



3

\M\Mﬂﬁ

Tetradelemzés

szexualis
: - képlatek
/ eretthifa \ inaise
@9
aszkosporak
plazmegamia

8 aszkosporat
tartalmazo
aszhkusz

aszkusz

mitézis aszkosporakkal
s trichogen
e hifa
2 képrése
meidzis ;
Sordorio szexualis ciklusa
soran kapzodd tarmdtest a
’ peritécium
@ zigota
e dikatiotilus
A karicgamia aszhusz horogképzés r hifa képzés

;.a rimordium
S~ ET s —

2.1. abra A Sordaria fimicola szexualis szaporodasi ciklusa. A Sordaria fimicola életciklusa soran az
szkosporakbol, hifak keletkeznek, melyeken a szexualis szaporodas soran , kialakulnak a kép kézepén lathato
termétestek (peritéciumok), az aszkosporakat tartalmazo aszkuszokkal.

Sordaria nemzettségben és néhany mas fajnal a sporak kialakulasa szigoraan linearis elrendezédésben torténik az
aszkuszban (2.2. abra). Az ilyen linearis elrendezésii tetradokat, oktadokat rendezett tetradoknak, oktadoknak
nevezzilk, a sporakat nem linearis rendben tartalmazo tetradokat nem rendezetlen tetradoknak nevezziik. Nem
rendezett tetradokat alakit ki példaul az éleszt6 (2.3. abra).
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2.2. abra A rendezett oktad kialakuldsa. A diploid (2n) zigotabol a meiodzis soran 4 (valdjaban 8) haploid (n)
sejt keletkezik. A sejtmagokat lila gdmbok jelolik. A masodik meidtikus osztddas utan a tetradbol egy meidzissal
alakul ki az oktad. A sejtek érése utan kialakul a nyolc aszkosporat tartalmazo aszkusz. A végtermékben (aszkusz)

a keletkezett haploid sejtek rendezetten helyezkednek el, pozicidjuk és fenotipusuk vilagosan mutatja a meidzis

soran fellépd homoldg rekombinacids eseményeket vagy azok hiadnyat.

Coprinus  Saccharomyces Aspergilius Ascobolus
lagopus cerevisiag nidulans immersus

Chiamydomonas
reinhardtii

(alga)

2.3. 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
informaciot. Ezek a rendszerek nem alkalmasak a meiotikus események (homolog rekombinacié folyamtana)
pontos kdvetésére.

Térképezés a tetradelemzés soran

A tetradanalizis soran vizsgalhatd két gén tavolsaga és egyediilallo modon (igaz csak a rendezett tetradok esetében,
lasd késébb) egyetlen gén és centromeronjanak tavolsaga is.

Monohibrid (egy génes) keresztezés elemzése

A kovetkezOkben kovessiik nyomon egy kivalasztott gén (4) két alléljanak (A4, a) sorsat a meidzis soran.
(Természetesen az Aa genotipusu zigdta az 4Axa keresztezés eredményeként jon 1étre.) Ha a meidzis sordn nem
torténik crossing over a vizsgalt gén és centromeronja kozott, a gén két allélja mar az elsé meiotikus osztédas
soran kiilon sejtekbe keriil, ezt nevezik elsé osztédasos szegregacionak (MI) (2.4. abra). Ezért az oktad elsé négy
sejtje az egyik, masodik négy sejtje a masik allélt tartalmazza, a sporak mintazata az aszkuszban 4:4 (els6 osztodasos
szegregacids mintazat, MI).
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Elso
meidtikus
osztodas

Masodik
meiotikus
osztodas

2.4. abra Els6 osztodasos szegregacio a tomlésgomba meiozisa soran. Els6 osztddasos szegregacioro akkor
beszéliink, amikor nem tortén a meidzis soran atkeresztez6dés (crossing over) a vizsgalt gén (A) €s centromeronja
kozott. Az els6 meidtikus osztodas utan a két allél (A és a) elvallnak egymastol, kiilonbozo utddsejtekbe keriilnek.

Az érett aszkuszban a sporak mintazat 4:4.

Abban az esetben, ha crossing over torténik a gén és centromeronja kozott, a két allél csak a masodik meiotikus
osztodast kovetden kertil kiilonbozo sejtekbe, ezt nevezik masodik osztodasos szegregacionak (MII) (2.5. abra).
A sporak mintazata ebben az esetben tobbféle lehet attdl fiiggden, hogy mely kromatidak vettek részt a crossing
overben. Kialakulhat kétféle 2:2:2:2 ¢és kétféle 2:4:2 mintdzat (rim), ezeket nevezziik masodik osztddasos

szegregacids mintazatoknak (MII).
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2.5. abra Masodik osztodasos szegregacié. Amikor a heterozigéta zigdta midzisa soran crossing over torténik a
vizsgalt gén (A) és centromeronja k6zo6tt masodik osztddasos szegregaciorol beszéliink. A két allél (A és a) az elsd
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meiotikus osztodas utan még nem valik szét, a sejtekben mindkét allél megtalalhato. Az allélek a masodik meidtikus
0sztodas soran valnak szét. Az érett aszkuszban a spoérak mintazata 2:2:2:2 lesz.

Megforditva a leirtakat, ha 4:4-es elrendezddésben latjuk a sporakat, tudjuk, hogy nem tortént crossing over a
vizsgalt gén és centromeronja kdzott az adott tetrad kialakuldsa soran, ha eltéré mintdzatot kapunk biztosak lehetiink
benne, hogy tortént atkeresztezodés a meidzis sordn. Ez a tény teszi lehetdvé szamunkra egy gén €s centromeronja
kozti tavolsag kiszamitasat, annak ellenére, hogy egyetlen gén vizsgalatakor nem tudjuk egy sporarol megéallapitani,
hogy rekombinans vagy sem, de az aszkuszokrol megallapithatd, hogy crossing over tortént-e kialakulasakor.

Hogyan szamoljunk hat? Azt tudjuk, hogy a térképtavolsag, rekombinécios gyakorisag meghatarozasahoz az alabbi
képletet hasznaljuk.

reltombindns utddok

tss5zes utdd
, (emlékeztetdiil: a térképtavolsag nem a rekombinansok, hanem a crossing overek szamaval egyenesen aranyos).
Azon aszkuszokban, melyek MII mintazatot mutattak crossing over tértént a meiozis soran. Ezen aszkuszokban
az utddok felében talalhaté rekombinans kromoszoéma. Tehat az MII mintazata aszkuszok szamat megszorozzuk
nyolccal (minden aszkuszban 8 spoéra talalhatd!), és osztjuk kettdvel (a 8 spora felében van rekombinans
kromoszdma) vagyis:

8 MII

2

Az igy kapott Osszeget osztjuk az dsszes aszkusz szamanak nyolcszorosaval (8 spora talalhatd aszkuszonként).
Matematikailag rendezve az eddigieket kapjuk a kovetkez képletet:

_ MII
" 2 x tsszes aszkusz

100

Dihibrid (kétgénes) keresztezés elemzése

Dihibrid keresztezés végzésekor meghatarozhato a két gén kapcsoltsagi viszonya, ha kapcsoltak tavolsaguk, illetve
mindkét gén centromerontdl mért tavolsaga. Vagyis kapcsolt gének esetén eldonthetd, hogy a kromoszdéma azonos
karjan vagy kiilonb6z6 karokon talalhatdak-e a vizsgalt lokuszok.

Kétgénes térképezés esetében a monohibrid keresztezéskor megfigyeltnél tobb eltéré mintazat alakulhat ki. A
lehetséges mintazatokat harom csoportba sorolhatjuk (2.6. abra):

Parentalis ditipus (PD): csak a sziil6ivel megegyezd (sziil6i tipustl) feno/genotipusu sporat tartalmaz.

Nem parentalis ditipus (NPD): csak a sziildit6l eltéré kombinacioju (rekombinans) sporat tartalmaz.
g |
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Tetratipus (T): mind a négyféle sporat tartalmazza.
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2.6. abra Aszkusz szin fenotipusok. Aszkusztipusok dihibrid keresztezés utan sarga és barna sporaju torzsek
keresztezése utan kialakuld aszkusztipusok sorrendben: PD, NPD, T, T, T, PD, NPD.

Kapcsolt gének

Kapcsolt gének esetén, ha a meidzis soran nem torténik crossing over, a vizsgalt két gén kdzott PD aszkuszokat
kapunk. Ha egy atkeresztez6dés torténik a két gén kozott mindig T aszkuszok alakulnak ki (7. és 8. abrék). Ha a
gének kozott két crossing over torténik, attdl fiiggben, hogy mely kromatidak vettek részt az atkeresztezodésekben,
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 parentalis ditipusu lesz. A harom kromatida k6zott
végmeno két crossing over T, négy kromatida atkeresztezddés esetén NPD aszkusz alakul ki.
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2.7. abra Dihibrid keresztezés, kapcsolt gének esetén (a). Két kapcsolt gén (a, b) keresztezése soran harom {6
aszkusztipus alakulhat ki: parentalis, nem parentalis ditipus és tetratipus. Ha a meidzis soran nem torténik crossing
over a két vizsgalt gén kozott PD, ha egy crossing over torténik TT, ha két crossing over torténik attol fliggden,
hogy mely szalak vesznek részt az atkeresztezodésekben mindharom aszkusztipus kialakulhat. Az abran a két
crossing over soran kialakul6 aszkusztipusokbol az NPD és a TT lathato.
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2.8. abra Dihibrid keresztezés, kapcsolt gének esetén (b). A 7. abrahoz hasonléan itt is két kapcsolt gén (a és
b) keresztezését abrazoltuk. Lathato, hogy két crossing over (DCO) haromféle aszkusztipust hozhat 1étre: ha két
kromatida vesz részt az atkeresztez6désekben 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 meidzis soran).

Ha feltételezziik, hogy minden kromatida egyforma valdsziniiséggel vesz részt a crossing overekben és felvazoljuk,
hogy mely kromatidak atkeresztezédése milyen tipust aszkuszhoz vezet (1. tablazat), belathatjuk, hogy a kettos
crossing overrel kialakult aszkuszok aranya 1PD:2T:1NPD.

1. tablazat. Két crossing over esetén kialakul6 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 kiilonboz6 tipusti aszkuszok szamanak ismeretében meghatarozhatjuk két gén tavolsagat. A monohibrid
keresztezéshez hasonldéan most is aszkuszokat szamlalunk meg, nem pedig egyes sporakat. Lattuk, hogy PD és T
aszkuszt kétféleképpen is kaphatunk (az eltér6 modon kialakulo azonos tipusu aszkuszokat nem tudjuk
megkiilonboztetni). NPD aszkusz azonban csak akkor alakul ki, ha két crossing over tortént a gének kozott. Az
egy atkeresztezddés utan kialakul6 aszkuszok szamat megkaphatjuk ugy, hogy a T aszkuszok szamabol levonjuk
a NPD aszkuszok szamanak kétszeresét (ennyi T aszkusz keletkezett kettds crossing overrel) ez tehat T - 2NPD.
A két atkeresztezddéssel keletkezett aszkuszok szamat a fenti tablazat alapjan, ugy kaphatjuk meg, hogy a NPD
aszkuszok szamat szorozzuk néggyel (4NPD). 4NPD szamu aszkuszban &sszesen 8NPD szamu crossing over
tortént. Az &sszes crossing over szama tehat T - 2NPD + 8NPD =T + 6NPD. A rekombinacio gyakorisaga tehat
az alabbi képlettel szamolhat6 (a monohibrid keresztezésnél levezetett gondolatmenet alapjan osztunk az dsszes
aszkusz szamanak kétszeresével):

T+ 6NFD

= — " ® 100
2 ®x O55zes aszkusz szama
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Fuggetlen gének

Fiiggetlen gének esetén a szabad kombinalddas miatt crossing over nélkiil egyenld aranyban kapjuk a PD és NPD
aszkuszokat (2.9. abra). Egy atkeresztezddés esetén T (2.10. abra), kettd esetében PD, T NPD keletkezhet.
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2.9. abra Dihibrid keresztezés, fiiggetlen gének esetén, crossing over nélkiil. Ha a két vizsgalt gén (a és b)
kiilonboz6 kromoszomakon talalhatoak (fiiggetlenek) Parentalis ditipusti €s nem parentalis ditipusu aszkuszok
egyforma valdszintiséggel alakulhatnak ki, amennyiben nem torténik crossing over a meidzis soran.
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2.10. 4bra Dihibrid Kkeresztezés, fiiggetlen gének esetén, crossing overrel. Ha a két vizsgalt gén (a és b)
fliggetlenek és a meidzis soran egy crossing over torténik (fent a gén és centromeronja, lent b gén és centromeronja
kozott) tetratipusu aszkuszok alakulnak ki.

Ha két génrdl el akarjuk donteni, hogy kapcsoltak-e, egyszertien a PD és NPD aszkuszok aranyat kell
megvizsgalnunk: ha PD szdma kozelitéen egyenld NPD szamaval, a vizsgalt gének fiiggetlenek, ha PD joval
meghaladja NPD szamat, a gének kapcsoltak, hiszen kapcsoltsadg esetén NPD mintdzatot 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 tetrddok esetén, mint korabban lattuk, nincs jelentése a sporak sorrendjének, ezért nem tudunk gén
és centromeron kozti tavolsagot szamolni. Dihibrid keresztezés esetén azonban a rendezett tetraidokhoz hasonldan
megallapithatd a harom aszkusztipus és ezek alapjan eldonthet6 a gének kapcsoltsaga, és azonos képlettel szamolhato
a gének tavolsaga is.
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Génkonverzio

Az eddig megismert mintazatokon kiviil kis szazalékban megjelennek olyan aszkuszok is amelyek mintaza meglepd:
3:5, 6:2 aranyban tartalmazzak a két allélt, illetve aberrans 4:4 mintazatiak (3:1:1:3), ahol ,,csak” a sporaparok
tagjai térnek el egymastol (2.11. abra). Az egyenl6tlen sporapar tokéletleniil parosodd DNS-szekvenciat jelez
(mismatch), amelyben legalabb egy bazispar inkorrekt: pl. AC, TG, AG, TC, stb.

- + m 4 + +

+ - m - + +

+ + m + o+ +

+ + m + m m

m + m + m +

m o+ m m m m

m m + m m m O

m m + m m m Q

4:4 6:2 2:6 5:3 35  3:1:1:3 2:2:2:2 6:2 2:6

2.11. abra Génkonverzios aszkusz mintazatok. A 4:4 es mintazattol eltéré aszkusz mintdzatok magyarazata a
génkonverzio jelensége. A 6:2, 2:6 €s5:3, 3:5 aszkuszok esetén nem azonos aranyban jelenik meg a két allél (m
és +), vagyis a meidzis soran az egyik allél atalakult a masikka. Az aberrans 4:4, vagyis 3:1:1:3 mintazati aszkusz
esetében pedig az eltérd fenotiust sporaparok mutatjak a génkonverziot.

Az ilyen ugynevezett heteroduplex DNS-ek javitasat altalaban a mismatch (nem megfeleld bazisok parosodasa a
DNS két antiparallel lanca k6z6tt) repair (javitas) rendszer javitja. A tetradban a mismatch kijavitasa értelemszeriien
az egyik vagy masik szal (javitott) genetikai tartalmanak elvesztéséhez vezet, ill. az ellentétes szal (javito) genetikai
tartalmanak megduplazodasahoz. A javitott DNS kettds spiral replikacioja azonos genetikai tartalmi utdd kettos
spiralokhoz vezet, amelyet mint sporapart észleliink az aszkuszban - azonos genotipussal.

A fenti megfontolasok utan az aberrans tetradokat jol értelmezhetjiik: az ilyen tetradban heteroduplex kromatidaknak
kellett keletkezni a meidzis elsé osztodasa (profazis) soran, s a mismatch javitasa vezet az allélok eltiinéséhez,
illetve folos szami megjelenéséhez. Ezt a jelenséget génkonverzionak (allélek egyiranyti — nem reciprok —
kicserélodése; az egyik allél a maga képére alakitja a masik allélt) nevezziik. A génkonverzio jelensége (amelyet
kozvetlentiil 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 eredetii lesz
(az allélek fiiggetleniil kombinalodnak, tehat az egyik az egyik utodsejtbe, a masik a masik utédsejtbe szegregalodik).
A kérdés akkor valik jelentdssé, ha arra gondolunk, mennyire univerzalis jelenség a génkonverzid. Csupan néhany
gombaban detektalhato, vagy a tobbi él6lényben is inherensen megfigyelhet6 a homoldg rekombinaciod soran?

A 6:2, illetve 2:6 tetradokban két mismatch kromatida keletkezett, amelyeket a javitd 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 javitd rendszer.

Az egyenldtlen sporapar jelenségét posztmeiotikus szegregalasnak nevezik, mert a meiotikus osztodast kdvetd
replikacid, illetve mitdzis kovetkeztében valik genetikailag 6nalléva 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 egyenl6tlen sporapar az aszkusz két masik, azonos genotipusu sporaparja mellett.

Javitaskor a hibajavito enzimek elméletileg barmely szalat hasznalhatjak templatul, am elképzelhetd, hogy valamelyik
allélt nagyobb valoszintiséggel (preferaltan) javitjak, mint a masik allélt (biased gene conversion). Fontos felhivni
a figyelmet, hogy a hibajavitas iranyatdl fiiggden egyes allélek eléfordulasa kisebb, masoké nagyobb lehet az
utddpopulacidban, mint a sziildiben (3:5, 2:6 aranyok).

A génkonverziok megfigyelése a tetradanalizis soran fontos felfedezés volt, amely eldsegitette a homolog
rekombindcié molekularis modelljeinek kidolgozasat.
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Homolég rekombinacié molekularis modelljei

A homolog rekombinécié molekularis szintli magyarazatara 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 kettds szali DNS torés javitd modellt. A két modellnek tobb kozos pontja van: mindkettd feltétele
hosszabb homoldg szakaszok jelenléte, mindkettdben szerepet jatszik a DNS szalak toérése (igaz jelentésen eltér6
moddon) és tjracgyesiilése (szalcsere), mindkettében 1étrejon az tgynevezett kereszthid (Holliday) struktara, amely
képes elmozdulni a (vandorlas; branch migration), illetve amelynek eltér6 feloldasi lehetéségei vannak.

A Holliday modell

A Holliday modell ismertetésekor a rekombinacioban részt vevd két DNS dupla hélixet altalaban tigy abrazoljak,
hogy két azonos polaritasu szal keriil egymas mellé (2.12. dbra). Az abran tehat csak négy DNS szalat tiintettiink
fel, a kromoszoma masik két kromatidajat nem jeloltiik. A folyamat elsd 1épéseként mindkét DNS kettds spiral
egy-egy szala azonos helyen (azonos nukleotidok kdzott) elhasad. A DNS szalak ezutan atkeresztezédnek (strand
exchange), majd kovalensen kotddnek (ligalodnak). fgy alakul ki a kereszthid, vagy mas 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 széla a
masik homologbodl szarmazik). Erdemes megjegyezni, hogy ha a két allél kiilonbozott, ott heteroduplexben
mismatchek alakulnak ki. A heteroduplex DNS a hasitas helyétol 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 abrazolasa, vagyis a DNS kitekerése és 180°-os
elforgatasa. Mint lathat6é, a Holliday struktira kétféle (egymasra merdleges) hasitissal oldhatd fel, ezek
eléfordulasanak valdsziniisége azonos/ezek egyforma valdsziniiséggel kdvetkeznek be — a szalekvivalencia elvének
megfeleléen. Mint lathatd, az egyik hasitasi irany eredményeként rekombindns kromoszémak (crossing over
termék; ezt nevezik splice-nak is), a masik hasitas soran nem jon létre rekombinans kromoszémak (nem keletkezik
crossing over termék; Un. patch keletkezik). Mindkét termék/kromoszoéma tartalmaz egy-egy génkonverzios régiot,
amely hossza a szalvandorlas hosszatdl (heteroduplex) fligg.
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2.12. abra A Holliday modell. A Holliday modell legfontosabb elemei az egyszali DNS hasitas, a Holliday
struktara kialakulasa, a kereszthid vandorlasa, és a szalak kiilonboz6 hasitasi modjai. A Holliday struktira hasitasa
utan rekombinans és nem rekombinans terméket is kaphatunk, de mindkett6 tartalmaz heteroduplex régiot.

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 1épésében 1ényeges eltérést mutat a
Holliday modelltdl: az egyik DNS kettés spiral (homolog) mindkét szila eltorik egy enzim (Spoll) segitségével,
tehat aktiv médon, mig a masik DNS molekula (homolég) végig intakt marad (2.13. dbra). Valojaban az intakt
szal biztositja az eltért DNS molekula javitasahoz sziikséges intakt genetikai informacidt. Ezutan a DNS 5° végei
emésztédnek, igy 3’ tilnyuld végek keletkeznek, melyet tamado szalnak is neveznek. Az egyik 3’ egyszali DNS
szal és a homolog kromoszoma két szala haromszaltt DNS struktarat hoz 1étre (D-hurok). Ezt kovetéen egy ujabb
lényegi eltérés kovetkezik: a 3° végeken DNS szintézis kezdddik. A DNS szintetaz primerként a 3° a szalat hasznalja
a replikacio soran, templatként a homoldg kromoszoma megfeleld polaritasu szalat. (Ha a torés kozelében
allélikus/szekvencia kiilonbség volt a homologok kozott, annak informacidja az emésztés, majd a homologrol
torténd potlas soran elveszhet. Ilyenkor génkonverzio torténik javitas nélkiil.) A szintézist kovetéen a megfeleld
polaritast szalak kozt kovalens kotés alakul ki, ennek eredményeként két Holliday szerkezet keletkezik. Mindkét

37

http:// www.renderx.com/



Tetradelemzés

Holliday szerkezet szabadon elmozdulhat a DNS mentén (kereszthid vandorlas). Két Holliday struktira négy
modon is feloldodhat/hasitodhat. Itt is kétféle: crossover (rekombinans) és nem crossover (nem rekombinans)
terméket kaphatunk, és itt is megfigyelhetiink génkonverzids (azaz heteroduplexet tartalmazo) szakaszokat.
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2.13. 4bra A DSBR modell. A DSBR modell els6 1épésében egyik DNS mindkét szala hasitodik. Az 5° végek
emésztésével 3’ egyszalu DNS szalak 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
rekombinans, jobb oldalon a rekombinans termék kialakulasat abrazoltuk. Mindkét esetben (rekombinans, nem
rekombinans) génkonverzids szakaszt (egy DNS két szala eltér szinnel jelezve) tartalmaz.

A homolog rekombinacioé folyaman tehat mindig torténik génkonverzio (az eltért DNS szél , kifoltozasa” a homolog
informaciodja alapjan — az egyik allél a sajat képére alakitja a masik allélt; nem reciprok kicserélddés). A génkonverzid
a rekombindacid alapvetd eseménye. Vegyiik észre, hogy a génkonverzié rekombinans kromoszoémakat (amilyen
nem volt a sziil6i kombinacidkban) eredményez. A génkonverzidt vagy kdveti, vagy nem koveti crossover esemény
(a hatarolo szekvenciak reciprok kicserélédése). A génkonverzio és a crossing over tehat fliggetleniil szabalyozott
folyamatok a homolog rekombinécio soran.

A két modellen kiviil tobb elmélet is sziiletett (pl.: Meselson Raddig) a homolog rekombinacié molekuldris 1épéseirdl,
illetve a DSBR modellnek mas utvonalai is ismertek (SDSA; single DNA strand annealing — egy DNS szalat
masolo), de ezek ismertetésétol most eltekintiink.

A homolég rekombinacié enzimjei

A homoldg rekombinaciot biztosito fehérjék egy részét mar megismerték, jellemezték mind prokaridtakban, mind
eukariotakban, ezeket ismerteti a 2. tablazat.
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2. tablazat. A meiotikus homolég rekombinaciéban résztvevo enzimek.

Funkcid Prokaridta Eukariota
Dupla torés Nem ismert Spoll
RecBCD MRX komplex
Egyszalt DNS kialakitasa
helikdz/nukleaz (Rad50, 58, 60)
Tamadas (invazio) RecA Dmcl, Rad51
Szalvandorlas RuvAB Nem ismert
Feloldas RuvC Mus81 és masok

Prokariotakban részletesen tanulmanyozott a RecA és RecBCD fehérjék szerepe. A RecBCD harom fehérjébol
allo komplex, mely helikaz ¢s nukleaz aktivitassal is rendelkezik, a 3’ talnytloé végek kialakitasaért felelds. A
recBCD kettés szalu toréseket ismer fel, majd mindkét szalat degradalja, amig egy specialis, igynevezett chi
(crossover hotspot instigator) szekvenciaig nem ér. A chi szekvencia utan mar csak a chi-t nem tartalmazo szalat
emészti, igy alakul ki a 3” egyszalit 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 szekvenciak kdrnyezetében a rekombinacié valdszinlisége 10 nagyobb, mint mashol.

RecA. A RecA fehérje egyszalit DNS-hez kotddik kooperativan (hasonléan a SSB (Single-Stranded DNA Binding
Protein) fehérjéhez). Aktiv formaja az akar 100 RecA fehérjét is tartalmazé nukleoprotein filamentum (vo.: legtobb
fehérje: mono-, di-, tetra-, hexamer formaban aktiv). A RecA filamentumban egy egyszalu és egy kétszali DNS
kotddhet, tehat itt alakul ki a haromszaltit 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 nukleéz aktivitast fehérje, nevezik rezolvaznak is. E fehérje is a Holliday szerkezetet ismeri fel majd hasitja,
vagyis feloldja azt.

Prokariotakban a homoldg rekombinacid elsdsorban hibajavito szereppel rendelkezik, illetve lehetd teszi a sejtbe
bejuto (pl. transzdukcidval, konjugacidval) ,,idegen” DNS-ek beépiilését a kromoszoémalis DNS-be.

Eukariotakban ismert egy DNS kettGsszala hasitasat végzo fehérje, amely a homoldgok parba allasakor aktiv, ez
a Spoll. A kettOs szalu hasitashoz két fehérje sziikséges, melyek egy-egy szalat vagnak el, majd a hasitas utan a
kovalensen kotédnek a DNS lanchoz.

Az 5' végek emésztését az MRX komplex végzi, az egyszallt DNS-hez a Rad51 illetve a Dmcl fehérjék kotddhetnek.
Természetesen az emlitett fehérjéken kiviill még szamos mas (itt nem részletezett) fehérje vesz részt a rekombinacio
folyamataban.

Eukariotakban a homoldg rekombinacid esszencialis a meidzis alatt, a kromoszoémak tokéletes parosodasahoz,
ezen keresztiil a genom integritasanak fenntartasahoz nélkiilozhetetlen. A rekombinacios fehérjék hibaja gyakran
csokkenti a fertilitast. A meidzis mellett a homolog rekombinacid enzimjei (kivéve természetesen a spol1-t) fontos
szerepet jatszanak a duplaszala térések javitasaban (rekombinacids hibajavitas). A homolog rekombinacionak
fontos szerepe van még mas folyamatokban, mint példaul az élesztok parosodasi tipus valtasa.

A gyakorlat menete

Felhasznalt anyagok, eszkozok:

» Sordaria fimicola torzsek: 2918 (vad), 2800 (tan) , 2807 (yellow)
* Sordaria taptalajok (@ 5,5 cm-es Petri csésze)

« alkohol
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* landzsati
* targylemez
» fedblemez

* cseppentd

A keresztezés

A gyakorlat soran a haploid Sordaria fimicola térzzsel foglalkozunk. A Sordaria fimicola homotallikus, egy telepen
beliil helyezkednek el a him és ndi ivaru szaporitd képletek, igy fenntartasa egyszert.

Harom torzs felhasznalasaval végezziik a kisérleteket:

* 2918 jelii torzs: vad tipusu, fekete sporaju

» 2800 jelt torzs: tan génben mutans, barna sporaju

» 2807 jell torzs: yellow génben mutans, sarga sporaji

A gyakorlaton a harom torzs felhasznalasaval vizsgalhaté 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 fogpiszkalo vagy landzsatii segitségével torzseket (2.14. abra). Atlésan oltjuk az azonos torzseket
(2.14. 4bra), igy az érintkezési feliileteken (az abran sziirke pontozott rész) 6sszenovések lehetségesek. Itt mehet
végbe a tényleges keresztezodés.

2.14. abra A Sordaria fimicola leoltasa keresztezéshez. A Sordaria fimicola-t leolthatjuk kis agarkockak
kivagasaval és friss taptalajra helyezésével. Leolthatunk két (jobb oldalt) illetve négy kockat (bal oldalon) is
egyetlen lemezre. A kiilonboz6 genotipusu torzseket (tn, +) egymas mellé oltva koztiik keresztez6dési zona (stiriin
pottyos) alakulhat ki. A kialakuld peritéciumakat az apro fekete pottyok jelzik.

Ezutan napfényes meleg helyen, esetleg kivilagitott termosztatban novesztjiik a torzseket egy héten at. A térzsek
harom-négy nap elteltével érik el egymas teriiletét és ndnek dssze, majd az 6sszendvési helyeken képesek szexualis
szaporodasa (génkicserélésre). Tovabbi harom-négy napot igényel a sporak beérése és a megfeleld mennyiségii
melanin (szinanyag) képzése (2.15. abra).
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0. nap O O

4-8 ora L_?% 8-9. nap “@

1. nap

2. nap 12. nap

3-4. nap

2.15. abra A Sordaria fimicola életciklusa. 0. nap: a spora 4 6ra elteltével hifat képez, 1. és 2. nap: telepndvekedés,
2. nap végére az atellenes telepek 0sszeérnek. 3.-4. nap: aszkuszképzés a telepeken, 8.-9. nap: spéraképzés az
aszkuszokban, 12. nap: sporak kikeriilése.

Rekombinacié megfigyelése

Mindezen ismeretek tudataban az Osszendvési teriiletr6l érdemes landzsatiivel mintat venni a telep felszinét
megkapargatva. A mintat targylemezen elhelyezkedd vizcseppbe juttatjuk és feddlemezzel fedjiik le. Ezutan
finoman az ujjunkkal megnyomjuk a fed6lemezt, hogy a peritéciumokbol kijussanak a spoérdk. Ezt a miiveletet
ovatosan érdemes végezni, mert tulzott erdkifejtés hatasara a felnyilnak az aszkuszok és nem hatarozhat6é meg a
sporak sorrendje, mely pedig elengedhetetlen a feltételezett rekombinéaciok vizsgalatahoz. A mintat mikroszkop
segitségével 40x-es nagyitdsom vizsgaljuk. Az aszkuszon belill a spérdk mintdzata bizonyitja a rekombinécio
tényleges kialakuldsat

A gyakorlat pontokba szedve

1. hét: Keresztezések osszeallitasa

1. Paronként egy Petri csészét kivalasztanak. A Petri csésze aljat megjelolik. (Paronként egy keresztezést végeznek
(szabadon valasztott), de minden csoportban mind a harom lehetséges keresztezést 6sszeallitjak.)

2. Steril fogpiszkalo vagy landzsatii segitségével kis négyzetet vagnak ki a valasztott torzs micéliumait tartalmazo
taptalajabol.

3. Az agar kockakat 0j taptalajra helyezik, az dbranak megfeleld, 4tlos elrendezésbe.

4. Megismétlik a masik valasztott torzzsel.

5. A Petri csészéket a gyakrorloban novesztjiikk egy héten keresztiil, szobahémérsékleten, napfény mellett.
2. hét: Aszkuszok vizsgilat, rekombinaci6 felismerése

1. A keresztezéses lemezeken érett peritéciumokat keresiink (kis fekete mak szemek) a két torzs taldlkozasi
teriletén.
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2. Targylemezre egy csepp vizet cseppentiink.
3. Steril fogpiszkald vagy landzsatii segitségével 10-12 peritéciumot helyezziink a vizcseppbe.

4. Fedolemezzel lefedjiik. A fed6lemezt ujjunkkal, vagy a citologia gyakorlaton alkalmazott modszerrel, ceruza
véggel, enyhén, de hatarozottan megnyomjuk. A cél, hogy a peritéciumokbdl az aszkuszok kiszabaduljanak,
de ne repedjenek fel (2.16. abra).

5. A mintékat fénymikroszkop alatt vizsgaljuk, el6szor kis nagyitassal.

6. Az aszkuszok mintazatat megfigyelve, rekombinaciot (esetleg génkonverziot) keresiink (2.17.,2.18.,2.19 dbra).

2.16. abra Peritéciumok és aszkuszcsokrok. Az érett peritéciumok enyhe nyomas hatasara felrepednek és
kiszabadulnak az aszkuszok

2.17. abra Dihibrid keresztezés aszkuzs mintazatai. A képeken sarga és barna szinii sporakat termel6 torzsek
keresztezésébdl kapott aszkuszok lathatoak. Megfigyelhetdek a PD (barna és sarga sporakat tartalmazo), a NPD
(fehér és fekete) és a TT (mind a négy szinii sporat tartalmazo) aszkusztipusok.
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2.18. abra Monohibrid tetrad mintazatok Vad tipust torzset mutanssal (példaul yellow) keresztezve a sporak
szinét vizsgalva a kovetkezd mintazatukat figyelhetjiik meg: 4:4, 2:4:2, 2:2:2:2.

2.19. 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.

43

XML to PDF bv RenderX XEP XSL-FO F ormatter. visit us at http://www.renderx.com/



Tetradelemzés

Példa feladatok

1. Egygénes keresztezés: Egy Neurospora crassa a mutans genotipusu torzsét keresztezték vadtipusu a+ torzzsel
és az alabbi eredményt kaptak. Milyen messze van az a gén a centromerontol?

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 mintazatiak. MI mintazatot az 1 és 2 aszkuszok mutatnak, MII-t
a3,4,5¢és6.

_ MII
T 2 x Bsszes aszkusz

0=2x100><1{]{]=14‘

2. Kétgénes: Két Neurospora torzset kereszteztiink nic™ ad és nic - ad'. Osszesen 1000 darab aszkuszt vizsgaltak
meg, melyek a kdvetkezé mintazatokat mutattak:

1 2 3 4 5 6 7
nic” ad nic" ad” nic” ad” nict ad nic’ ad nic” ad” nic” ad”
nic’ ad nic" ad” nic” ad” nic’ ad nic’ ad nic” ad” nic" ad”
nic’ ad nic” ad” nic” ad nic ad nic ad” nic ad nic ad
nic” ad nic” ad” nic” ad nic ad nicad® nic ad nic ad
nic ad” nic ad nic ad® nic” ad” nic’ ad nic” ad” nict ad
nic ad” nic ad nic ad” nic" ad” nic’ ad nic” ad” nic’ ad
nic ad” nic ad nic ad nic ad” nic ad” nic ad nic ad”
nic ad” nic ad nic ad nic ad” nicad” nic ad nic ad”
808db 1db 90 db 5db 90db 1db 5db

Elészor meg kell allapitani, hogy melyik aszkusz milyen tipusu. 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 +aNFPD 100 +12
100 = ——

- 2 % dsszes aszkusz szama 2000

*x 100 =56

Ezutan megallapithatjuk a gének és a centromeron tavolsagat is. Mindkét génre kiilon megkeressiik az MII mintazati
aszkuszokat. A nic gén esetében MII mintazatot mutatnak a 4,5,6 és 7 aszkuszok.

MII 1
= — = 100 = 5,05
2 x Osszes aszkusz

100 = 3500
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Az Ad gén esetében MII mintazata a 3,5,6 és 7 aszkuszok.

= Mil 100 = 186 100 =93
= 2 x bsszes aszkusz = 2000 " o

A tavolsagokat dsszevetve konnyen megallapithatd, hogy a gének a kromoszoéma azonos karjan helyezkednek el.

nic ad
| |

Pl
~ I

3, Két kiilonb6z6 genotipust €lesztd (Saccharomyces cerevisiae) torzset kereszteztek egymassal: + b ¢ és a + +.

A kovetkez6 genotipusu tetradokat kaptak, a jelzett szamban

e 1, at++ a++ +bc +bc 132
e 2, ab+ ab+ ++c ++c 124
* 3, at+atc +b+ +bc 64
* 4 ab+ abc +++ ++c 80

Ebben az esetben nem rendezett tetradokat 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 tipusuak. E két gén tehat
nem kapcsolt, hiszen a PD és NPD aszkuszok szama kdzel azonos. A b és ¢ esetében az aszkuszok mintazata: PD,
NPD, T és T. E két gén sem kapcsolt, a PD = NPD. Az 4 és ¢ géneket vizsgalva az aszkuszok: PD, PD, T és T
mintdzatiak. Ez esetben nem latunk NPD aszkuszt, az a és ¢ gének kapcsoltak.

_ T+ 6NPD « 100 64+80><10{]—18
T 2 x Bsszes aszkusz szama T 800 N
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3. fejezet - Drosophila genetika -
géentérképezeés

Dr. Vellainé Takacs Krisztina egyetemi adjunktus
Billes Viktor PhD hallgato

ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék

Drosophila melanogaster mutansok bemutatasa
és felismerése

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

Az ecetmuslica életciklusa, a vad tipus bemutatasa, a
nemek elkulonitése

Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) a genetikusok egyik els6ként alkalmazott modellallata. Az 1900-as
évek elején Thomas Hunt Morgan és tanitvanyai hasznaltdk elGszor, és segitségével az 6roklédés alapvetd
torvényszerlségeit (kromoszoma elmélet bizonyitasa, nemhez kotott 6roklodés, kapesoltsag) tartak fel. Morgan
munkassagat 1933-ban orvosi Nobel-dijjal jutalmaztak, elsé olyan kutatoként, akinek nem volt orvosi végzettsége.

Az ecetmuslica rendelkezik mindazokkal a tulajdonsagokkal, amelyek a genetikai modellorganizmusokat, mint
kisérleti objektumokat jellemzik: laboratériumban kdnnyen fenntarthat6, tenyészideje rovid (25°C-on 10 nap),
utédszama nagy (egy sziiloparnak tobb szaz utddja lehet), a himek és a ndstények egyszeriien elkiilonithetdk,
vonalai jol keresztezhet6k valamint a morfologiai sajatsagok jol jellemezhetdk, és nagy kovetkezetességgel
6roklédnek.

A Dipterak kozé tartozd Drosophila teljes atalakulassal fejlddo 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 masodik stadiumu larvakka (L2) fejlddnek. Az L2 stadiumot ujabb 1 nap elteltével vedlés és az L3
stadium koveti, amely hozzavet6leg két napig tart. Az L3 stadium végén az allatok bebazodnak, majd kb. 6t nap
mulva kelnek ki a kifejlett imagok (3.1. abra). Ezek az adatok a 25°C-on torténd tenyésztéskor érvényesek. A
hémérséklet csdkkentése a tenyészidot ndveli. Egy ndstény imago a 10 heti élettartam alatt 3000 petét képes lerakni.

A Drosophila genom mérete 180 Mbp, a teljes genom szekvencidjat 2000-ben hataroztak meg. A muslica genom
jelenlegi becslések szerint kb. 14000 gént tartalmaz, ami az emberben talalhatdé gének szamanak a fele (jelenleg
annotalva 13601). Az ecetmuslica 4 kromoszomaparral bir, hdrom autoszoma- és egy ivari kromoszoémaparral. Az
1. kromoszoma a metacentrikus X kromoszoma, mellette 2 nagy metacentrikus (a 2. és a 3.), és 1 kis akrocentrikus
autoszomaja van (4.). Az XX egyedek ndstények, az XY egyedek himek. AzY kromoszdéman nincsenek a tiléléshez
esszencialis gének, azaz az Y kromoszomat nélkiil6z6é (X0 genotipust) him egyed is él, de terméketlen (az Y-
kromoszdéman a himek fertilitasahoz sziikséges gének lokalizalodnak).
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nasteny

1. stadiumu larva
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Za 2. stadiumalarva
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3. stadiumu larva

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

A gyakorlaton bemutatott torzsek ,.tiszta vonalak”, amelyek nemzetkdzileg elismert torzsgyiijteményekbdl
szarmaznak. Vad tipusként az Oregon vonalat hasznaljuk (3.2. dbra). A vad tipusti musli(n)ca testszine sargas-
barna, szeme kerek, téglavords szini, szarnya egyenes lefutasu, ép szEl, jellemzo erezettel, fekete szinti szorzete
testre simulo.

A Drosophila him és néstény imagok kozotti legszembetlinébb kiilonbséget a kiils6 genitaliak mutatjak (elsédleges
nemi bélyeg). Ezen kiviil a két nem egyedei egymastol jol megkiilonboztethetdk a potroh alakja és pigmentaltsaga
alapjan. A néstény potroha kdvérebb, feliilnézetben kerekebb, a végén kihegyesedd; a him potroha keskenyebb, a
vége pedig lekerekitett. A himek potrohanak utolso két hati lemeze teljesen fekete, ellentétben a néstényekkel,
ahol sotét pigmentaciot csak a hati lemezek poszterior részén figyelhetiink meg. A himek elkiilonitésére hasznalatos
bélyeg a szexfésil is, amely a himek elsd par 1aban talalhato, kitin fogacskakbol all6 képlet; a nemek azonositasat
sztereomikroszkoppal végezziik. A himek és néstények kozotti kiilonbségeket a 3.2. dbrafoglalja Gssze.
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3.2. abra: Vad tipust (Oregon torzsbél szarmazé) himek, néstények és sziizek elkiilonitése. A kiils6 genitaliak
mutatjak a legszembetlindbb kiilonbséget a két nem kozott. A himek potroha keskenyebb, a vége pedig lekerekitett.
A ndstény potroha kdvérebb, a végén kihegyesedd. A himek potrohanak hat, a ndstényekének nyolc ize van. A
himek potrohanak utolsoé két hati lemeze erdsen pigmentalt. A himek els6 par 1aban talalhato a jellegzetes szexfési.
A keresztezésekhez feltétleniil szliz ndstényeket kell gytijteni.

Mutansok felismerése és jellemzése

A Drosophila kutatasa 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 hasznalta
ki a Rontgen-sugar mutagén hatasat: mesterségesen, laboratoriumi koriilmények kdzott mutansok sorozatait allitotta
el (1946-ban e kutatasaiért Nobel-dijat kapott). Ezzel megteremtette annak a kiilonésen gazdag Drosophila
,mutans parknak” az alapjait, amellyel ma vilagszerte kb. 15000 kutaté dolgozik, és amelyeket kiilonb6z6
torzsgyljteményekben tartanak fenn.

A gyakorlat soran betekintést nyujtunk a muslica mutansok morfologiai valtozatossagaba. A bemutatott mutans
allélek tobbsége recessziven 6roklodo, funkcidvesztéses (loss-of-function) vagy csokkent funkcioju (reduction-of-
function), azaz hipomorf all¢l. Néhany dominansan 6roklédé mutans allélt is targyalunk. A mutans alléleket az
altaluk okozott fenotipus alapjan csoportositjuk: eszerint talalkozunk szemszin és szemalak mutansokkal, testszin
és testalak mutansokkal, szarnymutansokkal valamint szGrmutansokkal.

Szemszin mutansok

A vad tipusu Drosophila dsszetett szeme téglavords szinti, amelyet haromféle pigment anyag, a drosopterin, a
xantommatin és a sepiapterin egylittesen alakit ki. A gyakorlat keretében, latvanyosabb hatasuk miatt a drosopterin
¢és a xantommatin szintézisének folyamataban résztvevd gének mutans alléljaival foglalkozunk. A xantommatin
barna szinli szempigment, amelynek termelését enzimek sorozata végzi (3.3. dbra). Ha az emlitett enzimek
valamelyike az 6t kodoldé gén funkcidjanak kiesése kovetkeztében nem miikodik, xantommatin nem termelddik,
ezért ezekben a mutansokban csak a masik két szempigment van jelen, igy szemiik élénkpiros szinli. A vermilion
(v), a cinnabar (cn) és a scarlet (st) gének tehat a xantommatin Gtvonal egyes enzimeit kodold gének. A vermilion
gén az 1. (azaz X) kromoszéman, a cinnabar a 2., a scarlet pedig a 3. autoszéman lokalizalt. Mindhdrom gén
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recessziven 6roklodo, a funkcidvesztéses mutansai élénkpiros szemszintiek. Ezek a példak is mutatjak, hogy a
muslica gének elnevezése gyakran a funkcidvesztéses mutans fenotipusara vezethetd vissza.

Drosophila szempigmentek szintézise
triptofan
GTP
&

dihidroneopterin

(v) —{triptofan
pirrolaz

N = formilkinurenin

trifoszfat
formab-nidaz
(se) / \ _ _
/ \ kinurenin
A
. {en) —Hinurenin-3-
drosopterin sepiapterin )
hidroxilaz
(élenkpiros) {sarga) d
3 = hidroxikinurenin
(st) fenoxazin
szintetaz

xantommatin

{barna)

3.3. abra: A Drosophila szem pigmentjei és a szintézisiikhoz kapcsolodé utvonalak. A muslica dsszetett
szemének téglavords szinét harom szem pigment, a drosopterin, a sepiapterin és a xantommatin egyiittesen alakitja
ki. A drosopterin Gtvonal egyik enzimjét kddolja a sepia (se) gén, a vermilion (v), a cinnabar (cn) és scarlet (st)
gének pedig a xantommatin szintéziséhez sziikséges enzimeket kodoljak

Ha a drosopterin szintézisében funkcionald gének valamelyike nem mikodik, akkor a drosopterin hidnya barna
szemszinll mutanst eredményez, amelynek szemében csak xantommatin van jelen (3.3. abra). A drosopterin
utvonalban funkcionald gének a 2. kromoszoéman elhelyezked6 brown (bw), illetve a 3. autoszoman talalhatd sepia
(se). A bw gén recessziv, funkciovesztéses allélje vordsesbarna, a sepia gén kiesése pedig csokibarna szinii szemet
okoz. Ha olyan kettds mutansokat allitunk el6 (példaul st/st; bw/bw), amelyekben mind a xantommatin mind a
drosopterin szintézise gatolt, akkor fehér szemszinii allatokat kapunk, amelyeknek szemében egyaltalan nem
talalhato pigmentanyag (3.4. abra).

49

render
> http:// www.renderx.com/



render

Drosophila genetika - géntérképezés

Kiilonboz6 Drosophila szemszin mutansok

Wild type: bw’bw'; st st Brown mutant: bw bw; st’st’

Yoy Yol 2

brick-red eye brown eye
ﬂ {wild-type) u n
MW—+ * g e b bw —* + attsrt
b Mo

u ; “ drosopterin n

drosopterin - xanthemematin xanthomrmatin

{bright red) {brown}) {brown)

Scarlet mutant: bw bw’; st st Double mutant: bw bw; st st
B @ o
* + scarlet eye * + white eye

(b] a
h’hﬂ‘—‘ *—Hﬂ b bw ——* ik—sm

MNa
n xanthommeatin drosopterin xanthommatin
drosoptenn
{bright red)

3.4. abra: A drosopterin és a xantommatin utvonalakban funkcional6 gének kiesése kivetkeztében kialakulo
mutansok fenotipusai. A xantommatin titvonal génjeinek (pl. scarlet, sf) funkcidvesztéses mutansai élénkpiros
szemiiek. A drosopterin itvonalban mikodd brown (bw) gén kiesése barna szemhez vezet. Ha mindkét utvonal

sériil (pl. mind a s¢ mind a bw gén mikddésképtelen), akkor fehér szemii kettés mutanst kapunk.

Fehér szemszint eredményez Morgan és tanitvanya, Calvin Bridges hires génjének, a white-nak (w) a funkciovesztése
is. A white génnel folytatott kisérleteik szolgaltattak az els6 meggydz6 bizonyitékokat az X kromoszémahoz kotott
oroklédésre. Mai tudasunk szerint a white gén egy ABC transzportert kodol, amelynek esszencialis szerepe van a
szem pigmentek transzportjaban. A w mutans fehér szemti fenotipusa annak készonhetd, hogy a szem pigmenteknek
a szemsejtek pigment granulumyjaiba térténd 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 valé beépiilése okozza, amely csokkent transzporter funkcidhoz vezet. Erdemes a
kiilonb6z6 szemszin mutansokat egymassal €s a vad tipussal dsszehasonlitva vizsgalnunk, a koztiik 1évo kiilonbség
igazan igy latvanyos (3.5. abra).
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brown (bw) Il. 104,5 ilion (v) L(X) 33,0

\;uhite (w) 1(X) 1,5

3.5. abra: White, brown és vermilion mutansok szemszine ésszehasonlitva a vad (+) tipussal

Szemalak mutaciok

Az X kromoszéma 16A régioban talalhatdo Bar régionak a duplikaciéja homozigota formaban egy jellegzetes
szemalakot, résszemet eredményez (err6l mar volt sz6 a citogenetika blokkban, Citogenetika, 3.11. abra). A
homozigdta Bar néstények dsszetett szemében a facettak szama akar a tizede is lehet a vad tipusu allatok facetta
szamanak (ehhez hasonld a hemizigota Bar himek résszeme is). A duplikéciot hordozo Bar allél dominans a vad
alléllel szemben, jollehet a heterozigota (B/B™) néstények szeme koztes fenotipust mutat (babalaki), és a facetta
szam is a vad és a homozigdtan megnyilvanul6 résszem kozé esik (3.6. abra). Ujabb kutatasok szerint a Bar régioban
a BarH1 gén duplikalodik, amely a fotoreceptor differenciaciot gatlo homeobox jellegl transzkripcios faktort
kodol.
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Szemalak mutansok

Genotypes and Phenotypes

Genotype Facet notype Mormal
| Mumber i :@:.mmmm

3.6. abra: 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 tipusti (B+/B+) allatok szemében
talalhato 7-800 facettahoz képest. Heterozigota (B/B") ndstények szeme babalak, facetta szdma a vad és a
homozigota mutans kozé esik. Az Ultra-Bar mutans néstények (BD /B") egyik X kromoszomajan a Bar régid
normalis dozisban talalhato, a mésik homologon viszont megharomszorozddott.

Az elsd, H. J. Muller altal eléallitott balanszer kromoszéma az Gin. Muller-5 balanszer (M5) volt (a balanszereket
lasd aldbb). Az M5 homozig6tak w® és B fenotipusuak, azaz résszemtiek és a szemiik barackszinli. Az M5 térzsben
az X kromoszéma inverziok sorozatat hordozza, ezaltal gatolja a rekombinaciot az X kromoszéma mentén. Azota
minden kromoszémanak elkésziiltek a balanszeres valtozatai (kivétel a 4., az annyira kicsi, hogy alig kell
rekombindcidjatol tartani). X-kromoszémas balanszeres kromomoszéma az FM (First Multiple) csalad tagjai, 2.
kromoszomas a CyO és az SM (Second Multiple) csalad tagjai. 3. kromoszémasok a TM-sorozat tagjai, melyek
koziil a leggyakrabban a TM3-t, és a TM6-t hasznaljak a kutatok. A balanszer kromoszoémak sajatsaga tehat, hogy
azon a kromoszéman (vagy kromoszoma szakaszon), ahol genomi atrendezddést (inverziot, transzlokaciot, stb.)
tartalmaznak, elnyomjak a crossing overt (pontosabban nem magat a crossing overt akadalyozzak meg, hanem a
crossing over utan létrejott meiotikus termékek életképtelenek). Ezért a balanszer kromoszoémak jol felhasznalhatok
letalis mutaciok (vagyis a csak heterozigota formaban életképes torzsek) fenntartasara, hiszen balanszert alkalmazva
a letalis mutacié nem ,,veszhet el” a rekombinacio soran. Emellett a balanszer kromoszomak néhany kivételtdl
eltekintve (pl M5) homozigota letalisak, és legtobbszor dominans marker mutaciojuk (vagy mutacioik) révén a
balanszert hordozo6 egyedek azonosithatéak. A M5 esetében a Bar marker mutécio az, ami megkonnyiti a balanszert
hordoz6 (balanszirozott) egyedek felismerését és szelektalasat.

Szemalak mutaciok kozé tartozik a Glazed dominans mutacid, ami tulajdonképpen a wingless/Wnt jelatviteli
utvonal ligandumat kodold génnek, a 2. autoszoman lokalizalodd winglessnek egy dominans, funkcionyeréses
allélja (ngla'l). A Glazed mutansok szemalakja ovalis, a szem mérete a vad tipusnal valamivel kisebb (a facetta
szam is alacsonyabb), a szemfelszin fényesnek tlinik az ommatidiumok 0sszeolvadasa miatt. A Glazed mutécio
csak heterozigotaként tarthato fenn, mivel ez a dominans mutacié homozigéta formaban letalis.

A Drosophila legkisebb méretii, 4. autoszomajan helyezkedik el a szemfejlédés egyik mestergénje, az eyeless. Az
eyeless gén funkcidjanak teljes kiesése embrionalis letalitast okoz, mivel a gén nemcsak a szemfejlédéshez, hanem
az embriogenezis folyaman zajlo mas folyamatokhoz is sziikséges. Szemfejlddésben betdltott szerepét a vad
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tipushoz képest szemmeéret csokkenést okozo6 hipomorf, azaz funkcidcsokkenéses alléljanak vizsgalataval érhetjiik
tetten (3.7. abra).

oregon eyeless (ey) V. 2,0

ey’
3.7. abra: Az eyeless gén egyik hipomorf allélja (eyz) az Oregonhoz viszonyitva kisebb szemet eredményez.

Testszin mutaciok

A muslica testszine, pigmentacioja alapvetden Osszefiigg a melanin termelésével. Harom melanin szintézist
befolyasold gén recessziven 6roklodo, funkciovesztéses mutansat vizsgaljuk a gyakorlaton (3.8. abra). Az X
kromoszoman elhelyezkedd yellow (y) gén terméke segiti a melanin kialakuldsat, kifejezodési szintje és mintazata
korrelal a sotét pigmentacioval. Funkcidvesztéses mutacidja melanin hianyhoz vezet és sarga testii allatokat
eredményez. A melanin szintézis gatlo faktorait termelik a 2. autoszoman lokalizalodo black (b) és a 3. autoszoman
talalhatd ebony (e) gének, amelyek funkciovesztése kovetkeztében sotét testii mutansok alakulnak ki. Kiilonosen
sotéten pigmentaltak az ebony mutansok (nemcsak a test, hanem a szarnyak is feketék).

wild type _ Yyellow ebony yellow; ebony
-_..-"“r 3 o, ' - -

(L

e

wvellow (v 1. () 0.0 ebony (e) 111 70.0

3.8. abra: Testszin mutaciék: melanin hiany mutatkozik a yellow funkciovesztéses mutansokban (sarga test
és sargas szarny), mig az ebony mutansok a melanin tiltermelés miatt feketék.
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Szarny mutacidk

Szamos gén befolyasolja a szarny fejlodését. A 2. autoszoéman talalhato vestigial (vg) gén funkcidjanak kiesése
csokevényes szarnyakat eredményez. A homozigéta recessziv vg mutans legyek nem tudnak repiilni. A szintén 2.
kromoszémas dominans Curly (Cy) mutécié felkunkorodé szarnyakat okoz. (A Curly gén els6 azonositott mutans
allélja dominans volt, ezért a gén neve nagy kezddbetiivel irand6.) A Curly mutans legyek heterozigotak, mivel a
Curly mutacié homozigdta formaban letalis. A 3. kromoszémas dominans Dichaete mutaci6 -hasonloan a Curly-
hez- csak heterozigotakban tarthaté fenn, homozigotan pedig letalis. A Dichaete mutansok szarnytartasa tér el a
vad tipustol, szarnyaikat 45°-ban széttarjak.

Szormutaciok

A 3. kromoszéman lokalizalt Stubble (Sb) gén mutacidéi homozigota allapotban embrionalis illetve larvalis
életképtelenséget eredményeznek. A mutacidra heterozigdta muslicak szorei (a fejen és a toron) rovidebbek és
vastagabbak a vad tipusnal megfigyelhetohoz képest.

A Humeral (Hu) mutans allatok jellegzetessége, hogy a humerusukon nagy szamban talalhatok szo6rok. A mutans
bélyeg az Antp gén AntpH” alléljanak koszonhetd (az Antp 3. kromoszoémas gén).

A Sternopleural (Sp) mutansokban a tor egy részén, a sternopleuriton tobb illetve hosszabb szor talalhatd, mint a
vad tipusban. A Sp mutéci6 a wingless génben kovetkezik be (wgSp -1 ), a mutacidra homozigoéta egyedek nem
¢életképesek. A wingless gén a masodik kromoszoéman talalhato.

A vad tipust allatok torpajzsan (scutelluman), négy hosszu szérszal talalhat6. Vannak olyan mutansok, amelyekben
négynél kevesebb sz6r van jelen, ilyen Scutoid (Sco) mutans, mely a snail gén egy allélja (snaSC"). A szérfenotipus
heterozigdtakban figyelhetd meg, a mutacid homozigéta allapotban letalis. A snail a masodik kromoszéman
lokalizalt.

Testalak

A Tubby (Tb) génben bekovetkezett mutacid rovidebb és vaskosabb allatokat eredményez a vad tipusnal. Ez
kiilonodsen L3-as larvastadiumban és babkorban szembetind. A 7h a harmadik kromoszoma jobb karjan helyezkedik
el.

Az eddig targyalt kiillonboz6 mutacidkhoz kapcsolodo gének genomi (adott kromoszoman torténd) lokalizacidjat
a 1. tablazat foglalja Gssze.

szimbo6lum név Krom. lokalizacio fenotipus
y vellow 1(X) 0,0 sarga test
w white IX) 1,5 fehér szem
w’ white-apricot I(X) 1,5 narancssarga szem
v vermilion I(X) 33,0 ¢élénkpiros szem
B BarH1 I(X) 57,0 résalaku szem
Cy Curly II. 6,1 felkunkorodo szarny
Gla vagy ngl"'I Glazed II. 21,9 sima szemfelszin
Sp vagy wgSp -1 Sternopleural II. 21,9 sz6rosebb sternopleurit
b black II. 48,5 sziirkés test
Sco vagy sna>® Scutoid II. 51,0 kevesebb sz6r a scutellumon
vg vestigial I1. 67,0 csokevényes szarny
cn cinnabar II. 57,5 ¢élénkpiros szem
bw brown 1I. 104,5 vOrosesbarna szem
se sepia I11. 26,0 csokibarna szem
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szimbo6lum név Krom. lokalizacio fenotipus
D Dichaete I11. 40,7 széttart szarny
Hu vagy Antp'™ Humeral I11. 47,5 szérdsebb humerus
Sb Stubble II1. 58,22 rovid, vastag szérok
e ebony 1. 70,7 fekete test
Th Tubby I11. 90,6 tomzsi 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 mutdcio domindns vagy recessziv voltat nagy illetve kis betiivel jelzik.

A gyakorlat kivitelezése

Vad tipust (+) imagokat és az emlitett mutansokat tartalmazo egy-egy kémcsé all mindenki rendelkezésére. Minden
kémcs6ben egy par allat, egy him és egy ndstény talalhato. Néhanyszor iitdgessiik puha feliilethez érintve a
kémcsoveket, hogy a muslicak a csé aljara keriiljenek. Kozben csepegtessiink néhany csepp étert a kémcsé
vattadugdjara (annak a belsd, a kémcsé alja felé néz6 oldalara), igy altassuk el az allatokat, majd csempére téve
vizsgaljuk meg Oket sztereomikroszkép alatt. Az elkabitott muslicakat ecsettel tudjuk mozgatni, megforditani.
a két nemben, valamint azonositsuk a szextiiskét a himek elsé par 1aban. Figyeljilk meg az emlitett morfologiai
bélyegeket az egyes mutansokon.

Ezt kovetden egy tobb egyedbdl allé kevert tenyészetet kap mindenki. Eteres altatas utan meg kell hatarozni az
egyedek fenotipusat, (ahol lehet: pontos, ahol nem: potencialis) genotipusat €s nemét.

Mendeli monohibrid, dihibrid oroklésmenetek,
ivari kromoszoman lokalizalt gének oroklodése,
kapcsoltsag és harompontos térképezés
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 vizsgalatan keresztiil
kovetkeztetni tudunk az F1 (1. filidlis), majd a P (parentalis) nemzedék genotipusara és fenotipusara. Ezaltal
javaslatot tudunk tenni az adott mutaciok oroklésmenetére €s a hattérben allo gének autoszomalis vagy ivari
kromoszdéman valo lokalizaciojara. A gyakorlat soran az el6z6 Drosophila gyakorlaton megismert mutansokkal
dolgozunk.

Elméleti bevezetd: mendeli egygénes (monohibrid) 6roklésmenetek

Keresztezziink vorosesbarna szemszinii homozigdta recessziv brown (bw) mutans ndstényeket vad tipusu himekkel
(bw"). Tudjuk, hogy a brown gén a 2. autoszoéman lokalizalt. Ismert az is, hogy a vad tipust allél (bw") 100%-o0san
dominans a recessziv mutans allél (bw) felett. Vizsgaljuk meg az F1 és F2 nemzedék feno- és genotipusos
megoszlasat.
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_ bw - bt
P_ s —_—y d .»llrl-+
bw bwr
bw™
F1:
bw

Az F1 nemzedék egységesen heterozigdta egyedekbdl all (uniformités térvénye), amelyek vad fenotipustak. Az
F2 utédnemzedék a véletlenszertien parba allitott F1 egyedek egymds kozotti, azaz infer se keresztez€sébdl jon
létre. A himek és a ndstények altal termelt ivarsejtek genotipusat, az egyedek véletlenszert parositasaval 1étrehozott
utédok (F2 generacid) genotipusat és fenotipusat az alabbi Punnett-tabla szemlélteti:

F2:
HH" him
" H'-H,. bhwt bw
nostény x‘h‘x‘\
bw* bwt
bw* bw e
vad tipus vad tipus
bw* bw
bw bw bw
vad tipus vérosesbarna szem

2. tablazat

Latjuk, hogy F2-ben az utédok ¥4-e vad fenotipusu lesz (téglavords szem), ¥4 ardnyban pedig megjelenik a mutans
fenotipus (vordsesbarna szemszinti allatok), vagyis a hires mendeli 3:1-es hasadasi aranyt kaptuk, amely a
genotipusokat tekintve 1:2:1-es aranynak felel meg (% homozigota vad: 5 heterozigota: 2 homozigota recessziv).
A fenti 6roklésmenet tehat egy mendeli egygénes vagy monohibrid 6roklésmenet. A reciprok keresztezés (vad
tipusu néstény keresztezése bw mutans himmel) ugyanerre az eredményre vezet.

Mendeli kétgénes (dihibrid) oroklésmenetek

Keresztezziink vestigial (vg) mutans, azaz csokevényes szarnyu nostényeket ebony (e), vagyis fekete testii himekkel.
Ezuttal két tulajdonsag 6roklodését vizsgaljuk. Tudjuk, hogy a vestigial gén a 2. autoszéman, az ebony pedig a 3.
autoszoman helyezkedik el, tehat a két tulajdonsag egymastol fiiggetlentil 6roklddik. Vizsgaljuk meg az F1 és F2
nemzedék feno- és genotipusos megoszlasat.

p vg et vgt e
vg ' et pgt’
v et

F1: J+ ; —
Uﬂ e

Az F1 egyedek mindkét mutaciora heterozigotak, de vad fenotipusuak; egymas kozotti keresztezodésiik adja az
F2 nemzedéket. Mivel a két gén egymastdl fiiggetlentil 6roklodik, a két gén alléljai a gamétak képzddésekor
szabadon kombinalodnak, ezért a négy kiilonb6z6 gaméta azonos valodszintiséggel képzodik mindkét nemben, 1/4
aranyban. A Punnett tadbla mutatja, hogy a négyféle ivarsejt 16 féleképpen kombinalodhat, azonban a kombinacio
eredményeképpen azonos genotipust egyedek is 1étrejohetnek. Ezeket az azonos genotipust parokat szimmetrikusan
a Punnett tabla atloja alatt és felett talaljuk. A balrél jobbra halado atlo altal metszett cellaban vannak az egy vagy
két lokuszukon homozigéta genotipusok, mig a mindkét lokuszukon heterozigéta tipusok a masik 4tl6 mentén
talalhatoak. A vizsgalt mutaciok dominans-recessziv droklésmenete kovetkeztében azonban a 9-féle genotipus
csak 4 féle fenotipust eredményez.

F2:
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him ¥ ¥, oy .
ndstény vg ;e vg ;e vgre Ve e
vgt et vgt e vg et vg e
vgtiet vgt' et vgt' et vgt ' et vgt ' et
vad tipus vad tipus vad tipus vad tipus
vgt et vgt e vg et vg e
vgt;e vgt’ e vgt' e vgt ' e vg* " e
vad tipus fekete test vad tipus fekete test
+
vg e v e
vgt et vgt e LM _g;_+
vgret ot ¥ o R vg et vy~ e
’ vaﬂ tipus va'sf:l tipus csokevényes csokevenyes
P szarny szarny
+
vg € vg e
vgt et vgt e b ¥, e
, e = vg e vg' e
Vg ;e e i
® e N . = csikevényes csokevényes
vad tipus fekete test szdrny sy, fekete test

3. tablazat

A cellak dsszeszamlalasaval belathato, hogy 9/16 aranyban vad fenotipusu allatokat, 3/16 aranyban csékevényes
szarnyu (vg) egyszeres mutansokat, tovabbi 3/16 aranyban fekete testii (e) egyszeres mutansokat valamint 1/16
aranyban csokevényes szarnyu ¢€s fekete testli kettdés mutansokat kapunk. Tehat a hasadasi arany 9:3:3:1-es, ami
a mendeli kétgénes (dihibrid), dominans-recessziv 6roklésmenetek jellemzdé hasadasa. A reciprok keresztezés
elvégzése (ebony mutans ndstény keresztezve vestigial himmel), ugyanehhez az eredményhez vezet, ami alatamasztja,
hogy egyik gén sem lokalizalodik az ivari kromoszoman.

Ivari kromoszédman lokalizalt gének oroklédése

Keresztezzlink white (w) mutans néstényeket vad tipust himekkel. Ismert, hogy a white gén az X kromoszdéman
lokalizalt. Azt is tudjuk, hogy a white mutacio6 recessziven 6roklodik.

W +  wt
P ..*’w):,_,T
Fl: © W+és g
e e il
T w = o

Az F1 néstények heterozigotak (vad fenotipustiak), mig a himek fehér szemiiek (w), mivel X kromoszoémajukat
az anyjuktol 6roklik (cikk-cakk oroklésmenet). Mar itt 1atjuk az elsé eltérést a Mendel-szabalyoktol, mivel az F1
nemzedék nem egységes (az uniformitas torvénye sériil). Az F2 nemzedék az F1 inter se keresztezésbol jon létre.

LH“R §
it

nostény i ¥
w wt

wt wt Y

vad tipusii ndstény | vad tipusi him
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fehér szem( nos- fehér szemii him
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4. tablazat

Az F2 generacio 1:1 aranyban tartalmaz vad tipusu egyedeket és fehér szeml mutansokat. Ez a megoszlas mindkét
nemben megfigyelhetd.

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

+
oW W
P:9—=xd 5
wt . wt
Fl: WES._T

srcr

Osszetételétol.

= )
""'\-.\_\_\_\_ Him +
i -~ w Y
néstény “‘m,,_&h
HI"! - -
wt wt
W W Y
vad tipusii ndstény vad tipusi him
wt w
w W
vad tipusii n6stény | fehér szemd him

5. tablazat

vad fenotipustak (bar heterozigotak), a himek fele vad, masik fele pedig fehér szemi mutans. Vegyiik észre, hogy
az F2 populacio egészére vonatkoztatva 3:1-es hasadasi arany figyelhetd meg a vad tipust allatok és a fehér szemii
mutansok kodzott, de a nemekben a megoszlas kiilonb6zo, s ez az eltérés az autoszémas lokuszokra vonatkozd
mendeli monohibrid keresztezésektdl. A fehér szemszin csak a himekben (pontosan a himek felében) jelenik meg.

Osszefoglalva, az ivari kromoszoman lokalizalt gének droklésmenete eltér az autoszomas génekétdl (a reciprocitas,
uniformitas szabalyai nem érvényesek, és az F2 hasadasi aranyok is kiilonb6zok). Az F2 nemzedékben 1:1-es
hasadési aranyt kapunk mindkét nemben vad fenotipusti és mutans egyedekre vonatkoztatva, ha a sziilok (P) koziil
a ndstény homozigota recessziv mutans volt az adott X kromoszémaban lokalizalt génre nézve, a him pedig vad
tipusu volt. A reciprok keresztezés esetében (sziilok (P) koziil a him hemizigéta formaban hordozza az X-hez kotott
mutaciot, a néstény pedig vad tipustl) az F2 nemzedékben a vad és mutans fenotipusok aranya 3:1, ahol csak a
himek, azok fele mutatja a mutans fenotipust.

Az F2 nemzedék fenotipusos megoszlasanak statisztikai vizsgalata

Ahhoz, hogy egy tulajdonsag oroklésmenetét az ismertetett klasszikus modszerekkel felderithessiik meg kell
allapitanunk, hogy a kiilonb6z6 fenotipus kategoriak 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 szornak, nem pontosan egyeznek a kapott aranyok a feltételezett
oroklésmenetek alapjan vart aranyokkal. Mint 1atni fogjuk, a kiilonb6z6 genotipusu (barmely életszakaszban levo)
egyedeknél hallgatolagosan feltételezett azonos életképesség sem teljesiil. Kiilondsen a kapcsoltsag vizsgalatanal
fontos megallapitanunk, hogy a fliggetlen 6roklodés hipotézise alapjan vart aranyoktol valo eltérés vajon pusztan
mintavételi hiba - azaz kis minta elemszam - eredménye-e. Az alkalmazandd médszer teljesen altalanos, ezért egy
torténetileg érdekes, egyszeri példan mutatjuk be. Morgan 1910-ben a Science folyoiratban publikalta, hogy a
Drosophila fehér szemszint okozé mutacidja valosziniileg egy olyan faktorhoz kapcsolodik, amibdl a himekben
egy kell, hogy legyen, a ndstényekben viszont kettd. A publikacid kiilonleges tudomanytorténeti jelentdsége, hogy
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ez volt az elsO cikk, ami a Mendel-féle géneket nem puszta absztrakciokként, hanem valamilyen faktorhoz
rendelhet6kként kezelte. Igy ezt a cikket a modern genetika elinditojanak is tekintik.

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

Morgan és munkatarsai egy éve beltenyésztett tenyészetben egy fehér szemi himet talaltak. Ezt az egyetlen himet
keresztezték vad szemszinti testvéreivel, ami 1237 voros szemii egyedet és 3 fehér szemi him utddot eredményezett.
A tovabbiakban a 3 fehér szemii utddtol eltekintettek. Az F1 generacid egyedeit egymas kozott keresztezve a
kovetkez6 utddszamokat kaptak:

Vad szemii néstény 2459 darab
Vad szemii 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 heterozigdtak, a himek pedig a vad allélre hemizigotak az eredményeket igy is irhatjuk:

T

T~ i
S him ¥
nastény e ol ¥
H-\\\-\_h_\_
¥
- ~1011db
2459 db vad tipust him

vad tipusi néstény i

?:?82 db
fehér szemi him

7. tablazat

Ha a him fehér szemszinét okoz6é mutacié az X kromoszéman 6roklédik, akkor nem varunk fehér szemszinii
néstényeket, azt varjuk, hogy a himek egyik fele vad tipusu masik fele pedig fehér szemti legyen, s azt is varjuk,
hogy az 6sszes utdd negyede legyen mutans. A keresztezésbdl valoban nem szarmaztak fehér szemi néstények,
az aranyok egyezése a varttal pedig illeszkedés vizsgalattal ellendrizhetd. A cikk publikalasakor a hipotézis vizsgalat
statisztikai eszkdzei még nem alltak rendelkezésre. Természetesen mindkét ardnyra vonatkozd hipotézisiinket
ellendrizhetjiik.

A himek kozti 1:1 megoszlas ellenérzése:

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 esetszdmot pedig a 7. tdblazatbol és az 5.
tablazatbdl szamitjuk: a 7. tablazat szolgaltatja az 6sszes egyedszamot, melyet az 6todik tablazatnak megfeleléen
osztjuk stlyozva (azaz az Osszes egyed szama 2459 a fele vad tipust néstény, negyede vad tipust him, negyede
mutans him).

A vart esetszamok €s a tényleges adatok kozti kiilonbséget a vart esetszamhoz viszonyitva a kovetkez6képpen
szamoljuk:

59

http:// www.renderx.com/



render

Drosophila genetika - géntérképezés

2 (0 E)
JERN ZT = 14,63 + 14,63 + 52,16 = 81,4
1

Esetlinkben n=3-al, mert harom kategoriank van. Bebizonyithato, hogy az igy kapott dsszeg jol kdzeliti a megfeleld
paraméter(i Xzeloszlést, ha az adatok megfigyelt eloszlasa és a vart eloszlas egyezik. Mivel a vart esetszdmokat a
kisérlettdl fiiggetlen ismeretek alapjan hataroztuk meg, az eloszlas paramétere az un. szabadsagi fok, a kategoriak
szama -1 —el egyenld, azaz 3-1=2. A kapott 81,4-es X2 érték oriasi, p=0,001-nél is kisebb a valoszintisége, hogy
az 1:1 aranyra vonatkozo null hipotézisiink teljesiilése esetén ekkora vagy ennél is nagyobb kiilonbséget kapjunk
az empirikus és a vart eloszlas kozott. Megismételve az eljarast a 3:1 aranyra, szintén szignifikans eltérést kapunk
a null hipotézistdl, 0.001-es szignifikancia szinten is. Az alkalmazott eljarast a statisztikusok tiszta illeszkedés
vizsgalatnak nevezik. A tiszta jelz6 arra utal, hogy a vart aranyokat nem a vizsgalt adatok alapjan becsiiljiik, hanem
elméleti megfontolasok vagy mas adatok alapjan tudjuk.

Ezen adatok alapjan tehat a white lokusz 6roklddésére vonatkozé ivari kromoszomas hipotézist el kellene vetniink!
Miért bizonyulhatott mégis igaznak az ivari kromoszémas hipotézis? Vegyiik észre, hogy az egész eljaras
kimondatlanul feltételezi, hogy a white mutacié nem hat az egyedek életképességére. Ugyanakkor lattuk, hogy a
white mutans egy ABC transzporter funkciovesztéses mutacidja, ami megvaltoztatja a himek udvarlé viselkedését,
korrigalhatoak és a hipotézis igazolhato. Egyetlen kérdés maradt hatra. Miért nem zavarta Morgant és a kortarsakat
ez a statisztikai teszt nélkiil is érzékelhetd eltérés a vart aranyoktol? Miért publikalhatta ezeket az eredményeket
Morgan a korszak vezetd tudomanyos lapjaban? A durva egyezés valosziniileg azért volt elegendd, mert az F2-t6l
fliggetlen teszt-keresztezésekbodl adodo aranyok is durvan alatdmasztottak az uj hipotézist, ami raadasul 6sszhangban
volt a Mendel altal feltételezett alapmechanizmussal, aminek az alkalmazasi korét nagymértékben kiterjesztette.
Ez elég volt ahhoz, hogy se a szerzd, se a kortarsak ne aggddjanak az eltérések miatt.

A gyakorlat kivitelezése

Ezutan nézziik végig két konkrét példan, hogy az eddigi ismeretek alapjan az F2 generacio fenotipusos megoszlasabol
hogyan kovetkeztethetd ki az F1 nemzedék, majd a sziildi (P) torzsek genotipusa, €s hogyan tehetiink javaslatot a
hattérben all6 gének szdmara és az 6roklés modjara, azaz a tulajdonsag Oroklésmenetére. Fontos megjegyezni,
hogy a gyakorlaton megoldandé példdkban minden esetben tiszta sziildi vonalakbol (azaz homozigota [vagy X
kromoszéman 6rokl6do tulajdonsag esetén hemizigota] mutansokbdl) indulunk ki.

1. Rendelkezésiinkre all az alabbi F2 nemzedék:

F2 néstények (2 himek (B)
Vad 61 59
barna szem, vad test 20 21
vad szem, sarga test 59 58
barna szem, sarga test 22 22
egyedszadm Osszesen 162 160

9. tablazat

Elso 1épésben a két tulajdonsag oroklésmenetét kiilon-kiilon vizsgaljuk. Ehhez adatainkat atrendezve, ugynevezett
kontingencia tablaban, nemenként kiilon-kiilon dbrazoljuk:
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10. tablazat

A tabla aljan, illetve jobb szélén feltiintetett értékek, amiket a megfeleld cellakban allo darabszamok Gsszeadasaval
kaptunk a marginalisok. E szerint a 162 néstény koziil 120 darab vad szemszinti, tehat 120/162=0,74 a néstények
kozott a vad szemsziniek aranya. Mivel 81 darab vad testszinli néstényt talaltak 81/162=0,5 a vad testszintiek
aranya. Ugyanez a tablazat a himekre azt mutatja, hogy a fenti aranyok ko6zottiik is hasonloak.

11. tablazat

Latjuk tehat, hogy mindkét nemben koriilbeliil 1:3 hasadasi aranyt tapasztalunk a szemszinre. Ezért feltételezhetjiik,
hogy a barna szemszint okoz6 mutacié recessziv és mendeli oroklésmenetet mutat. fgy 6roklédik példaul a 3.
autoszoman elhelyezkedd sepia gén funkcidvesztéses mutacioja (se). A testszin 6roklodését hasonlodan vizsgalhatjuk.
A sarga testszinii mutansok aranya a vad testszint mutatokhoz képest mindkét nemben 1:1. Ez arra utal, hogy a
sarga testszin X kromoszoman lokalizalodhat, és mivel a mutans fenotipus az F2 generacioban mindkét nemben
1:1-es aranyban jelenik meg, feltételezhetd, hogy a P generacioé ndsténye hordozta az X-hez kotott mutaciot
homozigdta formaban. Az el6z6 gyakorlaton megismert mutaciok koziil igy 6roklédik az X-hez kotott yellow (v)
mutacio. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a P generacioban a ndstény homozigoéta recessziv y mutans volt, a
him pedig homozigota recessziv se mutans.

Ugyanakkor vegyék észre, hogy a se mendeli 6rokldédést mutat, tehat igaz ra a reciprocitas szabdlya, s igy azt is
feltételezhetnénk, hogy a P néstény y; se kettés mutans, a him pedig vad tipust volt. E feltevés alapjan a
keresztezések a kovetkezok:

+ +*
y  ze v ze
P:g=; —xd P —
? y ' set < Y  se
+
, . v se
F1 L
$ pt se © Y 5@

F1-ben vad tipust ndstényeket €s sarga testii himeket kapunk, amelyek inter se keresztezése az alabbi F2 nemzedéket
hozza létre.
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12. tablazat

A Punnett-tabla bal oldalan az F2 ndstényeket, jobb oldalan pedig az F2 himeket latjuk. A néstények 3/8-a vad
tipust, tovabbi 3/8-a sarga testii, 1/8 aranyban kapunk barna szemii mutansokat és tovabbi 1/8 aranyban pedig
sarga testll és barna szem kettds 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
sziikség statisztikai elemzésre, azonban valdsdgos esetekben az aranyokra vonatkozo hipotézisiinket statisztikailag
igazolni kell, amire a fentiekben mutatott illeszkedés vizsgalat chi-négyzet probaval kivaléan alkalmas.

1. 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 kromoszoman vagy autoszéman helyezkednek-e el.

F2 néstények (2 himek (2)
vad 0 92
babalaku szem 88 0
résszem 93 90
babalaku szem, fekete test 28 0
résszem, fekete test 31 31
fekete test 0 29
0sszesen 240 242

13. tablazat

Ismét valasszuk szét a két morfologiai bélyeg 6roklodését és abrazoljuk adatainkat kontingencia tablaban.
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Ha a fekete testszin vad testszinhez viszonyitott aranyat vizsgaljuk, latjuk, hogy mindkét nemben koriilbeliil 1:3
hasadasi aranyt tapasztalunk (ndstények: 59 fekete testii: 181 vad testszinii; himek: 60 fekete testli: 182 vad
testszintl). Ezért feltételezhetjiik, hogy a fekete testszint okoz6 mutacio recessziv és mendeli 6roklésmenetet mutat.
Igy 6roklsdik példaul a 3. autoszoméan elhelyezkedé ebony gén funkcidvesztéses mutacidja (e). A szemalak
mutansok mindkét nemben megfigyelheték az F2 nemzedékben. A himek fele résszemti (121 egyed), a masik fele
vad szemalakot mutat (121). Az F2 néstények mind szemalak mutansok, fele-fele aranyban bab- illetve résszemiiek.
Valészinii, hogy a szemalak mutacié az X kromoszoman lokalizalt, és a mutaciot a sziilok (P) koziil a nstény
hordozta, mivel a mutans bélyeg mindkét nemben megjelenik az F2-ben. Raadasul a mutacié dominans, mivel
minden F2 ndstény szemalak mutans, a babalak és résszem pedig a mutans allél heterozigota valamint homozigéta
formaban valé megnyilvanulasa. Ez a szemalak mutacio az el6z6 gyakorlaton targyalt Bar mutéacid, amely
homozigdtan résszemet, heterozigotan pedig babalakt szemet eredményez. Ezek alapjan feltételezziik, hogy a P
generaci6 nésténye homozigdta dominans Bar mutans, 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

néstény B; e kettds mutans volt, a him pedig vad tipusu:

F1-ben babalakt szemi ndstényeket és résszemli himeket kapunk, amelyek inter se keresztezése az alabbi F2

nemzedéket hozza 1étre.
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14. tablazat
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A Punnett-tabla bal oldalan az F2 néstényeket, jobb oldalan pedig az F2 himeket latjuk. A ndstények 3/8-a babalakt
szemi, tovabbi 3/8-a résszemti, 1/8-1/8 aranyban kapunk fekete testli, résszemii valamint fekete testii, babalakil
szemi kettds mutansokat. Az F2 himek 3/8-a vad tipusu, 3/8-a résszemt, 1/8-a fekete testii, tovabbi 1/8-a pedig
résszemd és fekete testi. A feladat eredeti F2 adatai jol egyeznek az itt kapott adatokkal.

2.B rész: Kapcsoltsag és harompontos térképezés

Eddig lathattuk, hogy milyen 6roklésmenetet mutat egy autoszoman lokalizalt recessziv mutacio, milyet egy X
kromoszdéman levd, milyen hasadési ardnyok jellemzdek a mendeli dihibrid 6roklésmenetben, és milyen akkor,
hogyha két olyan gén droklésmenetét vizsgaljuk, amelyek koziil az egyik autoszoman a masik pedig X kromoszéman
lokalizalt.

A XX. szazad els6 éveiben Bateson és a Punnett a szagos biikkony két tulajdonsaganak 6roklodését vizsgaltak, és
az F2-ben tapasztalt hasadasi arany nagymértékben eltért a vart 9:3:3:1-es hasadasi aranytol, oly modon, hogy két
fenotipusos kategodriaba tartozo utdodok joval tobben voltak a vartnal, mig a masik két kategériaba tartozok joval
kevesebben. Mar e két kutato tgy gondolta, hogy fizikailag kapcsoltak ezek a gének, de nem ismerték e kapcsoltsag
természetét.

A hipotézis igazolasa Drosophila genetika alkalmazasaval tortént. Morgan hasonlo eltéréseket talalt a mendeli
oroklédéshez képest, amikor két autoszomas gén 6roklodését vizsgalta. Az egyik gén a purple (pr) volt, melynek
recessziv mutans allélja homozigdta formaban bibor szemszint okoz, a masik a vestigial (vg), amely homozigota
allapotban csokevényes szarnyat eredményez.

Kettésmutans ndstényeket keresztezett vadtipusi himekkel, majd az F1 ndstényeket teszteld keresztezésbe vitte,
azaz a mindkét lokuszra recessziv homozigota himmel keresztezte.

X T
or v prt v
P.__gX vg

“pr'eg prt Tugt

prt vgt _pr vg

pr | vg pr'vg

E keresztezésbdl az alabbi fenotipust muslincéakat figyelte meg:

prvg
ndstény him
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 6roklodnének, akkor 1:1:1:1-es hasadasi aranyt kellene kapni. A két nagylétszamu kategoria
a kiindulasi, sziildi fenotipusokkal egyezik meg (un. parentalis tipus). A parentalis tipustol eltérd fenotipusu utodok
a rekombinans kategoriakat alkotjak.

Az egyazon kromoszoéman levo gének fizikailag kapcsoltak, az ¢ 6roklodésiik nem mendeli modon, hanem a
crossing over, az atkeresztez0dés szabalyszertiségeit kdvetve oroklodnek.

Minél tavolabb van egymastol a két vizsgalt lokusz, annal nagyobb eséllyel kovetkezik be atkeresztezddés kozottiik,
annal tobb rekombinans utdd lesz jelen az utddnemzedékben.

Igy a rekombinansok aranyabol kovetkeztetni lehet a vizsgalt lokuszok tavolsagara (1d. Sordaria gyakorlat, Haldane-
fliggvény; kis tdvolsagok esetén egyenes illeszthetd a fliggvény kezdeti szakaszara, azaz a rekombinacioé gyakorisagat
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¢és a tavolsagot szamértékileg megegyezonek tekinthetjiik). A kapcsolt génekkel végzett kisérletek éppen ezért
lehetéve tették €s teszik ezen Un. kapesoltsagi logikan alapuld genetikai térképek elkészitését.

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

A gyakorlat soran harompontos térképezéseket fogunk végezni: harom kapcsolt gén 6roklésmenetét fogjuk vizsgalni,
amelynek soran meghatarozzuk a (vizsgalt) gének relativ sorrendjét, és a vizsgalt lokuszok kozotti tavolsagokat,
valamint a crossing over interferenciat is.

A fentiekkel 6sszhangban az els6 1épés az utddnemzedékben a parentalis tipusok azonositasa. Mivel relative kdzel
elhelyezked6 lokuszok 6roklésmenetét vizsgaljuk, igy annak a valosziniisége, hogy nem torténik rekombinacid
joval nagyobb, minthogy torténik, ezért a nem rekombinans, a parentalis tipusba tartozo utddok képviseltetik
magukat nagy szamban.

Figyeljiik meg, illetve gondoljuk végig a kovetkezoket!
* A rekombinacié vizsgalatahoz a kérdéses lokuszokra heterozigota néstényekre van sziikség.

* A heterozigota néstények kétfélék lehetnek. Vagy azonos kromoszoman hordozzak a két mutaciot, ezek a cisz
heterozigotak vagy kiilonbdzé kromoszémakon hordozzék azokat, ezek a transz heterozigotak.

* A néstényben lejatszodd rekombinacios eseményeket csak akkor latjuk az utddnemzedékben, ha a himekbdl
szarmazo allélek ezt lehetdvé teszik (azaz az apatol 6roklott allél nem dominans az anyatol 6rokolttel szemben).
Ebben az esetben a vizsgalt utddnemzedék, az un. térképezd populdcidé egyedeinek fenotipusat a petesejt
haplotipusa hatdrozza meg.

» Két parentalis tipus van, amelyek rekombindcié hianyaban keletkeznek, és megfeleltethetdek a ndstény két
homolog kromoszomajanak. A két parentalis tipus egymasnak a ,,reciproka” a heterozigocia miatt.

Két gén tavolsagat a vizsgalt lokuszok rekombinacios gyakorisaga alapjan hatarozzuk meg:

rekombinansok szama

T = ” r
az dszes utod szama

1/a feladat. Drosophila-ban két recessziv gén, a black (, melynek recessziv mutacioja sziirkés testszinhez vezet)
és a vestigial (vg - csokevényes szarny) a 2. kromoszoman helyezkedik el. F1 dihibrid, azaz mindkét vizsgalt génre
heterozigdta ndstényeket teszteld keresztezésbe vitték és 1930 vad tipusu, 1888 sziirke testli, csokevényes szarnyu,
412 sziirke testli és 370 csokevényes szarnyu utddot kaptak.

Szamitsuk ki a b és vg kozti tavolsagot!

Az utdédnemzedék négyféle fenotipusos kategoriaja koziil két parentalis és két rekombinans van. A két parentalis
jelen esetben a vadtipus (1930) és a kettOdsmutans (sziirke testli, csokevényes szarnyu, 1888), mivel e tipusok
gyakorisaga magas. A dihibrid néstény genotipusa tehat:

bt vgt
b wvg

A sziirke testli (412) illetve a csokevényes szarnyu (370) egyedek a rekombinansok, a b és vg locusok kozti
rekombinacié eredményeként jottek 1étre (3.9. abra).
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b vg )
| ] by !
| | B
+ Vg R1
b+ R,
| :
++
= + Py
bvg +vg b + ++
b vg bwvg hvg b vg
1888 370 412 1930
3.9. abra
A'b és a vg locusok kozti rekombinacids gyakorisag — ry_,, — meghatarozasa:
R; +R; 370 + 412
Phy—vg = - i = 0,17
az bszes utéd 1888 + 1930 + 370 + 410

A 1y, rekombinacios gyakorisag 0,17, azaz a d,,.,, tavolsag 0,17M = 17cM. (Mivel ez az ertek nagyobb 5¢M-
nél, ezért valdjaban korrigalni kellene a Haldane-fiiggvénnyel, de mi ettdl eltekintiink a Drosophila gyakorlat
soran.)

Nézziik meg, mi torténik egy harmadik pont bevonasa esetén!
1/b feladat

Egy masik recessziv gén a cinnabar (cn - élénkpiros szemszin) szintén a 2. kromoszomaban lokalizalt. Az F1
trihibrid néstényekkel teszteld keresztezést végeztek és

664 vad tipusu

652 sziirke testii, élénkpiros szemil, csdkevényes szarnyl
72 sziirke testil, élénkpiros szemii

68 csokevényes szarnyu

70 sziirke testii

61 élénkpiros szemt, csdkevényes szarnyu

4 sziirke testil, csokevényes szarnyu

8 élénkpiros szemil

egyedet kaptak.

Ugyancsak két parentalis tipus van, de nem kettd, hanem hat rekombinans kategoériat figyelhetiink meg. A két
parentalis tipus:

P1: vadtipusu (664)

P2: sziirke testii, élénkpiros szemii, csdkevényes szarnyu (652)
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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 kozotti tavolsagok?

Nem evidencia, hogy a harmadik pont az elébbi kettd kdzott van, meg kell hataroznunk a génsorrendet! Csak a
relativ génsorrend meghatarozéasara van lehetdségiink (azaz arra, hogy a harom pont kéziil ,,melyik van kdzépen™),
nem nyeriink informaciot arrél, hogy melyik lokusz talalhatd a centromerhez ill. a telomerhez kozelebb.

A génsorrend meghatarozasa a ritka osztaly segitségével lehetséges. A ritka osztaly az a két fenotipusos kategoria,
amelybe tartozo egyedek a legkisebb aranyban képviseltetik magukat. Harom pont vizsgalata lehet6séget ad arra,
hogy azokat az utodokat is azonositsuk, melyek kettds crossing overrel jottek 1étre. Az egyik crossing over az
egyik kiils6 és a belsé pont kozott, mig a masik crossing over a belsd pont és a masik kiilsé pont kdzott tortént.
Két crossing over egyidejii bekovetkeztének, tehat a kétszeres crossing overnek a gyakorisaga sokkal kisebb még
az egyszeres crossing overénél is, ez a magyarazata a nagyon alacsony egyedszamnak a térképez6 populacioban.

A génsorrend meghatarozasahoz a ritka osztalyt ugy hasznaljuk f6l, hogy tudjuk a parentalis tipusoknak kdszonhetden
a ndstény homolog kromoszomainak genotipusat és azt is tudjuk, hogy a kétszeres crossing overnek milyen
haplotipusu gamétakat kell eredményeznie. (3.10. dbra) A génsorrend meghatarozasnal kiindulunk egy feltételezett
génsorrendbdl és megnézziik, hogy e hipotetikus génsorrend esetén kettds crossing overrel keletkezé gamétak a
ritka osztalyt hozzak-e 1étre. Az 10. abran lathato, hogy az I. és a II. feltételezett génsorrend nem a ritka osztalyba
tartozo egyedekhez vezet, mig a IIl. feltételezett génsorrend az, ami a 4 illetve 8 egyedszamu kategoridhoz, a
tényleges ritka osztalyhoz vezet.

Feltételezett génsorrend I: Feltételezett génsorrend I1:

|—..— o
o
+
o
=
[n}
1
+
=
-]

b + cn + g+ cn o+ Vg +b o+

Feltételezett gensorrend Ill:

b cn Vg
| | |

'—\\ —— b+
/

+Cn +

+ + +
b + vg +CN o+
cn Ve
4 2
3.10. abra

Megvan tehat a gének relativ sorrendje: b — cn — vg.

A tavolsagok kiszamitasa soran eldszor a b-cn tdvolsagot hatarozzuk meg!
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Ehhez minden olyan rekombinans egyedet dssze kell adni a szamlaloban, amely kialakulasdhoz a b as a cn locusok
kozott tortént rekombinacio. A 11. abran lathatjuk, hogy ezek egyrészt az egyszeres rekombinansok egyik csoportja
(R1 és R2, az abran az 6ket 1étrehozo rekombinacios eseményt a zold vonalak szimbolizaljak), valamint a kétszeres
atkeresztez6déssel 1étrejovo RS és R6. (Az utddok szama dsszesen 1599.)

cn vg

| | _benvg P,

l +cnvg R,

f ++vg R,
b+vg Rs

| ben+ R,
b+ + FE2
+++ P,

b
|
]
\1' / 1 +cn+ Ry
_T__J
|

3.11. abra

_Ry+R,+Rs+Rs 61+70+4+8

- =0,08%94 = d,_., = 8,94cM
az dszes utdd 1599 b-cn

rh— €1

Hasonloképpen jarunk el a cn és vg locusok kozotti tavolsag meghatarozasanal, az abran az R3 és R4
rekombinansokat létrehozo atkeresztezddéseket a kék vonalak jelzik.

R; +Ry +Rs + R, 68+72+4+8
rcn—v = - ¥ =
¥ az Bszes utdd 1599

=0,0950 = d,_,; = 9,50cM

E térképezd populacio felhasznalasaval is meghatarozhatjuk a d,.,, tavolsagot. Minden egyes rekombinacios
eseményt Osszegezni kell. Ez jelenti az 6sszes egyszeres rekombinanst, valamint a kétszeres rekombinansokat,
rdadasul az utobbiakat kétszeresen, hiszen egy kétszeres rekombindcidval 1étrejott egyed két rekombinacios
eseményt jelent.

az Oszes utod B 1599

Ph—vg = =0,1544

d—vg = 18,44cM

Termeészetesen ezt a tavolsagértéket kapjuk akkor is, hogyha a mar korabban kiszamolt dy,_p, €s dp,_y, tavolsagokat
egyszerlien dsszeadjuk. Ugyanakkor az igy kapott 18,44cM nem egyezik meg az 1/a feladatban meghatarozott
17cM-nal! A kiilonbség f6 oka abban keresendd, hogy ’beiktattunk egy belsd pontot’, igy lathatova lettek a kétszeres
crossing overek a b és a vg locusok kozott. Ez magyarazza azt a tényt, hogy mennél tobb pont all a rendelkezésiinkre
a géntérképezEs soran, annal pontosabban lesz a lokuszok kdzotti tavolsag becslése.

A térképezésnél a kiindulasi hipotézisiink az volt, hogy az atkeresztezédések barmely bazisparnal azonos
valészintiséggel torténhetnek és egymastdl fiiggetleniil kovetkeznek be egy-egy kromoszéma szakaszon, azaz nem
befolyasoljak egymas eléfordulasat. Ez a hipotézis azonban nem teljesen igaz. A megfigyelt és a vart kétszeres
atkeresztez6dések gyakorisaganak hanyadosa az in. koincidencia koefficiens (roviditése cc).

kapott kétszeres crossing overek gyakorisaga
cc =

vart kétszeres crossing overek gyakorisaga
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A fuiggetlenségtol valo eltérés mértéke meghatarozhato a crossing over interferencia (jele: I) segitségével. I azt
fejezi ki, hogy ha valahol crossing over torténik, az milyen hatassal van egy masodik crossing over kialakulasara.
A koincidencia koefficienst egybdl kivonva kapjuk meg az interferencia értékét. Mivel aranyszamrol van szo,
meértékegysége nincs.

[=1—cc

Ha I =1, akkor komplett interferenciardl, teljes mértékt gatlasrol beszEliink, a kialakult crossing over nem teszi
lehetévé egy masik crossing over 1étrejottét (nincs kétszeres crossing over).

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

Ha I < 0, az a negativ interferencia jelensége, ez akkor kovetkezik be, hogyha a mar kialakult crossing over
serkentden hat egy masik crossing over létrejottére. (E teriiletek a rekombinacios forropontok.)

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

A valészinliségszamitas tanulmanyainkbol tudjuk, hogy két fiiggetlen esemény egyiittes bekovetkezésének
valdsziniisége a két esemény kiilon-kiilon vett bekovetkezési valosziniségének a szorzata. A kétszeres
atkeresztez6dések vart gyakorisagat tehat az egyik és a masik lokuszpar kozotti rekombinacios gyakorisag
szorzataként kapjuk meg.

4 8
_ 1599 © 1599
61+70+4+8_ 68+72+4+8
1599 % 1599

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

Az interferencia mértéke tehat 0,12, azaz gatlas van.
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4. fejezet - C. elegans genetika —
genetikai utvonalelemzeés

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

ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék

A gyakorlat ceélja

A Caenorhabditis elegans fonalféreg, mint genetikai modellorganizmus bemutatisa, himnos
(6nmegtermékenyitd hermafrodita) és him egyedek elkiilonitése, valamint morfolégiai mutansok felismerése.
Kiemelt szerepet kap a kettds mutans (episztazis) analizis, amely soran a hallgaték genetikai titvonalak
komponensei kozott haté szabalyozasi kapcsolatokat (,,ki szabalyoz és kit szabalyoznak”, azaz mely
komponens van upstream — ,,el61” az Gutvonalban — és mely komponens hat downstream — ,hatul” — az
utvonalban) hatiroznak meg.

7
I

4.1. abra. A Caenorhabditis elegans fonalféreg. Fénymikroszkopos felvétel egy hermafrodita (himnds) feln6tt
allatrol (kdzépen). Az allat feji (anterior) végén (alul) jol 1athat6 a garat két bulbusza és a szajnyilas. A poszterior
vég (feliil) cérnaszertien elvékonyodik. A testen végightizodo sarga ,,szemcsék™ a bél autofluoreszcens granulumai.

A C. elegans altalanos jellemzése

A Caenorhabditis elegans mérsékelt égovi, talajban szabadon €16, baktériumokat fogyaszto, 1,2 mm hosszusagu
fonalféreg (4.1. abra). 25°C-on a megtermékenyitett petesejt 52 ora alatt fejlodik ki ivarérett felnétté. A felnott
allatok 4-6 napig képesek szaporodni, majd a reproduktiv idészak utan még koriilbeliil 7-10 napig élnek. Egy
hermafrodita allat viszonylag nagyszamu (kozel 250) utodot képes létrehozni. Kis testméretnek kdszonhetéen a
mikroorganizmusokhoz hasonléan miianyag Petri lemezeken, atlatszo agar feliileten (NGM — Nematode Growth
Medium) lehet laboratoriumi koriilmények kozott nagy szamban fenntartani (Brenner, 1974). A fenntartas soran
taplalékként £. coli OP50 baktérium torzset hasznalnak.
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A C. elegans fonalféreg faj az 1970-es évek kdzepétdl valt a genetikai analizis egyik kdzkedvelt genetikai modell
rendszerévé (Brenner, 1974). Sydney Brenner (4.2. 4bra) eredetileg fejlddésgenetikai problémak megvalaszolasara
és az idegrendszer miikodésének tanulmanyozasara valasztotta ki ezt az €161ényt (4.3. abra).

\

4.2. abra. Sydney Brenner (1963). ,,/ would like to tame a small metazoan...” (szeretnék megszeliditeni egy kicsi
allati szervezetet). Brenner valasztotta a C. elegans-t genetikai modellszervezetnek. Ma tobb mint 1000 C. elegans
laboratorium talalhaté a kiilonb6z6 orszagokban.

Brenner's letter to Max Perutz
(1963)

"Dear Max, Max Perutz

It is now widely realized that nearly all the "classical”
problems of molecular biology have either been solved or will
be solved in the 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.”

-Svdney Brenner

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

Az allat testét alkoto kozel ezer szomatikus sejt koziil 302 idegsejt, amelyek kozel 5000 szinapszist hoznak 1étre
(Ward és mtsai., 1975). Idegrendszere elég komplex ahhoz, hogy az allat képes legyen a tanulasra, bonyolult
mozgasi folyamatokra, viselkedésre és érzékelésre. Ugyanakkor elegendden egyszerii ahhoz, hogy laboratoriumi
koriilmények kozott egyedi sejtszinten is tanulmanyozhatoak legyenek ezek a bioldgiai folyamatok genetikai
eszkozokkel.

A C .elegans fejlodésmenete

Az embriodgenezist koveten a C. elegans 4 larvastadiumon (L 1-L4) keresztiil fejlodik felnétt allapotba (4.4. abra).
A larvastadiumok kozott az allat egy-egy vedlési (un. lethargus) stadiumon megy keresztiil. Lethargus allapotban
az allat nem mozog, nem taplalkozik, garatmitkodése leall. Az Gj kutikula kialakulasa utan a feji részen megreped
a régi kutikula, és az allat kicstiszik bel6le. Nagy populacio siiriiség és/vagy taplalékhiany esetén az allatok egy
alternativ , kitartd forma” (un. dauer) larvastadiumba fejlodnek (4.4. abra). A dauer larvastadium az L1 stadiumban
érzékelt ingerek, mint pl. a tilnépesedés (dauer feromon), tdplalékhiany, vagy magas hémérséklet hatasara alakul
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ki (Riddle és Albert, 1997). A dauer fejlodést inicialo ingereket az allat a fején 1évdé kemoreceptorokon keresztiil
érzékeli. A dauer larva a fejlodése soran makroerg molekulédkat halmoz fel, dauer larvaként pedig nem taplalkozik,
hanem tartaléktapanyagait égeti (szemianabiozis). Ez a fejlédési forma rendkiviil ellenallo, kutikuldja vastag,
majdnem teljesen zart. A dauer larva akar 6 honapig is képes életben maradni, mikdzben biologiai értelemben nem
oregszik (non-aging fejlodési forma). Kedvezo koriilmények hatasara a dauer larva L4 stadiumu larvava alakul
(recovery), majd folytatja a reproduktiv egyedfejlédési ciklust.

Felndtt

4.4. abra. A C. elegans fejlédésmenete. Az embrionalis fejlodést kovetéen az allat 4 larvastadiumon keresztiil
éri el a felnott kort. Kedvezotlen koriilmények egy alternativ larvaforma, az in. dauer larva alakul ki, amely
akar 6 honapig is életképes, és a kedvezdtlen koriilmények atvészelésére specializalodott (a dauer larvat
erds, detergensekkel szemben ellenallé kutikula védi; nem taplalkozik; alig mozog; nem novekszik és alig
metabolizal). A kép alsé sarkaban egy dauer larva fénymikroszképos képe lathaté. Az allat kb. akkora, mint
egy L3 stadiumi larva. A belében felhalmozodo lipidcseppek miatt a dauer larva sotét szinii.

Sejtvonalak

A C. elegans sejtjeinek leszarmazasi sorsa invarians és meghatarozott (4.5. abra). Attetsz6, fénymikroszkop alatt
transzparens testfalanak koszonhet6en - maig egyediiliként a soksejtiiek korében - 1983-ra meghatarozasra keriilt
az allat teljes sejtleszarmazasi térképe (cell lineage), azaz minden testi sejt sziiletése, osztddasi sikja, és tovabbi
egyedfejlodési sorsa (Sulston és Horvitz, 1977). Ez a sejtsors térkép adatbazisbol elérhetd.

nérak zigita
embriondlis
osziddisok
10— farinx + idegsejtek - ; : bél “‘I
20
i posztembrionalis
T osrtddasok
30—
40—
50 vulva i brpmleod
epidermis szomatikus gonad
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4.5. abra. A C. elegans sejtsors térképe. Baloldalon az egyedfejlédés érakban megadott staidiumai (25°C-
on). Kis vonal jelzi a sejtleszarmazasi fa tetején a zigotat, majd alatta Gijabb vonalak jelzik a 2-sejtes, 4-sejtes
.. stadiumokat. Szamos szévet (pl. a vulva szovet) csak az késébbi larva stidiumokban alakul ki.

Az éllat egyedfejlodése egyedi sejtszinten meghatarozott Nomarski (DIC, differential interference contrast)
optikaval felszerelt fénymikroszkdpia segitségével (4.6. abra). Ez alapjan megallapitottak, hogy a szovetek egy
része csak egy adott embrionalis alapit6 sejtbdl (blasztéma) szarmaznak, mig mas szdvettipusok kialakitasaban
tobbféle alapitd sejt vesz részt (4.7. abra). A bélszdvetet felépitd 20 sejt példaul mind az embrionalis E sejt
leszarmazottai.

4.6. abra. A C. elegans embrionalis egyedfejlodésének diszkrét stadiumai. Bal oldalon a megtermékenyitett
petesejt, jobb oldalon pedig a peteburokbol kikeld L1 larva képe lathatd. Ezekben a stddiumokban minden egyes
szomatikus sejt egyedileg azonosithat6. Ez lehetdvé tette, hogy az allat egyedfejlodése egyedi sejtszinten vizsgalhatd

legyen.

Megtermekenyitett
petesejt

ABa th EMS P

g

MSEC

4.7. abra. A blasztomérak (alapité sejtek) kialakulasa a C. elegans korai embriogenezise soran. A zigota
osztodasaval egy anterior AB és egy poszterior P sejt képzddik (2-sejtes embrio). A P sejt tovabbi osztodasaval
jon létre a csiravonal (P sejt leszarmazottak; P,, P53, ...). Az AB sejt osztodasaval egy anterior Aba €s egy poszterior

ABp sejt képzddik. A sejtek nevét a sejtmagok megfeleld szinei jelolik. Az E sejt hozza 1étre a felndtt allat 20

bélsejtjét. A felnétt idegrendszer kialakitasaban viszont tobbféle blasztéma (pl. Aba, ABp és MS) vesz részt.
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A C. elegans anatomiaja

A feln6tt allat testfelépitése a tobbi nematodahoz hasonldan tagolatlan, henger alaku, a farki végen elkeskenyedd
(4.8. abra). A hermafrodita C. elegans egyedfejlédése soran 6sszesen 1090 testi sejt keletkezik, amelybdl 131
apoptozissal (programozott sejthalal) elpusztul az embrionalis vagy larvalis fejlédési szakaszokban (Sulston és
Horvitz, 1977).A kifejlett hermafroditat végiil 959 testi sejt alkotja. A himek a hermafroditdknal fragilisabb
felépitéstiek, feln6tt korban 1031 testi sejttel rendelkeznek.

Bél Peték Vulva
Béliireg Petesejtek Gonadkarok Petefészek

Végbél

Garat

4.8. abra. A hermafrodita testfelépitése. A feln6tt allat testfelépitése a tobbi nematodahoz hasonldan tagolatlan,
henger alaku, a farki végen elkeskenyedd. Az emésztd rendszert az izmos garat, az egyenes lefutasu bélcso és a
veégbél alkotja. Az ivarszerv az ,,U” alakt gonadkarokbol és a test kdzéptajan nyild vulvabal all.

Az éllat emésztdrendszere kétnyilast. A szajnyilds az izmos fali garatban folytatodik, amit az egyenes lefutasu
bél kovet. Hermafroditdkban a végbél a farok el6tt végzddik, himekben a spermavezetékkel egytitt a parzézaszloban
végzddik. A hermafroditak gonadja paros ,,U” alakt szerv. A petesejtek a spermatékaban termékenyiilnek meg, a
peték lerakésig az uteruszban tarolédnak. A vulva az allat hasdnak kdzéptajan nyilik. Himekben a gonad egykaru.

A C. elegans ivari dimorfizmusa

A C. elegans specialis ivari dimorfizmustmutat: két nemet — 6nmegtermékenyité hermafroditakat, valamint himeket
— kiilonboztethetiink meg (4.9. abra) (Hodgkin, 1987). A hermafroditak a tiszta genetikai vonalak fenntartasat, a
himek a genetikai vonalak kombinalasat (keresztezést) teszik lehetdvé. A hermafroditak 6t par testi és egy par ivari
kromoszémaval rendelkeznek (XX kariotipus). Az L4 larvastadiumban csak spermiumokat, felnétt korban csak
petesejteket termelnek, donmegtermékenyitéssel 200-300 utédot hoznak létre. A himek csak egy darab X-kromoszoémat
hordoznak. Ez a XO kariotipus a meiotikus kromoszémak szét nem-valasanak (non-disjunction) eredményeként
jon létre. A természetes populaciokban koriilbeliil 0,2 % aranyban vannak himek. Megtermékenyitéskor a him
spermiumainak szelekcios eldnye van a hermafrodita spermiumokkal szemben. A megtermékenyitett hermafrodita
akar 1000 utdédot is lerakhat. Keresztezés eredményeként a nemek ardnya 1:1 lesz. Bizonyos X kromoszoma
szegregacidért felelds gének (példaul ~im-8) funkcidvesztéses mutacidja kovetkeztében a himek aranya akar a 37
%-ot is elérheti a populacidban himekkel tortént megtermékenyités nélkiil is (Hodgkin, 1979).
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4.9. abra. A C. elegans ivari dimorfizmusa. Az 6nmegtermékenyit6é hermafroditanal (A panel) a him (B
panel) kisebb és vékonyabb testfelépitésii, teste poszterior végén a zaszlonak nevezett parzoszerv talalhato
(C panel). Az A és B panelek azonos nagyitassal késziiltek. A felndtt allatok testén a gonadokat vilagos
foltokként lathatéak.

A C. elegans, mint genetikai modellrendszer

A C. elegans genomja volt az els6 megszekvenaltak metzoan genom (4.10. abra) (Hodgkin és mtsai., 1998).
Genetikai allomanya kompakt, minddssze 100 Mb-nyi szekvencia kodolja a genomban talalhaté 19.700 nyitott
leolvasasi keretet (potencialis gén, ORF — open reading frame). Ezek 70%-anak van human ortolégja. A C. elegans
genom 12 %-a transzpozabilis eredetli, amelyek dontd tobbsége elvesztette mobilitasat. A legjobban jellemzett
transzpozonokat (Tc1-et és Mos1), mutans allélek izolalasahoz hasznaljak fel (Johansen és Baillei, 1988). Kémiai
és fizikai mutagenezist elsdsorban 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(el370)). Jelenleg kozel 6000 C. elegans gént jellemeztek mutans alléllel, és
folyamatban van a szisztematikus (minden génre kiterjedd) deléciés mutansok eldallitasanak projektje (gene
knockout project). A C. elegans kutatasok eredményeit internetes adatbazisok foglaljak Ossze. A genetikai
informaciok a WormBase portalon (www.wormbase.org), az anatomiai adatbazis a ,,wormatlas.org” cimen, a
nemzetkozi torzsgylijtemény (CGC: Caenorhabditis Genetics Center) pedig a biosci.umn.Edu/CGC/CGC honlapon
érhetd el.
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4.10. abra. A C. elegans genom egy részlete. Az adott kromoszomat hosszii YAC (yeast artificial chromosome)
¢és rovidebb cosmid klonok fedik le. A kromoszoma szakaszt atfedo klonok sarga szinnel vannak jeldlve. Ezek
alkotjak a kontigot (klonokkal teljesen lefedett kromoszoma szakasz). A kromoszomat jell6 zold vonal alatt azok
a gének talalhatoak, amelyeket az adott genomi régidba térképeztek vagy klonoztak.

Keresztezés

Kettés mutansok eldallitasahoz az egyik torzs hermafroditdit keresztezziik a masik térzs himjeivel. Laboratériumi
koriilmények kozott him egyedeket vad tipust 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 mutansbol hozunk létre him egyedeket. A hermafroditak késdi L4 vagy fiatal felndtt
kortak legyenek, ellenkezd esetben sok onmegtermékenyitett petesejtet tartalmazhatnak. Bar a him egyedek képesek
megtermékenyiteni a hermafroditakat, a keresztezés kiilonleges koriilményeket igényel. A néstények igyekeznek
elkeriilni a folyton partnert keresé himeket. Hogy csdkkentsiik a hermafroditak menekiilési mozgasterét, az NGM
lemez 4/5-6d részét eltavolitjuk, iigyelve, hogy a fennmaradé részen elegendé OP50 baktérium maradjon. A himeket
nagy feleslegben alkalmazzuk. 3-4 L4 hermafrodita mellé 10-15 him egyedet tesziink. Az allatokat egy éjszakan
at 20°C-on tartjuk, majd masnap a hermafroditakat egyesével kiilon-kiilon lemezekre rakjuk. Akkor volt sikeres
a megtermékenyités, ha az F1 generacio nagyszamu himet tartalmaz. Az F1 nemzedékbdl a hermafroditdkat még
larvaként egyesével kiilon lemezekre tessziik (meggatolva a himekkel torténd keresztezést), majd az F2 nemzedéket
teszteljiik az adott mutans fenotipusokra.

RNS interferencia a C. elegans-ban

A funkcionalis vizsgalatokat mutans allélek mellett RNSi alkalmazasaval végeznek (Timmons és Fire, 1998; Conte
és Mello, 2003). Az RNSi jelenségét duplaszali RNS (dsRNS) valtja ki, amely a vele homolog szekvencidji mRNS
(fenotipust kialakitdé mutans allél nem talalhat6 a genomban). C. elegans-ban a modszer igen nagy hatasfokkal
miitkodik. A hatas sejtrol-sejtre és szovetrol-szovetre terjed (szisztematikus), és az utddokba is atjut (Fire és mtsai,
1998; Conte és Mello, 2003).

A dsRNS az allat testébe kozvetleniil injektalhaté. Ujabban a taplalékként hasznalt baktériumban expresszaljék a
kivant dsRNS-t (,,etetéses modszer”; Alcazar €s mtsai., 2008). A teljes genomszekvencia ismeretében elviekben
barmely gén csendesithetd. A kisérletek tervezésénél kiilonos gondossaggal kell eljarni az Gn. aspecifikus off target
hatasok elkeriiléséért (csak az adott génre jellemz6 egyedi szekvencidra tervezziik az RNSi klont).

Genetikai transzformacio

Az allatok transzformalasaval lehetdség nyilik a gének expresszios mintazatanak feltarasara, fehérjék expresszalasara,
illetve DNS szabalyzo elemek vizsgalatara (4.11. abra). A transzformaci6 torténhet injektalassal, ami altalaban
instabil extrakromoszomalis DNS-t eredményez, vagy génpuska (bombarding) technikaval, ami nagy valoszintiséggel

4.11. abra. Transzgénikus C. elegans. A bec-1::gfp transzgén expresszioés mintazata egy L4 stadiumi larvaban.
A gfp (green fluorescence protein — zold fluoreszcens fehérje) riporter gén csak meghatarozott sejtekben
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z6ld szin jeloli.

A C. elegans-on végzett genetikai vizsgalatok vezettek el a programozott sejthalal genetikajanak és szamos jelatviteli
utvonal mechanizmusanak megértéséhez. Sydney Brennert és két kozvetlen tanitvanyat, John Sulstont és Robert
H. Horvitzot 2002-ben élettani és orvosi Nobel-dijjal jutalmaztak a szervfejlédés (az ebben szerepet jatszo jelatviteli
utak) és az apoptdzis genetikai szabalyozasanak feltarasaért (4.12. abra). 2006-ban Andrew Fire és Craig Mello
szintén orvosi Nobel-dijban részesiilt az RNS interferencia folyamatdnak C. elegansban tortént felfedezéséért
(4.13. abra). 2008-ban a kémiai Nobel dijat Martin Chalfie kapta a zold fluoreszcens fehérjén (GFP) alapuld
expresszios rendszerek kidolgozasaért, amelyhez szintén a C. elegans-t hasznalta modell rendszerként.

The Nobel Prize in Physiology or Medicine, 2002

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

%:,,l
7 15

Sydney Brenner H. Robert Horvitz John E. Sulston

4.12. abra. A 2002-es orvosi Nobel dijasok. A képen lathaté harom kutatd C. elegans-on végzett kisérletekért
részesiilt az elismerésben. Horvitz és Sulston Brenner egyik els tanitvanyai voltak. Az elismerésben igy egy
genetikai iskola részesiilt.

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

4.13. abra. A 2006. évi orvosi Nobel dijasok. Fire és Mello C. elegans-ban fedezték fel a géncsendesités (RNS
interferencia) molekularis mechanizmusat.
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|. Munka a C. elegans-szal

A C. elegans gyakorlatra az altalanos tiiz- és munkavédelmi szabalyok érvényesek. A gyakorlaton a C. elegans
torzseket Petri lemezekben vizsgaljak. A lemezekben NGM agar talalhato, amit csikokban E. coli OP50 baktérium
fed. Az agar felszinén lathatoak a kézel 1 mm hosszh, fehérnek tiing allatok. Az allatokat szteredmikroszkoppal
vizsgaljuk als6 megvilagitassal (4.14. abra). A mikroszkopra a lemezeket fed6vel lefelé helyezhetjiik el. Ha igy
nem tudjuk a megfeleld fokusztavolsagot beallitani, megfordithatjuk a lemezt, és a vizsgalat idejére levehetjiik a
tetejét. Ugyeljiink arra, hogy a mikroszkop ne szennyezddjon! A mikroszképot mindig csak a vizsgélat idejére
tartsuk bekapcsolva. Ez egyrészt fontos a mikroszkop €lettartama miatt. Masrészt a C. elegans érzékeny a melegre.
Ha tulmelegedett mikroszkopon vizsgaljuk, az allatok elpusztulhatnak. Ne nyuljunk a taptalajba! Ezzel a lemez
fert6zodése is minimalisra csokkenthetd. A C. elegans nem veszélyes az emberi szervezetre. A taplalékaul hasznalt
E. coli OP50 tdrzs uracil auxotrof, a Petri lemezen kiviil korlatozott a szaporodasa. Ha a munka soran mégis
szennyezddne a keziink alapos kézmosas javasolt.

4.14. abra. C. elegans vizsgalata szteredmikroszkoppal. Bal oldali panel: NGM miianyag Petri lemezek, melyekben
agar felszinén, baktérium pazsiton (taplalék; vilagos fehér folt a lemezeken) tenyésznek az allatok. K6zépso panel:
az NGM agar felszinén lathato kiilonb6z6 kort allatok. Jobb oldali panel: alul megvilagitds szteredmikroszkop.

A gyakorlaton el6fordulé mutans torzsek

A gyakorlat els6 felében a C. elegans mutans torzsekkel fogunk megismerkedni (15. és 16. abrak). A vad tipusu
allatot hasonlitjuk 6ssze tobb féle mutans fenotipussal. A kapott Petri csészéken megtalaljuk a vizsgalandd mutans
torzsek nevének harombetiis roviditését. E16szor 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 allatok,
a felnéttek formajat, mozgasat probaljuk megfigyelni. Altalaban a fejiik iranyaban haladnak, szinuszoid (S-alaki)
mozgassal. A testiikkben kivehetdek az embridk. Az allatok koriil lerakott embridk, valamint kisebb méreti,
mozgékony larvakat lathatunk (4.14. abra, kozépsoé panel).

A gyakorlatin vizsgalt morfologiai mutans torzsek:

him-8: Him (High incidence of males) fenotipus. Egy kromoszéma-szétvalasi rendellenesség kdvetkeztében magas
szazalékban jelennek meg XO kariotipusu him egyedek. A himek karcsubbak és mozgékonyabbak. Figyeljilk meg
a himek farkan a z4sz16 nevii parzo képletet!

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

sma-6: Sma (Small) kicsi testméret fenotipus. A Lon muténssal ellentétes fenotipus, kicsi sejtméret eredménye.
dpy-6: Dumpy (Dpy) tomzsi fenotipus. Ezek az allatok rovid és vastag testtel rendelkeznek.

rol-6: Rol (Roller) fenotipus. Az allatok borizomtémldje spiral iranyban megcsavarodik a test mentén, ett6l mozgas
kozben porog az allat a hosszanti testtengely mentén. Dominans mutécio, ezért a mutans allélt kotranszformacios
markerként is hasznaljak.

unc-2: Unc (Uncoordinated) fenotipus. Mozgésképtelen (béna, paralizalt) allatok, az 4tlagosnal rovidebbek.

lin-28: Pvl (Prodruded vulva) fenotipus. A hermafroditak vulva szdvete kifordul (kitiiremkedik) a test ventralis
sikjabol.
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unc-14, dpy-6: Kettés mutans. Mivel a két gén miikddése fliggetlen egymastol, a kettés mutans mindkét torzs
fenotipusat mutatja, azaz Unc és Dpy fenotipusu egyszerre.

let-60(gf): Muv (Multivulva) fenotipus. Dominans mutacid, a hermafrodita allatok ventralis testfalan tobb
vulvakitiiremkedés lathato.

lin-39: Vul (Vulvaless) fenotipus. A hermafrodita allatokban nem fejlddik vulva szdvet. Emiatt az utdédok nem
tudjak elhagyni a mama ivarszervét, az anyaban kelnek ki és kezdenek el fejlodni. Ez az anya pusztulasdhoz vezet,
amelyet bag-of-worms — egy zséknyi féreg — fenotipusnak is neveziink. A Vul mutans térzsek nem raknak le
embriokat az agar felszinére.

4.15. abra. A gyakorlaton elé6fordulé C. elegans mutans fenotipusok. WT (wild-type — vad tipus): vad tipus;
Lon (Long — hosszi): hosszu testméretii mutans allat; Dpy: rovid, ,,kopcos’” testalaku allat; Unc: béna,
paralizalt allat, amely nem képese mozogni; Rol (Roller - gordiilé): korbe-korbe mozgé allat; Pvl (Protruded
vulva): kitiiremkedé vulva fenotipusu allat; Muv (Multivulva): tobb vulvaszovetet tartalmazé allat; Vul
(Vulvaless): vulva szovetet nem fejleszto allat. A fenotipusok részletesebb leirasa a szovegben megtalalhato.
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4.16. abra. Egy unc-14; dpy-6 kettés mutans allat. Az allat egyszerre tomzsi, rovid és nem képes mozogni
(béna, paralizalt). A mendeli szegregacié az F2 nemzedékben 9:3:3:1 hasadasi aranyt mutat. Az ,,1” kategoria
a kettds mutansok aranyat mutatja, amelyek fenotipusa: Unc, Dpy.

ll. A Ras jelatviteli utvonal vizsgalata

A gyakorlat masodik felében a vulva szovet kifejlodésében szerepet jatszo Ras jelatviteli utvonal mutansaival
fogjuk az episztazis analizist gyakorolni. A Ras (RTK/Ras/MAPK, Receptor Tirozin Kindz/Ras/Mitogén Aktivalt
Protein Kinaz) jelatviteli kaszkad egy tipikus genetikai utvonal, amelynek kdzponti szerepe van a vulva szovet
kialakitasadban (4.17. abra). Az ttvonal egy ligandum (EGF, epidermal growth factor - epidermalis novekedési
faktor) szekretalasaval , kezd6dik”, amely egy konzervélt RTK receptort aktival. A receptor aztan egy sor citoplazmas
atvivé molekula (kinazok) aktivaciojat eredményezi, amelyek végiil egy olyan transzkripcios faktort szabalyoznak,
amely a vulva kifejlédéséhez sziikséges célgének aktivitasat hatarozza meg. Az itvonal normalis mitkkddése teszi
lehetdvé a vulva indukciodjat az L3 larvastadium elején. Addig a stadiumig az allat kdzépso része egy ,,zart cs6”.
A vulva szdvet kialakulasaval egy nyilas (vulva) képzodik az allat ventralis részén, amelyen keresztiil az embriok
elhagyjak a hermafrodita ivarkésziilékét, illetve a him spermai a hermafroditaba jutnak parosodaskor. A Ras itvonal
hiperaktivalodasa tobb vulva kifejlodését (Muv — Multivulva — fenotipus), csokkent miikddése a vulva indukcid
elmaradasat (Vul — Vulvaless — fenotipus) eredményezi. Ezek az egyszeres mutansok kénnyen felismerhetéek
szteredmikroszkop segitségével. A Vul és Muv fenotipusu egyszeres mutansok keresztezésével kettds mutansok
allithatok eld. Vilagos, hogy egy ilyen kettés mutans nem lehet egyszerre Vul és Muv is, valamelyik egyszeres
mutans fenotipusa nyilvanul meg a kettds mutansban (vagy Vul vagy Muv lesz a kettds mutans fenotipusa). Ez
azt mutatja, hogy a mutans allélek altal kijeldlt gének nem fliggetleniil 6roklddnek egymastol (nem a mendeli
9:3:3:1 hasadasi aranyt mutatjak az F2 nemzedékben, ahol az 1 a kettds mutansok aranya), hanem genetikai
interakci6t mutatnak. Erdemes megjegyezni, hogy a Ras ttvonal szamos egyedfejlédési 1épést szabalyoz. A Ras
utvonalban deficiens muténs allatok fenotipusa ezért pleiotrop. Az itvonal teljes hidnya korai larva életképtelenséget
okozhat, de szamos mas szerv és szovettipus kialakulasaért felel6s.
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4.17. 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; hidnyaban
nem alakul ki a vulva szdvet sejtvonala) ndvekedési faktort, amely egy EGF (epidermalis novekedési faktor)
ligandum. A LIN-3 (piros kor) a vulva eldsejtek membranjaban (rézsaszin vonal) talalhatd LET-23 RTK receptorhoz
(sarga vonal) kapcsolddik, azt dimerizalja (aktivalja). Az aktivalt receptor aztan foszforilacio (P) révén egy sor
citoplazmas jelatvivé molekulat aktival (zold és kék szinnel jeldlve), amelyek végiil a LIN-1 transzkripcios faktort
szabalyozzak. Ha a LIN-1 aktivalodik, bejut a sejtmagba és ott a vulva kifejlodéshez sziikséges gének expresszidjat
hatdrozza meg. A nyilak aktivaciot, a talpas nyilak gatlast jelolnek. lof: loss-of-function (funkcidvesztéses mutacio);
GOF: gain-of-function (funkcidnyeréses mutacio); Vul: Vulvaless (vulva nélkiili) fenotipus; Muv: Multivulva
(tdbb vulva) fenotipus.

A jelatviteli rendszerekrol altalanossagban

Jelatviteli utvonalak és szerepuk az egyedfejlodésben

Hogyan fejlodik ki a felnétt test egy megtermékenyitett petesejtbol, a zigotabol? Mi mondja meg sejteknek, hogy
mikor osztodjanak és meddig éljenek? Hogyan tudjak az ujonnan keletkez6 sejtek, hogy az egyedfejlédés egy adott
pillanataban és a test egy meghatarozott pontjan milyen sejttipussa kell differencialodniuk? Milyen molekularis
mechanizmusok biztositjak a sejtek homeosztazisat (stabil mikodését) az allandoan valtozo koriilmények kozott?
E mechanizmusok hibas miikodése hogyan vezet patologias folyamatokhoz? A felvetett kérdések bioldgiai
megismerésiink frontvonaldba tartoznak, orvosbiologiai vonatkozasuk jelentds. A fenti kérdésekre adandé valaszok,
legalabbis részben, a differencialt génexpresszidoban (génaktivitasban) keresenddek. Egy él61ény sejtjei ugyanis
azonos génkészlettel rendelkeznek, de sejttipustol és fiziologiai allapottol fliggden ebbdl a készletbdl csak bizonyos
géneket miikddtetnek. A génexpresszid — transzkripcid — szabalyozasa tehat az egyedfejlodés egyik kulcsfontossagu
molekularis szintere. Ha meg tudnank hatarozni az egyedfejlodés soran keletkezd egyedi sejtekben, hogy mely
gének milyen mértékben fejezddnek ki, elviekben leirhatd lenne az egyedfejlédés genetikai programja. Ma még
nem vagyunk erre technikailag képesek, és kétséges, hogy valaha is egyaltalan képesek lesziink. Amit ma ismeriink
azonban, az sem kevés: a génexpressziot specifikus transzkripcios faktorok szabalyozzak, amelyek viszont
meghatarozott jelatviteli (szabalyozo) Gitvonalak hatasara aktivalodnak. Ezeket az Gtvonalakat genetikai utvonalaknak
is nevezik.

A jelatviteli utvonalak kdzponti szerepet jatszanak az egyedfejlédés szabalyozasaban. Lehetové teszik a sejtsors
meghatarozast, a szoveti mintazatképzodest és a szervek, testtdjak elrendez6dését. Olyan egyedfejlédés szempontbol
kulcsfontossagi — un. ,,mester” — gének, mint pl. a Hox gének is jelatviteli palyak hatasara expresszalodnak, és
hatasuk gyakran jelatviteli komponensek transzkripcios szabalyozasaban nyilvanul meg. A jelatviteli rendszereknek
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alapvetd szerepiik van tovabba a sejtek miikodésének szabalyozasaban. Aktivitasuk befolyasolja a makromolekulak
turnoverét (pl. a fehérjék szintézisét és lebontasat), és ezen keresztiil a sejtek ndvekedését, osztodasat és tulélését
(4.18. abra). A jelatviteli tvonalak abnormalis mikodése emberben stlyos fejlédési rendellenességek, valamint
szamos patologias elvaltozas (pl. kiillonb6z6 raktipusok, neurodegenerativ folyamatok, intracellularis patogének
altal okozott fert6zések, diabétesz stb.) kialakulasaval kapcsolhat6 ossze.
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4.18. Abra. Jelatviteli rendszerek allati sejtekre gyakorolt hatisa. A sejtek felszinén 16v6 specifikus receptorok
(nincsenek abrazolva) teszik lehetdveé, hogy a sejtek valaszolni tudjanak a kiilvilagbol érkezo (extracellularis)
jelekre. Ezek hatasara tulélnek (mitkodnek), osztodnak, differencidlodnak vagy elpusztulnak.

A jelatviteli rendszerek — eltéren a biokémiai titvonalaktol, amelyekben a szubsztrat konverzi6 valamilyen bioldgiai
termék kozvetlen eldallitasat eredményezi; ilyen pl. a triptofan szintézisben résztvevo enzimek biokémiai utvonala
— alapvetden egy adott bioldgiai informaciot processzalnak (4.19. abra). Az iizenet (jel) tovabbitasa fehérjék
aktivalasan (on allapot) vagy gatlasan (off allapot) keresztiil valosul meg (4.20. abra). A jelatvitel végso hatasa
gyakran differencialt génexpresszios valtozast eredményez (a genomban kodolt gének egy részének aktivitasat).
Ezért is nevezik a jelatviteli rendszereket, pontosabban a rendszerek komponenseit kddold gének hierarchikus
lancolatat, masképpen genetikai utvonalaknak.
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4.19. Abra. Egy intracellularis jelatviteli rendszer modellje. Az itvonal egy ligandum (sdrga) révén aktivalodik,
amely a fogado sejt felszinén talalhaté receptorhoz (/ila) specifikusan képes kotddni. A ligandum-receptor kdtodés
hatasara a receptor aktivalodik. Az igy keletkezett biologiai lizenet intracellularis jelatvivo fehérjék (z6ld) kaszkadjan
keresztiil jut el a célfehérjékhez (kek), amelyek végiil modositjak a sejt viselkedését. A génexpresszié megvaltozasa
teszi lehetové az egyedfejlodéshez sziikséges sejtes differenciaciot (sejtsors meghatarozast). Az egyszerliség
kedvéért az utvonal csak aktivalasi kolcsonhatasokat — nyilak — tartalmaz.
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4.20. Abra. Biologiai jel keletkezése és tovabbitasa egy jelatviteli kaszkadban. Jelen példaban a sejtmembranba
agyazott inaktiv receptor (/ila) a ligandum (sdarga) kotodés hatasara dimerizalodik, majd citoplazmatikus doménje
foszforilalodik (P). Az igy aktivalodott receptor komplex aztan képes aktivalni egy citoplazmatikus jeltovabbitot
(zold): a receptor foszforilalja az inaktiv jeltovabbitd molekulat. A folyamatban az ATP szolgaltatja a foszfat
csoportot és az energiat. gy miikodnek pl. a receptor tirozin kinazok (RTK), amelyek adott célfehérjék tirozin
oldallancait képesek foszforilalni. Ligandumaik k&zo6tt ndvekedési faktorokat (growth factors) talalunk.
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A génexpresszios valtozast végso soron transzkripcios faktorok kozvetitik. Egyedfejlodési szempontbodl azok a
transzkripcios faktorok jelentdsek, amelyek jelatviteli kaszkadok hatdsara aktivalodnak. Bioldgiai funkcidjuk
lenylig6z6en valtozatos, az egyedfejlodés kiilonbozo 1€péseit (sejtsors meghatarozas, sejtosztodas, az osztodas sik
iranyanak meghatarozéasa, sejtpusztulds, szoveti mintazatképzodés, stb.) kontrollaljak. Természetesen ezek a
funkciok a transzkripcios faktorok altal szabalyozott célgének miikddésén keresztiil valosulnak meg.

Fobb jelatviteli rendszerek

A jelatvitel (vagy szignal transzdukcio) biologiai jelentése: informacids anyagcsere (information metabolism),
pontosabban az informacié anyagcseréje. Azt a molekularis eseménysort jelenti, amely soran a sejt érzékeli és
processzalja (feldolgozza és kozvetiti) a kornyezetbdl érkezd informaciot. A jelatviteli rendszereket sokféleképpen
osztalyozzak. Egyrészt lehet a kornyezetbdl érkezéd jel mindsége alapjan csoportositani; ez alapjan
megkiilonboztetiink juxtacrine, paracrine és endocrine jelatviteli rendszereket. A juxtacrine rendszerben a
ligandumot kibocsato és a receptort tartalmazo sejtek kozvetlentil érintkeznek egymassal. Ebben az esetben tehat
a ligandum is a sejtmembranban van kihorgonyozva. Ilyen rendszer pl. a Notch jelatviteli itvonal (4.21. abra).

igandum  receplor

| i Bul Py

RUCHRios-=0il SN

4.21. 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
kotddés hatdsara a receptor citoplazmas doménje hasitodik, majd a magba jut, ahol egy transzkripcids faktort
aktival. K6zépso panel: paracrine jelatvitel - RTK/Ras utvonal. Ras: (monomerikus) GTP-ko6t6 (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 jelkibocsato sejt az extracellularis térbe szekretalja a ligandumot. A ligandum
egy koncentracié gradiens mentén aktivalja a kdzelben elhelyezkedd kompetens, tehat a ligandumra specifikus
receptorral rendelkez6 jelfogado sejteket. Tipikus paracrine rendszer az RTK/Ras jeltviteli ttvonal (4.21. abra).
Az endocrine jelatviteli rendszerben az endokrin sejtek altal termelt ligandum — hormon — a véraramon keresztiil
jut el a test tavolabbi pontjaira, ahol a megfeleld receptorral rendelkezd célsejteket aktivalja. Ide tartoznak a
nuklearis hormon receptor utvonalak (4.21. abra). A hidrofob molekulédk (pl. szteroid és thiroid hormonok,
retinoidok, D vitamin) atjutnak a sejtmembranon, majd hozzakoétédnek intracellularis receptoraikhoz. Az igy
aktivalt receptorok aztan specifikus DNS szekvenciakhoz kdtédve szabalyozzak a célgének expressziojat.

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

84

http:// www.renderx.com/



render

C. elegans genetika — genetikai utvonalelemzés

1. Tablazat, lelatviteli itvonalak

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Korai eqgyedfejlddés és késobb
1. Wnt dtvonal
2. TGF-B (szerin/threonin kindz; transforming growth factor-beta) itvonal
3. Hh (Hedgehog) atvonal
4. RTK/Ras (kis — monomerikus — G fehérje) atvonal
5. Notch dtvonal
Egyedfejlidés kdzépsd szakasza és késdbb
6. Citokin receptor (citoplazmikus tirozin kinaz) atvonal
7. IL1/Toll NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) Gtvonal
8. Nuklearis hormon receptor datvonal

5. Apoptotikus dtvonal

Receptor foszfotirozin foszfataz atvonal

Larvalis és késdi egyedfejlddés

Receptor guanilat ciklaz atvonal

Nitratoxid receptor dtvonal

G fehérje-kdtott receptor (nagy — trimerikus — G fehérjék) atvonal
Integrin Gtvonal

Cadherin dtvonal

Gap junction Otvonal

Ligand-kotott kation csatorna Gtvonal

Ezeknek a jelatviteli rendszereknek az egyedfejlodési és fiziologiai jelentdségét mutatja tobbek kdzott a kovetkezd
tény: a C. elegans genomban talalhato gének (~19.700) mintegy 11%-a (~2200) jelatviteli komponenst kodol.

Jelatviteli rendszerek genetikai logikaja

Az egyedi jelatviteli rendszerek komponensei funkcionalisan linearis ,,itvonalakba” rendez6dnek. Hogy egy adott
utvonalban melyik komponens talalhato eldl (upstream) és melyik hatul (downstream), azaz ki szabalyoz és kit
szabalyoznak, episztazis (kettds mutans) elemzéssel lehet hatékonyan feltarni. A jelatviteli rendszerek genetikai
logikajanak bemutatasa el6tt — mintegy ellenpéldaként — a biokémiai Gtvonalak szabalyozasi logikajat tekintsiik

at.

Egy biokémiai utvonalban a komponensek adott szubsztratok atalakitasat végzik. Olyan ez, mint egy autd
Osszeszerelo tizem, ahol a futészalagon késziil6 termékhez minden munkds (enzim) hozzatesz valamit (22. és 23.

4brak).
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4.22. abra. Egy aut6 osszeszerel6 iizem, mint a biokémiai autvonal modellje. Az enzimeket munkasok, a szubsztrat
konverziot egy-egy munkaallomas reprezentaljak. A végtermék egy kész ,,alkatrész” vagy maga az dsszeszerelt
auto.

A L ﬁ L) rnen
5 LOOH ot 1~ roow

] —— | e 0 Ly it o doe

|:r~‘“'-‘\.:-'I i A Bl prpe ”"-\‘-J‘l' H H’“N-EH y N L-szerin "

B L-glutamin s PRPS i {th,0® H H \ |
i |

1 0 ) Karbox:fend - amino- s
Hyl= L= (00H H Lhets i = -
St o -dezox - ribuldz-foszfat indol-gliceral- (L [ 1= L-triptorein
Wy TN Sd antrafel L0y feszfo-ribozil= fozrfit i
gntronilsoy H
ndol

4.23. abra. A triptofan bioszintézis biokémiai utvonala. A kiindulasi szubsztrat a korizminsav, amely szamos
atalakulasi 1épésen keresztiil L-triptofanna alakul. Az egyes atalakulasi 1épéseket enzimek katalizaljak, amelyeket
gének trpE, trpD, ..., trpA kodolnak.

Vegyiink egy hipotetikus biokémiai utvonalat, amelyben 2 enzim (,,A” és ,,B”) végzi a szubsztratok (X és Y)
atalakitasat (4.24. abra). Az ,,A” enzim katalizalja az X-bol Y-ba, a ,,B” enzim az Y-bol Z-be torténd konverziot.
A végtermék Z, amely pl. egy festékanyagot, tehat egy szint hataroz meg. Ez a szin példankban legyen a fekete.
Az X szubsztrat piros, az Y szubsztrat pedig barna szint hatarozzon meg. Az ,,A” enzimet kodold a gén
funkciovesztéses (1f) mutacioja felfliggeszti az X konverziojat: a homozigota ¢ mutans egyedek (a’/a”) piros szinliek
lesznek (csak X szinanyag lesz a sejtekben, mert nem tud Y-na konvertalodni és természetesen Z-vé sem). A ,,B”
enzimet kddolod b gén If mutacidja meggatolja az ¥ konverzidjat Z-vé. A homozigéta b mutansok (b /b)) barna
szinliek lesznek (zomében Y lesz a sejtekben, mert az X-b6l Y-ba torténd konverziot az A enzim lehet6vé teszi).
Az ab kettés mutansokban (a’/a’; b/b") sem az X-bl Y-ba, sem Y-bdl Z-be torténd konverzié nem megy végbe.
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4.24. Abra. Egy biokémiai iitvonalban az upstream komponens hat episztatikusan. A, Egy hipotetikus vad
tipusu rendszer, amelyben a végtermék (Z) hatarozza meg a fenotipust (fekete szin). ,,A” és ,,B” az itvonal 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 kettds mutans fenotipusa piros. A fekete nyilak miikddo, a
sziirke nyilak nem miikod6 folyamatokat jellnek.

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

Egy jelatviteli — genetikai — utvonalban nincs termékkeészités (hacsak a differencialt génexpressziot nem tekintjiik
terméknek), ,,csupan” informacid (szabalyozasi jel) tovabbitas torténik. Az Gtvonal komponensei kozott kétféle
kolcsonhatas 1étezhet: aktivalas vagy gatlas. Gatlas esetén a két egyszeres mutans fenotipusa eltérd, legyen pl. X
és Y. A megfelel6 fenotipusokat kialakitd géneket nevezziik a-nak és b-nek, az altaluk kodolt fehérjéket ,,A”-nak
és ,,B”-nek. Az a” egyszeres mutans fenotipusa X, a ™ egyszeres mutans fenotipusa Y. Ha az a’b” kettds mutans
fenotipusa X, akkor az alabbi szabalyozasi kapcsolat irhato fel:

B —— A

Ez azt jelenti, hogy az ,,A” és ,,B” fehérjék egy ttvonalban hatnak, és ,,B” gatolja az ,,A”-t. Mas szavakkal, ,,A”
episztatikus ,,B” felett, , kdzelebb” van a kivitelezéshez, vagyis a génszabalyozashoz. Egy jelatviteli itvonalban
a downstream komponens mutans fenotipusa nyilvanul meg (episztatikus) a kettés mutiansban. Miért is irhato
fel egy ilyen GOsszefiiggés? Vegyiink egy hipotetikus jelatviteli rendszert, amelyben két gén terméke ilyen relaciot
mutat, azaz a ,,B” fehérje gatolja az ,,A” fehérje miikodését (4.25. abra).
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4.25. Abra. Egy jelatviteli utvonalban a downstream komponens hat episztatikusan. A, Vad tipusii rendszerben
a,,B” gatolja az ,,A” aktivitasat, de nem teljesen (,,kicsi A”). B, " mutansban nincs ,,B” fehérje (pont jelzi), igy a
gatlas hianyaban az ,,A” hiperaktivalodik (,,nagy A”). Hiperaktiv ,,A” Y fenotipusban nyilvanul meg. C, " mutansban
nincs ,,A” fehérje (pont jelzi), ez X fenotipusban nyilvanul meg. D, a’b” kettés mutansban nincs ,,B” €s nincs ,,A”
(két pont jelzi). Az,,A” hidanya megint X fenotipusban nyilvanul meg. Az,,A” és,,B” fehérjék egy jelatviteli utvonal
két tetsz6leges komponense, ,,.B” upstream, ,,A” downstream helyezkedik el az itvonalban. Az utvonal aktivitasat
,»A” aktivitasa hatarozza meg. A fekete nyilak és talpas nyilak mtikddo, a sziirke nyilak és talpas nyilak redukaltan
miikodd folyamatokat jelolnek. A kétszer athuzott talpas nyilak nem miikddo folyamatokat jeldlnek.

Vad tipusu rendszerekben gyakori, hogy mindkét fehérje bazalis aktivitast mutat (vegyiik észre, ezért 1étezhet két
egyszeres mutans fenotipus!). ,,B” aktivitasa tehat gatolja az ,,A”-ét, de a gatlas nem teljes. (Egy ellenpélda az
inzulin/IGF-1 ttvonal, amelynek upstream komponensei teljesen represszaljak az Gitvonal ,,végén” elhelyezkedd
forkhead FoxO transzkripcios faktort, ezért a FoxO If mutansok kozel vad fenotipusuak.) b™ egyszeres mutansokban
nem érvényesiil a ,,B” fehérje gatlo funkcidja, ezért ,,A” hiperaktivalodik. Valojaban ez nyilvanul meg az ¥ mutans
fenotipusban. a” egyszeres mutansokban ,,B” miikddik, és gatolna az ,,A”-t, de nincs mit gatolnia az " mutacio
miatt (nincs ,,A” fehérje). Ebben az esetben ,,A” funkciodja teljesen eltiinik, igy alakul ki az X mutans fenotipus.
Az Y fenotipust tehat ,,A” hiperaktivalodasa, az X fenotipust ,,A” (teljes) hianya okozza. Az a’b” kettés mutansokban
nincs meg a ,,B” gatlo funkcioja, de nincs ami hiperaktivalodjon, mert az ,,A” funkci6 is hianyzik. Mivel nincs
,»A”, ezért a fenotipus tovabbra is X (4.25. abra).

Osszefoglalva, ha a egyszeres mutans fenotipusa X, b~ egyszeres mutans fenotipusa Y, és a'b™ kettds mutans
fenotipusa X, akkor az ,,A” és ,,B” fehérjék egy Gtvonalban hatnak, melyben ,,B” gatolja az ,,A” aktivitasat. ,,B”
az utvonal upstream (gatlo), ,,A” az itvonal downstream (gatolt) komponense. A b mutans fenotipus (¥) kifejez6dése
tehat az ,,A” funkcidjanak fiiggvénye: a és b gének szintén genetikai interakciot mutatnak.

Aktivalasi relacio esetén a két egyszeres mutans fenotipusa megegyezik; b~ egyszeres mutans és a” egyszeres
mutans legyen pl. egyarant X fenotipusu (a két fehérje funkcidja egy iranyba hat). Ebben az esetben nem lehet 1f
mutansokkal (gén)sorrendet meghatarozni. Helyette a kettés mutansokban az egyik gén If mutans alléljét kombinaljuk
a masik gén funkcionyeréses (gf) alléljével (vagy mas modon hiperaktivalt, pl. talexpresszalt formajaval) és vica
versa. E kombinaciokban is a megnyilvanulo (episztatikus) egyszeres mutans (If vagy gf) fenotipus hatarozza meg,
melyik jelatviteli komponens van downstream az utvonalban.

Jelatviteli kapcsolatok

Az egyedi f0 jelatviteli utvonalak szama viszonylag limitalt (1. tablazat). Az éltaluk 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, kiilonb6z6 funkcidkra
specializalédnak. Ha tovabba figyelembe vessziik a jelatviteli rendszerek nagyfoku konzervaltsagat, akkor
nyilvanvald annak a kérdésnek a felvetése, hogyan forditddnak le a meglehetdsen altalanos jelatviteli lizenetek
nagyszamu specifikus génexpresszios mintazatta.
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A felvetett kérdésre adott valaszok nagyrészt a jelatviteli utvonalak szovevényes kapcsolataban keresenddk.
J elétviteli kapcsolatok signalling crosstalk alapvet(')'en harom szinten Val()sulhatnak meg. Egyrészt az ﬁtvonalak
reglok) ui. molekularis komputerekként mukodnek, érzékelik és integraljak a bejovo jelatviteli impulzusokat, azaz
meghatarozzak a bejovo jelek mindségét és mennyiségét, és ennek fliggvényében allitjak be a szabalyozott gén
expresszios szintjét egy sejtben. Mivel egyetlen célgén expresszios szintje elviekben tetszélegesen sokféle lehet,
ez a mechanizmus mar onmagaban is nagyszamu sejttipust tud meghatarozni. Példaként a Drosophila even-skipped
(eve) gén expressziojat emlithetjiik. Az eve eldszdr azokban a progenitor sejtekben expresszalodik, amelyekbdl a
Drosophila dorzalis izomzata fejlodik ki. Az eve expresszidjat szamos jelatviteli utvonal befolyasolja: a Ras, Dpp
(Decapentaplegic) és Wg (Wingless) utvonalak kombinalt aktivitasa alakitja ki a megfeleld Eve szintet (4.26.
abra).

FIN

kiilso jelek

Eiaaagiasgiggi

<CCOC000LY

V4

$Zamos JelatV1teh utvonal transzkripcios faktora (TF) (kép jobb oldalan felsorolva) kotodik specifikusan. A kot6do
TF-ok mindségének és szamanak (hany kdtohely van) integracidja donti el végsd soron az eve expresszios szintjét
egy adott sejtben. A kialakult Eve szint egy adott sejttipust hataroz meg.

Az utvonal keresztbeszélgetések masodik szintje a génexpresszio feletti upstream szakasz. Az itt funkcionald
fehérjék (ligandumok, receptorok, kindzok, foszfatazok, scaffold fehérjék, stb.) képesek egy masik jelatviteli palya
komponensének aktivitdsat kozvetleniil (pl. fizikai interakcioval) vagy kozvetve (genetikai interakcidval)
befolyasolni. Erre kitlind példa a Ras monomerikus G-fehérje miikodése, amely — a kanonikus MAP kinaz-kinaz-
kindzon tul — az inzulin/IGF-1 utvonalba tartozd foszfatidil-inozitol 3-kindzt (P13-kinaz) is aktivalhatja.

Végiil a harmadik jelkommunikacids szintet azok a (cél)transzkripcios faktorok képezik, melyek miutan aktivalodtak

egy jelatviteli input hatdsara, egy masik jelatviteli palya upstream komponensének expressziojat kontrollaljak. igy
jonnek 1étre a ,,linearis” utvonal kapcsolatok.

A vulva szovet kifejlédése C. elegans-ban

A C. elegans vulva szdvete (26 és 27. abrak) 6 db [P(3-8).p] vulva eldsejtbdl (VPC; Vulval Precursor Cell)
alakulhat ki az L3-L4 stadiumokban.
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4.27. abra. A vulvaszovet kilakulasanak anatomiaja. Az L3 larvastadiumban a gonadalis horgony sejtb6l (AC)
egy konzervalt aktivalo jel érkezik (Ras szignal), amelynek hatasara a 3 legkdzelebbi vulva prekurzor sejt VPC
[P(5-7).p] sorozatosan osztodik és 1étrehozzak a kifejlett allat 22 sejtbdl allo vulva szovetét. Az dsszes tobbi VPC
[P(3,4,8).p] egyszer osztodik, majd fuzionalnak a ventralis hipodermisszel.

A differenciaciot a gonadban talalhatd horgony sejtbdl és a hipodermiszbdl érkerd jelek inicialjak. A kezdetben
azonos fejlodési potenciaju VPC-k koziil a harom kdzépsé VPC [P(5-7).p] leszarmazottai vesznek csak részt a
vulva kialakitasaban. A horgony sejthez legkozelebb talalhato P6.p alakitja ki a vulva f6 szovetét. 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°) iranyba fejlédnek. Ezek utddsejtjei a vulva timasztd szdvetét képzik. Ennek hianyaban a vulva kilog
a testfalbol, igynevezett protruded vulva (Pvl) alakul ki. A tobbi VPC a hipodermiszbe olvad, ez a harmadlagos
vulva sejtsors (3°). Amennyiben a sejtek karosodnak a vulva szovetének kialakuldsa elétt a tdvolabbi VPC-ék
képesek atvenni a hianyzo sejt szerepét (Sulston és Horvitz, 1977).
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A vulva fejlodés rendellenességei tobbféle mutans fenotipust eredményezhetnek. A VPC-k hidnya vagy a
szignalizacios utvonalak hibdja tovabbi fenotipusokat eredményeznek. A vulva teljes hianyat vulva hidnyos
(Vulvaless; Vul) fenotipusnak nevezziik (4.28. abra). Vulva hianyaban az allat képtelen lerakni a petéket, azok
benne kelnek ki. A kikel6 larvak az ,,anya” nedveit fogyasztjak, mig végiil annak csak kutikuldja marad, ekkor a
kikelt larvak kitornek beldle. Ezt ,.egy zsék féregnek”, bag of worms fenotipusnak hivjuk. Erdekesség, hogy taplalék
hianyaban a vulva fejlodése gatolt, az anya igy javitja az utddok talélési esélyét. A Vul fenotipusti hermafroditak
természetesen nem keresztezhetéek. Ezzel a fenotipussal ellentétes fenotipus, mikor tobb, akar az 6sszes VPC
elsédleges sejtsorsuva valik. Ekkor 2-6 vulva is kialakulhat a testfalon. Ez a sokvulvas (Multivulva, Muv) fenotipus.
A kialakult vulvak koziil csak 1 funkcionalis.

anchor cell
Inductive signal &

G XX X KD

Vulva prekurzor sejtek ‘

Wild type
Kife]lett allatban 1 vulva fejlodik

Vulvaless
Kifejlett allatban nem fejladik vulva

Multivulva :
Kifejlett dllatban 3-4 vulva fejlodik

4.28. abra. Kiilonbo6z6 vulva fenotipusok. A vad tipusu vulva a 3 k6zépsé VPC-bdl [P(5-7).p] alakul ki. A Vul

(Vulvaless) vulva az induktiv jel (Ras szignal) hianya kdvetkeztében alakul ki; egyik VPC sem indukaldédik vulva

sejtsorssa. A Muv (Multivulva) fenotipus az induktiv jel hiperaktivalddasanak eredménye, melynek kovetkeztében
a tartalék VPC-k [P(3,4,8)p] is aktivalodnak.

Els6 1épésként vizsgaljuk meg az utvonal egyszeres mutansainak fenotipusat: lin-45, let-23, lin-1, let-60 és lin-15
egyszeres mutansokat vizsgalunk. A Ras utvonal génjeinek mutacioi Vul vagy Muv fenotipust eredményeznek
(4.28. abra). Figyeljiik meg a lemezeket, hogy azokon el6fordulnak-e ,,bag of worms” (Vul) vagy tobb aprod
kitiiremked6 vulvakkal (Muv) rendelkez6 allatok? Jegyezziik fel a fenotipusokat:

Masodik 1épésben vizsgaljuk meg a kettés mutansok fenotipusat (ezekben mindig egy Muv egyszeres mutanst
kombinalunk egy Vul egyszeres mutanssal). Sotéttel emeljiik ki, melyik egyszeres mutans fenotipusat latjuk a
kettés mutansban (egy allat nem lehet egyszerre Muv és Vul is !).
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A kapott eredményeket az atlathatosag kedvéért a kovetkezo tablazatba rendezhetjiik

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

Most az episztazis analizis logikajat kdvetve vazoljuk fel a Ras jelatviteli utvonalat. Vegyiik figyelembe, hogy az
ellentétes fenotipus a két komponens kozotti gatlasra utal, és hogy a kettés mutans fenotipusa az ,,downstream”
komponens fenotipusat mutatja. Haladjunk sorban a kettés mutansok vizsgalataval:

Pl alin-45,; let-60 kett6s mutans fenotipusa Vul. Mivel az egyszeres mutansok koziil a /in-45 mutatja ezt a fenotipust,
a két gén kozott a kovetkezo kapesolatot 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 kozvetlen kapesolat van. Az episztazis eredményét nem befolyasolja, hogy szomszédos vagy tavolabbi
génekrdl van-e szo.

Végezziik el az analizist a tobbi kettdsmutanssal is.

Végiil allitsuk 6ssze a teljes utvonalat:
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fin-15 — let-23 — let-60 — fin-45 — lin-1

Most korrigaljuk a kapott eredményt annak figyelembe vételével, hogy a let-60 egy ,,gain-of-function” (gf), azaz
funkcionyeréses mutans. Ez a fajta mutacio a gén tulmiikodését eredményezi. Ennek hatasa, hogy a kapott fenotipus
az ellentéte a gén ,,loss-of-function”, vagyis funkciovesztéses mutanshoz képest. Tehat a let-60(lf) mutans elvileg
Muv fenotipust. Ha két gén mutacidja azonos fenotipust eredményez, a koztiik 1évé kapcsolat aktivacio.

Tehat a tényleges episztatikus (szabalyozasi) kapcsolat:
lin-15 — let-23 — let-60 =i lin-45 — fin-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 kett6s mutans fenotipusa beleolvad
az egyik egyszeres mutans fenotipus kategoriaba (a gének recessziven 6roklddnek). A vulva elemzés példa egy
tipikus recessziv episztazis. A domindans episztazis hasadési aranya 12:3:1 (dominans muténs:vad:masik egyszeres
muténs). Itt az egyik gén 6roklédése domindns. Ebben az esetben sem lathatd 6nalld kettds mutans fenotipus
kategoria.
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Bevezetés

Furcsa belegondolni, hogy a globalis biomassza egyik legfontosabb csoportjanak, az ismert f6ldi fajok elsépré
tobbségét ado prokaridtaknak a 1étezésérdl egészen a 17. szazad végéig fogalmunk sem volt. Ekkor, Antony von
Leeuwenhoek utt6r6 munkajanak koszonhetden, deriilt fény a mikroszkdpikus méreti, kiilonleges alaki, egysejtii
¢€lolények 1étezésére. Ugyanakkor még tobb szaz évnek kellett eltelnie, amig Louis Pasteur és Robert Koch munkaja
ravilagitott arra is, hogy milyen fontos szerepiik lehet ezeknek az egyszerli szervezddésii szervezeteknek mas
¢l61ények életében is, milyen relevansak szamos fert6z6 emberi betegség szempontjabol.

Ma mar persze tudjuk, hogy a prokariotak hihetelen faj- és egyedszammal rendelkeznek; a felépitésiikh6z hasznalt
szén-atomok szama egyes becslések szerint meghaladja a novények ¢és allatok dsszfelépitéséhez sziikséges szén-
atomokét. A tengerek biomasszajanak kozel 90%-at mikroorganizmusok adjak, amelyek hasonld nagysagrendii
bakteriofagnak a gazdai is egyben. Mindez egy komplex mikrobialis 6koszisztéma létezésére utal, ami a tengerek
¢lévilaga szamara nélkiilozhetetlen.

Az utdbbi években arra is fény deriilt, hogy a boriinkdn és emésztérendszeriinkben €16 mikrobialis kozdsség, az
ugynevezett human mikrobiomot alkotd bakterialis sejtek szintén fontos rlsztvevoi életiinknek. Ezeknek a prokariota
sejteknek a szama kozel nagysadgrendnyivel nagyobb, mint sajat sejtjeink szdma. Figyelembe véve, hogy szamos
megfigyelés és kisérletes eredmény aldtdmasztja, hogy a mikrobiom Osszetétele, illetve annak valtozasa kivaltdja
lehet szamos, kordbban mas okra visszavezetett emberi betegségnek, egészségligyi szempontbol is relevans, hogy
meggértsiik, milyen torvényszeriiségek vezetik a mikrobiom dsszetételének kialakulasat.

A fent emlitett szempontok mar 6nmagukban is komoly indokot képeznének, hogy a ezeknek a mikrobaknak a
genetikdjat jobban megismerjiik, de emlitést igényel még egy ok, ami a kezdetektél fogva idealis
modellorganizmusokka tette a fagokat és batériumokat: genetikai anyaguk szervezddése relative egyszerii, aminek
kdszonhetéen szamos a génmiikodés szamos, késdbb univerzalisnak bizonyuld szabalyszerliségét eldszor fagokban
illetve baktériumokban irtak le.

A teljesség igénye nélkiil 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 talalhato; Seymour Benzer a T4 fag r/I mutansai segitségével feltarta a gének felépitését;
illetve Francois Jacob és Jacques Monod, akiknek a lac operonon végzett kisérletei hossza id6ére megszabtak a
gémiikddés szabalyozasarol kialakitott elméleteket.

Az elmult években a baktériumok tovabbra is fontos inspiracios forrasként szolgaltak evolicios vizsgalatokban,
a génmiikodés-szabalyozas magasabb szintjeinek megértéseben és a genetikai haldzatok szabalyszeriiségeinek
feltarasaban. Mindez, az emlitett egészségligyi relevancian til, sokban hozzajarult a szintetikus biologia térnyeréséhez
is. Igény szerint ,,programozott”, genetikailag modositott mikroorganizmusokat hasznalhatunk egyszerii
bioszenzorként, bioiizemanyagok és gyogyszerek termelésére, terapids agensként, bonyolultabb bioldgiai folyomatok
modellezésére, a felhasznalasnak szinte csak a képzelet szab hatart (1asd bévebben: http://igem.org).

Végiil, de nem utolso sorban, a baktériumok genetikajanak jobb megértése hatékony eszkdzoket adott a keziinkbe,
hogy eukaridta genomokat is megvaltoztassunk: példaul a Xanthomonas fajok TALE (Transcription Activator-
Like Effector) nukleazai, és a bakterialis immunrendszerként miikodé CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) rendszer miikodési logikéjat felhasznalva az utobbi években nagy hatékonyasgl genom-
editalo eljarasok sziilettek.

A gyakorlat soran, néhany klasszikus kisérletet is felevenitve, egy rovid bemutatot kivanunk adni arra, hogy miképp
hasznalhat6 a mikrobialis genetika a komplementacio fogalmanak megértésére, a génmiikodés szabalyozasanak,
a sejtekre hato evolucios eréknek, valamint a bakterialis kommunikéacionak a megértésére.
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A gyakorlat soran a kovetkezo kisérletek végezziik el:
1. Komplementacids analizis T4 rII fagok segitségével

2. A génmikodés szabalyozasanak vizsgalata és komplementacios analizis kiilonb6z6 lac operon mutansok
felhazsnalasaval.

3. A kvorum érzékelés jelenségének bemutatasa egy biolumineszcens baktériumfaj viselkedésén keresztiil.

4. A baktériumokra hatod, genommeéret- és energiafelhasznalas-optimalizalast okozé szelekcids erék bemutatasa
egy er6s GFP-expressziot biztositd baktérium mutécidin keresztiil.

Komplementacié

A Kklasszikus genetika egyik fontos eszkéze a mutansok eldallitdsa és vizsgalata. Azonos fenotipust mutatd
mutansokrol a komplementacios (mas néven cisz-transz) teszttel hatarozhatjuk meg, hogy azonos vagy kiilonb6z6
génekben torténtek-e a mutaciok. Az egy génen beliili a mutaciok egymas allélikus valtozatai. Fontos megjegyezni,
hogy komplementacios vizsgalatot csak recessziv mutaciokkal, allé¢lekkel tudunk végezni.

A komplementécios analizis 1ényege, hogy megallapitjuk a heterozigdtak fenotipusat. Konnyt belatni, hogy ha a
két mutécio cisz helyzetben helyezkedik el, akkor (1. és 2. abrak) akar azonos akar kiilonb6zé génekben tortént a
mutaci6 vad fenotipust tapasztalunk, hiszen az egyik kromoszoémarél vad tipusu géntermék keletkezik. A szamunkra
fontos informacidt a transz heterozigdtak fenotipusa rejti. Ha a két mutdcidé azonos génben taldlhat6 a transz
heterozigdta fenotipusa mutans lesz, mindkét kromoszoémarol hibas géntermék keletkezik. Ha a mutaciok két
kiilonbozo gént érintettek, a transzheterozigdta vad fenotipusu lesz, mindkét génbdl lesz vad allél az él61ényben.

A B

a5z transz

vad fenotipus vad fenotipus

5.1. abra Komplementacié vizsgalat nem allélikus mutaciok esetén Vad fenotipus alakul ki a heterozigotakban,
ha a két mutacio kiilonboz6 génekben talalhato. Amikor cisz helyzetben talalhatoak a mutaciok az egyik
kromoszémarol csak hibas fehérjetermék keletkezik mindkét génrél (A, B), a masik kromoszdémarol azonban
mindkét génrdl vad tipusu fehérje irddik at. Recessziv mutaciok esetében tehat az €161ény vad fenotipusu lesz.
Transz helyzetben szintén termelédik vad tipusu fehérjetermék mindkét génrol.

Vagyis megforditva, ha 1étrehozzuk a transz heterozigotat és az vad fenotipust mutat, a vizsgalt mutaciok két
génben lokalizaltak, ha mutans fenotipust egyetlen gén allélikus valtozatatai.
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5.2. abra Komplementacié vizsgalat allélikus mutaciok esetén. Ha a mutaciok azonos génben talalhatoak eltérd

fenotipust kapunk cisz és transz heterozigotak esetében. Amikor cisz helyzetben talalhatoak a mutaciok az egyik

kromoszoémarol az érintett génrdl (A) hibas fehérjetermék keletkezik, a masik kromoszémarol azonban vad tipust

fehérje irodik at. Recessziv mutaciok esetében tehat az €161ény vad fenotipust lesz. Transz helyzetben azonban az

A génrdél minkét kromoszéma mutans allélt tartalmaz, vagyis csak mutans fehérje keletkezik, az ¢161ény fenotipusa
mutans lesz.

Miért alakulhat ki két gén mutacioja esetén azonos fenotipus? A legegyszeriibb eset, ha a gének termékei egy
utvonalon miikddnek, akar bioszintetikus, akar jelatviteli tvonal esetében. Bioszintetikus utvonal k6ziil képzeljiink
el egy utvonalat, melynek végterméke a lila pigment mely a ndvény viragjaban megtalalhatd. Ha tobb fehér
viragszinii névényt talalunk a komplementacios analizissel megallapithatjuk, hogy egy vagy tobb génben tortént-
e a mutacio (5.3. abra). Ha két fehér viragh ndvény kereszteziink és az els6 generacioban (F1) lila szindi viragokat
kapunk, a mutacid kiilonb6z6 génekben tortént, ha az els generacioban minden névény fehér viragl, azonos
génben tortént a mutaciod. A bioszintetikus utaknal csak akkor kapunk azonos fenotipust kiilonboz6 gének esetében,
ha az eléanyagbdl kialakulo koztes termék szintelen, illetve altalanosabban, ha a koztes terméknek nincs 6nalld
fenotipusa . Vegyiik észre, ugyanezen mutaciokkal végzett vizsgalat soran, ha F1 utan megvizsgalnank F2 generaciot
is 9:7 hasadasi aranyt kapnank, vagyis komplementer 6roklésmenetet.
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5.3. abra Egy virag szinének oroklodése. Egy kék/lila viraga ndvény esetében harom fiiggetlen, fehér viragszinii

mutanst talaltak. A fehér viragi novények keresztezésébol egyik esetben fehér viragh névényeket kaptunk. Ebben

a keresztezésben a mutaciok nem komplementaltak egymast, tehat azonos génekben talalhatoak. A masik keresztezés

eredményeként vad/lila/kék viraga utédokat kaptunk. Ebben az esetben a mutaciok komplementaltak egymast, a

mutaciok kiilonb6zo génekben talalhatoak. A feltételezett bioszintetikus titvonalon tehat két enzim talalhato, melyek

mutacioi azonos (fehér) fenotipusu viragokat alakitanak ki. A komplementacios analizis onmagaban nem alkalmas
arra, hogy eldontse mely enzim miikddik kordbban az utvonalon.

Masik lehetdség, ha nem két kiilonbozo 1épés enzimei szenvednek mutaciot, hanem valamely 1épést egy heterodimer
katalizal és a fehérjekomplex barmely tagjanak mutacidja esetében az nem mikddoképes.

Jelatviteli utvonalak kozott is talalhatunk példat: emlékezziink csak a C. elegans fejezetben megismert vulva
fejlodés utvonalara. Tobb gén mutacidja is vulvanélkiili (vulvaless) fenotipust alakithat ki, illetve természetesen
egy-egy génnek is tobb mutans allélja ismert.

A koz0s utvonalon kiviil is elképzelhetd, hogy két gén terméke azonos fenotipus kialakitdsaban jatszon szerepet.
Gondoljunk csak arra, hogy a C. elegans genomjaban szaznal tobb unc gén ismert, amelyek mindegyikének
mutacidja mozgasképtelen allatokat eredményez. Az allatok igen eltérd okokbol lehetnek bénultak, példaul: miozin
mutécidja, idegrendszerfejlodés szabalyozasa vagy ingeriiletatvivé anyagok hianya.

Végiil lassunk egy human példat is. Az alabbi csaladfa a siketség 6rokl6dését mutatja be. Lathato, hogy a siketséget

s

gyermekek sziiletnek (5.4. abra).
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5.4. abra A siketség oroklése. A vizsgalt hazaspar mindkét tagja siket. A siketség esetiikben recessziv modon
oroklodott (a sziileik, az abran az egyes generacio, hallok voltak). Gyermekeik mind hallok, ebbdl kovetkeztethetiink
arra, hogy a sziilok eltéré gének mutacioi miatt voltak siketek.

T4 fag komplementacios vizsgalata

A gyakorlat soran Seymour Benzer hires komplementacios 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 (5.5. abra).

e

5.5. 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 feltételezhetden gyorsabban pusztitjak el a baktériumokat, mint vad fagok,
ezért gyorsan lizalonak nevezték el, amelynek roviditése az angol rapid lysis kifejezésbdl az r lett.

Az r mutansok a T4 fag genomjanak harom lokuszara térképezodtek (r1, ril, riIl). Benzer ezek koziil az rll-t
kivalasztva szerette volna megvizsgalni, hogy funkcionalisan egy vagy tobb egység talalhato-e a lokuszon. A
komplementacids vizsgalatokhoz ezek a mutansok kiilondsen alkalmasak, mert E. coli K12(A) torzsét nem képesek
elpusztitani csak a B jelii torzset. Ezek a mutansok kondicionalis mutansoknak tekinthetéek, a K12 torzs jelenti a
restriktiv koriilményt, a B torzs a permissziv kdrnyezetet.

Benzer eredményei azt mutattdk, hogy két funkcionalis egység (gén) talalhatod az rII 16kuszon beliil, melyeket
elnevezett rll4-nak és riIIB-nek. Benzer nem a gén kifejezést hasznalta a funkcionalis egység megnevezésére,
hanem megalkotta cisztron fogalmat. A cisztron, vagy komplementécios csoport az a funkciondlis egység, amelyen
beliil a mutaciok transz helyzetben nem komplementaljak egymast. A cisztron kifejezés mara kikopott az altalanos
hasznalatbol, tulajdonképpen a gén szinonimajaként alkalmazhatjuk.
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Hogyan lehet komplementacios vizsgalatot végezni haploid organizmusokkal, mint amilyenekk a bakteriofagok
¢és baktériumok? Baktériumok esetében a lac operon fejezetben megismert parcialis diploid eléallitasi modszerekkel.
Fagok esetében a koinfektalas jelenti a megoldast. Koinfekcid esetén egyetlen baktérium sejtet két eltéré genomu
faggal fert6ziink meg egyszerre. Az rll 16kusz vizsgalatakor a konifekciot E. coli K12()) torzsén végezziik, ha a
mutaciok képesek egymast komplementalni (kiilonbozé génekben, cisztronokban talalhatbak) feltisztulast
tapasztalunk, ha nem komplementaljak egymast nem latunk feltisztulast (5.6. abra).

ol mutans 1 i mutdns 2

rilA 8 ritA B
= D i s T
L] i i L ]

Nincs komplementacio. Van komplementacio,
Elmarad a lizis és a fag szaporodasa Tarfoltok jelennek meg;
a fag tovabb szaporodik.

5.6. abra Komplementacios vizsgalat T4 fag rII 10kuszaban. Escherichia coli sejteket koinfektalunk két kiilonbz6
muténs /] faggal. Ha mindkét mutacié azonos génben talalhatd (7114), a fagok nem képesek a baktériumot,
elpusztitani, lizalni, ijabb fagok nem szabadulnak ki a baktérium sejtbdl, tehat nem keletkezik tarfolt. A méasodik
esetben, jobb oldalon, a mutaciok kiillonbdzo génekben talalhatéak, komplementalni képesek egymast. A baktérium
sejtet a fagok lizaljak és tjabb fagok keletkeznek, melyek aztan tarfoltot alakitanak ki a baktériumpazsiton.

A koinfekciio esetén lehetdség van az eltéré genomt fagok kozti rekombinacié vizsgalatara is. Gondoljuk végig
a rekombinacid és komplementacid kozti kiilonbséget az ril 1okusz esetében! Rekombinacid utan 0j genotipusu
fag utédok keletkeznének, mig komplementacié utan csak az eredeti (sziiléi) genotipusu fagok jonnek 1étre. A
fenti abran tehat a két mutacio kozti rekombinacid esetén 1étrejohet vad genotipust utdd fag, illetve a két mutaciot
cisz helyzetben tartalmazd, kettGs mutans fag is.

Benzer nem elégedett meg a komplementacios vizsgalatokkal. Elvégezte az rIl 16kusz finomtérképezését is. Pont
mutansok, delécidos mutansok térképezésével igazolta, hogy a gén nem oszthatatlan egység, (mint azt kordbban a
gyongy modellben feltételezték), mutacio és a rekombinacié egysége a bazispar.

T4 ril bakteriofag-mutansok komplementaciéjanak
vizsgalata

Felhasznalt anyagok, eszk6zok

« NA taptalajok

« NAF (félfolyékony Nutrient agar)

« Escherichia coli K12(X) és B torzsének tenyészete

* hat, kiilsnb6z8 T4 rII mutans

+ automata pipetta

A gyakorlat menete
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A gyakorlat soran 6 darab »// mutanssal végziink komplementacios vizsgalatot. Meghatarozzuk, melyek tartoznak
azonos cisztronba. A vizsgalat sorran cseppentéses vizsgalatot végziink. Ebben a kisérletben tehat nem egyedi
plakkokat fogunk latni, hanem a fagok felcseppentési helyén a feltisztulas jelzi a baktériumok lizisét.

A muténs fagok fenotipusat megvizsgaljuk E. coli K12(A) és B baktériumtorzson is. Ezt a két lemezt hasznaljuk
kontrollként a komplementacios vizsgalatokhoz, csoportonként elegendd egy-egy lemezt elkésziteni. A lemezekhez
Osszemériink:

1. tesztlemez 2. tesgtlemez
0,2 ml E. coli K12()) szuszpenzio 0,2 mlE. coli B szuszpenzid
3 ml 45°C-0s NAF 3 ml 45°C-0s NAF

A baktéiumszuszpenzidt is tartalmazo lagyagart(NAF) NA lemezekre ontjiik és eloszlatjuk. A lemezeket 10 percig

crer

arra, hogy a pipettahegyet ne nyomjuk bele az agarba, és a csepp ne folyjon szét til nagy teriiletre). Ezt megismételjiik
az 0sszes vizsgalando fag-szuszpenzioval. A lemezeket 37°C-on inkubaljuk egy éjszakan at.

Komplementacié vizsgalatahoz paronként egy-egy NA lemezre a kovetkez6 feddagart ontik:
0,2 mlE. coli K12(}) szuszpenzid

3 ml 45°C-0s NAF

a teszt-lemez felszinére. Ezt megismételjiik az 6sszes vizsgalando fag-keverékkel. A lemezeket 37°C-on inkubaljuk
egy ¢jszakan at.

Feladat:
1. Vizsgalja meg a lemezeket, hogy tapasztal-e tisztulast a felcseppentés helyén!

2. Sorolja be az egyes fagtorzseket komplementacids csoportokba!

Példafeladatok

1. Tételezziik fel, hogy a fenilalanin bioszintézisét két enzim, phed és pheB gének termékei végzik egy utvonalon.
A enzim egy szubsztratot (1) alakit at egy feltételezett koztes termékké (2). B enzim ezt a koztes terméket alakitja
at fenilalaninna.

A B
1. — 2 ——— fenilalanin

Ot fenilalanin auxotréf muténst sikeriilt 1étrehoznunk (m/-m5). A mutansok azonos fenotipustiak, nem képesek
fenilalanint szintetizalni, tehat képtelenek olyan tapkoézegben ndvekedni, mely nem tartalmazz ezt az aminosavat.
Mind az 6t mutécid recessziv.

Kiilonboz6 vizsgalatokkal meghataroztak hogy az m1, m2 és m4-es mutaciok a pheA, az m3 és m5 mutaciok a
pheB génben talalhatok.

a. Létrehozzunk egy parcialis diploid baktérium térzset, amely m/-es és m2-es mutaciokat hordoz (mindkét génre
heterozigota a torzs). Milyen fenotipusu lesz a parcialis diploid baktériumunk?

b. Létrehozzunk egy masik parcidlis diploid baktérium torzset, amely m/ és m3 mutaciokat hordoz (heterozigota).
Milyen lesz ennek a torzsnek a fenotipusa?

c. Az el6z6 két kérdésre alapozva toltse ki a kovetkez6 tablazatot! Tegyen + jelet, ha a torzs képes fenilalanint
szintetizalni (vad fenotipus) €s - jelet, ha a torzs nem képes szintetizalni a fenilalanint (mutans fenotipus)!
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d. Végiil tételezziik fel, hogy 1étezik egy m6-0s jelit mutacid, amely a pheA génben talalhato, de dominans, vagyis
a heterozigotak sem tudnak fenilalanint szintetizalni. Az elézéekben megadott modon toltse ki a kdvetkezd
tablazatot!

ml m2 m3 m4 mS | mé6

mé

........

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

a b c d e f

a - + - + - -
b - + - + +
C - + - -
d - + +
e - -
f -

Lac operon

Az Escherichia coli tobbféle szénforrast képes hasznositani. A ritkdbban eléfordul6 diszaharidok lebontasat végzo
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 ndvekvo baktériumok
szamara a gliikoz jelenti az els6dleges szénforrast, hidnyaban azonban a sejt képes laktozt is feldolgozni, azt
galaktozza és gliikdzza bontva (5.7A. ébra). A folyamat hatékonysagat nagyban befolyasolja, hogy a baktérium
termeli-e a lakt6z transzportjahoz és bontasahoz sziikséges specifikus fehérjéket. Utdbbiak szintézise kozos (laktoz
fiiggd) szabalyozas alatt van, vagyis egy operont képeznek.
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5.7. abra: A lakt6z anyagcsere és a lac operon viszgalatara hasznalt szintetikus molekulak. (A) Glikoz
hianyaban a sejt laktozt kezd hasznositani szénforrasként, amelyet elsé 1épésben a B-galaktozidaz enzimje révén
galakt6zza és gliilkdzza hasit. (B) A Lac-represszor gatlasara hasznalt szintetikus molekula, az izopropil-f-d-
tiogalaktozid (IPTG). (C) A lac-operon miikodésének detektalasara hasznalt laktoz analog X-Gal, melynek bomlasa
kék csapadékot hoz Iétre.

A laktoz felhasznalasaért felelés ugynevezett lac operon genetikai azonositasa és elemzése Frangois Jacob és
Jacques Monod nevéhez fiizddik. Ok voltak akik kiilonbozé mutansok (pl. laktoz bontasra képtelen, illetve laktozt
még gliikoz jelenlétében is bontd torzsek) segitségével meghataroztak, hogy az operon harom fehérjét kodol: egy,
a laktoz bontasaért felelés B-galaktozidazt (Z), egy laktoz transzportért felelds permeazt (Y) és egy transzacetilazt
(A), amely egy acetil-CoA molekulardl képes az acetil csoportot a laktozra atvinni (5.8A. abra). Az ezen fehérjéket
kodold gének meghibasodasai esetén az E. coli képtelennek bizonyult a laktdz feldolgozasara.
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5.8. abra A lac operon felépitése és vazlatos miikodési elve. (A) Az operon harom, a lakt6z feldolgozasahoz
nélkiilozhetetlen kulcsenzimet kodol, ezek a B-galaktozidaz (Z), a permeaz (Y) és a transzacetilaz (A). Az operon
megfeleld szabalyozasahoz nélkiilozhetetlen még a represszor, amelyet a lacl 10kusz kodol, az ennek a megkiitésére

képes operator régid (O), az operon promotere (P), amely tartalmazza az RNS polimeraz kodold helyét, valamit
az aktivator CAP fehérje kotohelyét. (B) Alacsony gliikoz és magas laktoz szint esetén a represszorhoz kotédo
lakt6z inaktivalja azt, migy a gliikdz hianyaban termel6d6 cAMP a CAP-hoz kapcsolddva azt aktiv konfromacioba
kapcsolja. igy megtorténik az operon indukcidja, 1étrejonnek a fehérjék. (C,D) Alacsony laktéz szint esetén,
fliggetleniil a CAP fehérje allapotatol, a Lac represszor aktiv lesz, kotodik az operator régiohoz és fizikailag
meggatolja a polimeraz kapcsolodasat. (E) Magas laktdz és magas gliikoz szint esetében, mind a represszor, mind
a CAP fehérje inaktiv marad, igy a polimeraz, bar kétddik, csak alacsony szintli expressziora lesz képes.

Tovabbi kisérletek olyan mutacidkat is azonositottak, amelyekben a lac operon enzimjei folyamatosan termelédtek
(konstitutiv mutacio). Ezek a szabalyozé mutaciok tették lehetdvé a lac represszort kodolo gén, a lacl
meghatarozasat is (5.8A abra).

e

meggatolja az RNS-polimeraz kotédését a promoterhez, igy a struktirgének atirasa nem torténik meg (represszalt
allapot) (5.8B,D abra). Lakt6z vagy mas induktor anyagok (pl. IPTG: izopropil-B-d-tiogalaktozid) a represszorhoz
kapcsolodva, meggatoljak annak kapcsolodasat az operatorhoz, ezaltal lehetévé valik az RNS-polimeraz promoterhez
valo kotédése. Az mRNS-szintézis, majd az enzimszintézis is azonnal megindul (indukcié), ha a tapkdzeg nem
tartalmaz gliikozt (5.8C abra).

Ha a tapkozeg gliikozt tartlamaz az a katabolit-represszio jelensége révén gatolja a lac operon atirodasat. Glikkoz
hianyéaban a sejtben megindul a cAMP szintézis és az igy 1étrejové molekulds a katabolit aktivator fehérjé¢hez
(Catabolite Activator Protein — CAP) kapcsolddhatnak. A cAMP-CAP komplex transzkripcids aktivatorként
miikodik, ami eldsegiti az RNS-polimeraz promoterhez valo kotddését, és a mRNS-szintézis meginduldsat. Aktiv
CAP hianyaban még laktoz jelenlétében is csak gyengén lesz képes atirodni az operon — a baktérium igy szabalyozza,
hogy a preferalt szénforras (gliikoz) jelenléte esetében ne termelddjenek foloslegesen azok az enzimek, amelyek
az alternativ szénforras (laktdz) feldolgozasahoz sziikségesek.

Jacob és Monod a lac operon részletes mutdcids analizise soran még néhany emlitést érdemld allélt izolalt: az
egyik az Pa represszor egy konstitutiv aktiv mutaciéja, amelynek eredményeként a Lacl folyamatosan, laktoz
jelenlétében is aktiv formaban van jelen. Ennek az oka feltehetdleg a laktoz kotd régié megvaltozasa, amelynek
kovetkezményekeént a represszor nem képes megkdtni az indukator molekulat (5.9C dbra), igy annak jelenléte nem
tudja kivaltani az inaktivaciohoz sziikséges konformacioé valtozast. Szintén fontos az I alél, amely dominans
negativként viselkedik, vagyis ha jelen is van egy vad tipusu / allél a rendszerben (lasd parcialis diploidok, alabb),
az arrol termel6édd Lacl molekulakat is miikodésképtelenné teszi az LacI? jelenléte. (Ennek oka a feltételezések
szerint abban kereshetd, hogy a Lacl tetramer formajaban fejti ki hatasat (9A és B abrak), és egyetlen Lacl? jelenléte
a tetramer tobbi tagjaban inaktivalast okoz6 konformacié valtozasokat indukal (5.9D éabra).)

laktéz (analdgh

1 inaktiv

\Lacl tetramer

alktby
Lacl tetrames |

1P tetramer I monormaer

5.9. abra A lac represszor (Lacl) szerkezete, miikodése és jellegzetes Lacl mutinsok. (A) A fehérje
haromdimenzios szerkezetén jol megfigyelhetd a tetramer jelleg. (B) Vad tipusu fehérjékben a tetramer laktoz
(vagy lakt6z analog) hianyéaban aktiv, DNS k&t6 konfromaciot vesz fel. Ha laktozt, vagy IPTG-t juttatunk a
rendszerbe, az bekotddése révén a tetramer alegységeit inkativ konformacioba kényszeriti. (C) Az I allél 4ltal
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kodolt konstitutivan aktiv represszor forma indukator jelenlétében sem lesz miikodésképtelen, feltehetden azért,

mert az indukator nem tud a mutans fehérjéhez kotddni. (D) A dominans negativ LacI¢ monomer jelenlétében a

vad tipusti monomerek is inaktiv konfromaciot vesznek fel, az induktor jelenlététol fiiggetleniil. (Az EMBL-EBI
képe alapjan.)

A gyakorlaton négy eltérd E. coli torzs fenotipusat vizsgaljuk meg kiilonb6z6 indikator, differencialé taptalajokra
szélesztve. A felhasznalt torzsek egy delécidt hordoznak a kromoszémajukon, a /ac régidban, de egy olyan
konjugacios F’ plazmidot tartalmaz, amelyen megtalalhatéak a /ac gének. A vad tipust kontroll tdrzs mellett
hasznalt kisérleti torzsek mas-mas /ac mutacioval rendelkeznek. A torzseket X-Gal, X-Gal/IPTG, MacConkey,
Tetrazolium és Tergitol-7 taptalajokra fogjuk széleszteni, amelyek kozos jellemzdje, hogy az operon mitkodése
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 fermentald torzs - savasitva a kornyezetét - piros szinii lesz, a
jelen 1évo fenolvords pH indikator miatt. A teszt mas cukrok esetében is felhasznalhato.

Tergitol 7

5.10. abra A gyakorlaton hasznalt lemez-tipusok. Részletes magyarazat a szovegben. A bal oldalon mindig egy
vad tipust torzs lathato, jobbra pedig egy B-galaktozidaz deficiens.

Tetrazolium: A tetrazolium lemez olyan gazdag taptalaj, amely trifenil-tetrazolim-kloridot és a megfelel6 cukrot
is tartalmazza. A tetrazoliumot oldhatatlan formazanna (oldhatatlan, piros pigmentté) redukaljak a baktériumok.
Az extra cukrot (pl. lakt6z) intenziven fermentalni és ezaltal savasitani képes koloniaknal azonban a formazan
csapadék-képzodés, igy a szinképzodés is elmarad.

Tergitol 7: Osszetételében hasonlit a tetrazolium lemezhez, de bromtimolkéket is tartalmaz. A cukrot ferment4ld
E. coli telepek sargak, kdzépen narancssarga maggal. A nem fermentald telepek pirosak, a taptalaj koriilottiik kékké
valik.

X-Gal: Az X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) indikator festék a beta-galaktozidaz
aktivitast jelzi. Nagyon érzékeny, a lakt6éz hasznositasra még nem képes (nincs novekedés laktéz minimal taptalajon)
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torzsek is halvanykék telepeket forméalhatnak. Altalaban az IPTG-vel kombinalva hasznaljuk — utobbi elénye,
hogy bar potens induktor, a B-galaktozidaz nem mondja, igy koncentracioja a taptalajban kvazi konstansnak vehetd.

Torzsek

Minden t6rzs kromoszomajan delécio talalhato a lac régioban, az F’ utan az F episzoman talalhato géneket tlintettiik
fel.

genotipus Fontos tulajdonsag

ara A (gpt-lac)5 F’lacproA™B*
CSH100 I'pz*
(IQPL8 mutéciot tartalmaz a lac régidban)
ara A (gpt-lac)5 F’lacproA”B*
CSH101 I'P'Z
(mutaciok I', Z°)
ara A (gpt-lac)5 F’lacproA™B*
CSH140 IpP'z"
(mutacio I')
CSH141 ara A (gpt-lac)5 F’lacproA”B* I'r'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 alabbi abra foglalja Gssze.)

A gyakorlat menete

A gyakorlat soran vizsgalt torzseket ,,mester”’-lemezeken bocsatjuk a csoport rendelkezésére. Ezekrol kell atoltani
Oket az indikator taptalajokat tartlamzo Petri csészékbe. Az atoltashoz a Petri csészék feliiletét négy részre osztjuk,
majd a torzseket steril fogpiszkalokkal 6nallo telepekké szélesztjiik a taptalaj egy-egy negyedében. A lemezeket
37°C-on inkubaljuk egy éjszakan at, majd 4°C-on taroljuk.
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5.11. abra A lac mutans torzsek fenotipusa X-Gal/IPTG tartalmu kozegben. (A) A vad tipustunak tekinthetd
I'P"Z" (CSH141) torzs IPTG jelenlétében (balra) B-galaktozidazt szintetizal, ami az X-Gal szinreakciot okozo
lebomlasat katalizalja, ezért a telepek kék szintiek. IPTG hianyaban (jobbra) a represszor meggatolja a 3-galaktozidaz
atirasat, igy a szinreakcié elmarad, a telepek fehérek lesznek. (B) A represszor mutacidja esetében (I'P*Z" -
CSH140), az enzim az indukator jelenlététdl fiiggetleniil termelddk, igy mindig kék telepeket kapunk. (C) A B-
fehér telepeket kapunk. (D) A prométer mutacidja esetében (I'PZ") a polimeraz elvileg nem tud kétni az enzim
promoéteréhez még a represszor szupresszalt allapotaban sem, igy azt varjuk hogy az IPTG jelenlététdl fiiggetleniil
fehér telepeket kapjunk. A valésagban a prométermutaciéo nem egy tokéletes null-allélt hoz 1étre, a polimeraz
alacsony affinitassal, de tud kotni, igy minimalis mennyiségii enzim 1étrejon. Ennek megfelelden a telepek indukator
hianyaban halvanykékek.

Feladatmegolas

Bar a bakterialis sejtek eredendden haploid organizmusok, az F episzoma segitségével stabil parcialis diploid
egyedek hozhatok 1étre: olyan sejtek, amelyekben a kromoszéman talalhato lac operon mellett egy masodik operon
talalhato az F* plazmidon. Ebben a rendszerben lehetéség nyilik arra, hogy kiilonb6z6 lac mutansok komplementacios
analizisét elvégezziik (nagyon hasonl6 logika alapjan, mint amit az el6z0, fagokrol sz6l6 alfejezetben lattunk).

A parcialis diploidokban kdnnyen kimutathatd, hogy a diffaziéra képes lac represszortransz helyzetben hat,
vagyis péladul a kormoszéman termel6dd Lacl az episzoman levé operon mikodését is képes gatolni (12A és B
abrak).

A korabbiakban nem esett sz az egyik jellegzetes szabalyoz6 mutaciorol, az iigynevezett konstitutiv operator
(0°) allélrél. Ennek érdekessége, hogy nem kozvetleniil a represszorban taldlhatd, annak miikodését mégis
alapvet6en befolyasolja. Az O allélt hordozé mutansok IPTG hidnyaban is jelent6és mennyiségli enzimet termelnek,
mert a represszor nem tud hozzakétni az operatorhoz (vagyis nem képes sztérikus gatlas révén az RNS polimerdz
kotodését sem akadalyozni). Ezt a tipusu mutécidt, amikor a genetikai valtozds a DNS-en a kozelben talalhato
operon mitkddését befolyasolja, cisz-dominancidnak nevezziik (5.12D ébra).
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5.12. abra Kiilonb6z6 lac mutaciok komplementacids analizise X-Gal/IPTG lemezeken. (A) A lac represszor
transz helyzetben hat: ha az egyik lac operon miikdddképes I allélt hordoz és miikodésképtelen Z-t, a masik pedig
pont forditva, a rendszer végsé soron a vad fenotipust mutatja (komplementacié figyelheté meg): a mitkodoképes
atirddasat befolyasolja. (B) Az indukatorra (IPTG) érzéketlen, konstitutivan aktiv 15 allél jelenlétében a f3-
galakotzidaz termelése folyamatosan gatolt, igy mindig fehér telepeket kapunk. (C) Ha csak az egyik operon
hordozza a dominans negativ represszort kddolod 14 allét, az elég ahhoz, hogy a represszort folyamatosan
miikddésképtelen allapotban tartsa, indukator hozzdadasa nélkiil is. Dominans negativ monomerek beépiiléskor a
tetramer, fiiggetleniil hany vad tipusti, nem-mutans monomert tartalmaz, inaktiv konformaciot vesz fel. Ennek
eredményeként a 3-galaktoziddz termelés folyamatos, a telepek mindig kékek lesznek. (D) Az elobbihez hasonld
fenotipust figyelhetiink meg a konstitutiv operator (O°) allél jelenlétében: mivel az aktiv represszorok sem tudnak
ilyenkor az operatorhoz kotni, [IPTG hidnyaban is bekovetkezik a lacZ atirasa, vagyis jelen lesz az X-Gal hasitasdhoz
sziikséges B-galaktozidaz.
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Példafeladatok

1. Hatarozza meg, hogy a kdvetkez6 tablazatban feltiintetett kiilonbdz6 genotipust baktérium torzsek képesek-e
B-galaktozidaz, illetve permeaz termelésére, indukaloszer jelenlétében illetve hianyaban!

Torzsek genotipusa indukalészer nélkiil indukalészer jelenlétében

[B-galaktozidaz permeaz [B-galaktozidaz permeaz
ozy”*
ro'zy*
'o'z'y
ro‘z'y*
IOV
roz'y*
%otz y*
'o‘zy

2. Hatarozza meg a kovetkez0 parcialis diploidok esetében, hogy temelnek-e $-galaktozidazt és permeazt! Képesek
lennének-e ezek a torzsek laktozon, mint egyediili energia/szén forrason névekedni?

indukaloszer nélkiil indukaldszer jelenlétében

Torzsek genotipusa - — -
[B-galaktozidaz permeaz [B-galaktozidaz permeaz

ro‘z'y/rozy
ro‘zy/rozy
r'oz'y/rozy
ro'zy/rozy
1’0" Z'Y"/10'Z'Y"
I'o“zy"/1oz'y
PO ZY 1'%z YY"

3. Hatarozza meg a lac operon atirasanak aktivitasat (magas/alacsony/nincs), a represszor illetve a katabolikus
aktivator fehérje helyzetét az alabbi tablazatban meghatarozott koriilmények esetében!

operon aktivitas represszor CAP
laktoz gliikoz
(magas/alacsony/nincs) | (kotott/szabad) (kotott/szabad)
nincs nincs
van nines
nincs van
van van

Kvorum érzékelés

A hawaii kurtafarkt tintahal (Euprymna scolopes) a hasi oldalan egy kiilonleges, specilizalt Gn. "fény-szervet"
hordoz, amivel biolumineszcens fényt allit el6. Ez a fényforras a garanciaja annak, hogy az allat hatékonyan tudjon
a mélyben €16 ragadozoi ellen védekezni. Mivel a kibocsajtott fény intenzitasat a tintahal a hatara érkez6 fény
intenzitasanak fliggvényében képes valtoztatni, a ,,fény-szerv* kompenzalja a tintahal arnyékat, kvazi lathatatlanna
téve 6t az alsobb vizrétegekben levo él6lények szamara (5.13. abra).
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5.13. abra: (A) A hawaii kurtafark tintahal hasi oldalan levé specidlis szervében olyan baktériumokat hordoz,
amelyek biolumineszcenciat képesek 1étrehozni. (B) A tintahal képes a biolumineszcencia erésségét a raeso fényhez
igazitani, aminek azért van jelentésége, mert igy ,,nem vet arnyékot™ az alatta €16 ragadozok felé.

A rendszer érdekessége, hogy a biolumineszcens fényforrast nem a tintahal sajat sejtjei, hanem a fény-szervben
€16 szimbionta Gram-negativ baktériumfaj, a Vibrio fischeri egyedei biztositjak.

Ezek szama, vagyis egyedsiriisége, azonban nem konstans, hanem ciklikusan valtozik a nap folyaman: éjjel, amikor
fényt kell 1étrehozni sokan vannak, nappal azonban, amikor a tintahal a homokba huzddik, kevesen. (A valtozas
annak koszonhet6, hogy a hajnal kdzeledtével egy specialis nyildson keresztiil a tintahal a tengerbe pumpalja a
fény-szerv bakterialis kozosségének kozel 95%-at. A maradék ugyanis épp elég ahhoz, hogy a nap leforgasa alatt
elszaporodva jratoltse a lakohelyéiil szolgald kamrat.)

Mindez azért 1ényeges, merta V. fischeri biolumineszcenciajat a bakterialis kommunikacio klasszikus példaja teszi
lehetdvé. Ugyanis ezek a baktériumok nem folyamatosan hozzak 1étre a biolumineszcenciat, hanem csak akkor,
ha elérnek egy kritikus tomeget.

Ezt a fajta kommunikaciot, amikor a k6zosség az egyedsiiriiségét igyekszik felmérni, kvorum érzékelésnek
(quorum-sensing)nevezziik.

A folyamatnak, molekularis komponenseit tekintve tobb kiilonbozd verzidja 1étezik kiilonbdzo baktérium fajokban,
de lényegében mindegyik ugyanazon logika alapjan mikddik: a baktériumok egy, szekretalt szignal-molekulat,
valamint annak a receptorat is termelik. Ha a receptorok telitettsége elér egy kiiszobértéket (ami egyben azt jelenti,
hogy a kdzegben rengeteg szignal-molekula, illetve azt el6allitd baktérium van), beindul a target-gének, példaul
a biolumineszcenciat kialakitok atirasa.

A V. fischeri esete annyiban kiilonleges, hogy a szignal, melyet a LuxI fehérje hoz 1étre egy olyan acilalt homoserin
lakton (AHL) molekula, amely diffizidval is képes keresztiiljutni a sejtmembranon, igy nincs sziikség sem szekrécios
apparatusra a sejtbol kijuttatdsahoz, sem membran-kotott receptorra az érzékeléséhez. Receptora citoplazmatikus
¢s ha megkoti az AHL-t akkor transzkripcios faktorként génaktivaciot indukal (5.14A bra).
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5.14. abra: Bakterialis kvorum érzékel6 rendszerek. (A) A V. fischeri kvorumérzékeld rendszere membranon
atdiffundalodo ligandot (AHL) tartalmaz. Ezt a LuxI fehérje hozz alétre és a LuxR intracelluléris receptor koti
meg. A LuxR aktivalodasa utan bekpacsolja a biolumineszcencia gének atirddasat. (B) A Gram-pozitiv baktériumok
kvorumérzékeld rendszere aktiv transzportert €s receptort tartalmaz a ligand kornyezetbe juttatasara, illetve
megkotésére. A ligand prekurzor formaban jon 1étre és csak a sejtkozi térbe valo kijutas utan veszi fel az aktiv
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s

foszforilacio révén aktivalni. Az aktivalt regulatorok bekapcsoljak a kvorumérzékelés valaszgénjeinek
transzkripciojat.

Az utdbbi évtized soran egyre nyilvanvalobba valt, hogy a kvorum-érzékelés nem a V. fischeri kiilonlegessége.
Szamos egyéb baktérium miikodtet analog rendszereket. Példaul egy masik Vibrio faj, a V. cholerae is logikailag
hasonld (bar elemeiben kiilonb6z6) rendszert hasznal, hogy a kolera-fertdzés soran eldbb kolonizélja a szervezetet,
majd, ha a populécio egy kritikus egyedstiriiséget elért a bélrendszerben, eltdvozzon onnan, 4 gazdat keresve (5.15.
abra).

A V. cholerae kvorum érzékeld rendszere, egy hisztidin-kinaz receptor alapu ligandum megkdtd rendszert alkalmaz.
Ennek megfeleléen a ligandum maga sem képes atjutni a membranon, semelyik iranyba, igy a kiilvilagba torténé
transzportjahoz is kiilonleges fehérjékre van sziiksége. A receptor aktivaldsa utan egy citoplazmatikus receptor
fehérje foszforilaciojat katalizalja, amely a célgénekhez kotve aktivalja azok atirddasat. Ez a rendszer molekularis
komponenseit tekintve is sokban hasonlit a Gram-pozitiv baktériumok kvorum érzékeld apparatusara (5.15. abra).

wiknnybibl kelarizhoio)s

3 A

virulencla gének kdejerdse
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5.15. abra: A kolera kérokozéjanak az életciklusa. A V. cholerae életciklusa soran két alkalommal jut kitiintetett

szerep a kvorumérzékelésnek. El6szor a kiils6 forrasbol gyomorba bejutd kdrokozok koriil levé biofilm lebontasat

segiti eld. Az igy felszabaduld baktériumok képesek virulencia génjeik kifejezésére és kolonizaljak a vékonybelet.

Miutan elérik a kritikus egyedszamot, a kvoroum érzékelés hatasara olyan protedzok atirddasa kezdédik el, amelyek

a kornyezetbe 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 hasonléan a V. harveyi-hez a
kvorum érzékelés hatasara fény bocsat ki. (A természetben a kardinalishalak fényszervében talalhato.)

Egy higitasi sor segitségével megfigyelhetitek, miként kapcsol be a biolumineszcencia, amikor a populacio stirisége
meghalad egy kritikus értéket.

Téaptalaj:

LB +2.5% NaCl

Szelekciés nyomas genom-minimalizalasra

Az eukariota és prokariota sejtek kozt természetesen szamos fontos eltérés 1étezik, de az egyik 1ényeges kiilonbség,
a felhasznalasra allo energia mennyisége. Hiszen az eukaridta sejtekben jelen levé mitokondriumok révén a
bioenergetikai membranok (azon membran feliiletek, ahol pl. proton gradiensek kémiai energiava alakulnak at)
fajlagos feliilete hatalmas, igy az egyes sejtfunkciok végrehajtasar alényegesen tobb energia jut, mint a

110

http:// www.renderx.com/



render

Mikrobialis genetika — I. rész

prokariotakban. Sokak szerint ennek az energetikai aszimmetrianak koszonhetd, hogy az eukariota sejtek sokkal
nagyobb genommal rendelkeznek, amelyben akar tobbségben is lehetnek a nem-kdodold 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 eukaridta tarsaik.
Altalanositva az is elmondhat6, hogy minél stabilabb kornyezetben él egy baktérium, annal kisebb genomja lesz,
hiszen annal kevesebb génre van sziiksége a ttléléshez. Ennek megfelelden a parazita fajok genomja 1ényegesen
kisebb, mint példaul a szabadban é16, talajlaké fajoké és az obligat endoszimbionta fajok genomja tovabbi redukciot
mutat.
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5.16. abra: A stabil élohely a folosleges gének elvesztését és genom redukciét okoz. (A) Minél stabilabb egy
baktérium el6helye, annal kisebb az atlagos genommérete. (B) Kiilonbdzd Bortadella fajok genomjat vizsgéalva
észrevehetd, hogy a nagyon fajspecifikus patogének, mint a B. pertussis nagyobb szamu pszeudogénnel rendelkeznek,
mint a tobb faj megfertdzésére képes rokonaik. A kiszdmithatobb kornyezet a f610slegessé valo gének elsatnyuldsat
okozza.

Ha elfogadjuk, hogy az emlitett bioenergetikai korlatozas egy fontos szelekcios tényezd a mikrobidlis fajok élete
soran, akkor az is logikusan kdvetkezik, hogy a nem hasznalt gének inaktivacioja és delécidja révén bekovetkezd
transzkripcidjan megsporolt energia masra fordithatd. (Fontos hangstlyozni, hogy a kis bakterialis genom méretre
1éteznek mas elméletek is. Példaul a ,,genetikai sodrodas® szerepét kiemel6 szerint, a természetes szelekeid elsésorban

V4

esemény, aminek a kis populacié méret miatt azonban nagy valdsziniisége van.)

A gyakorlat soran egy fehérje kodold gén inaktivacigjat, illetve az ebbdl szarmazo szelekcios eldnyt fogjuk
tanulmanyozni. Ehhez egy olyan ampicillin rezisztencia gént is hordoz6 plazmidot (pUC19-GFP) hasznalunk, ami
egy erés promoterrel ellatott zo1d fluoreszcens fehérje-gént hordoz.

Mivel a bakterialis sejt szamara a GFP jelenléte (ellentétben az ampicillin rezisztencia kialakuldsaval) nem biztosit
szelekcios elonyt, de sokba keriil a szintézise, a fent vazolt logika alapjan azt varjuk, hogy a gfp gén nonsense
mutécidi viszonylag nagy gyakorisaggal rogziilnek.

Az ampicillint tartalmazd lemezre (ami garantalja, hogy a pUCI19 plazmid jelen legyen a sejtekben) kikent
transzformalt baktériumok csak igen kis szazalékaban lehet fluoreszcenciat detektalni, ami igazolja, hogy a gfp
gén inkativacidja elényds a populacid szamara.
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ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék

A mikrobialis genetika gyiijt6 fogalom, bizonyos szempontbol ide tartozik minden olyan aga a genetika
tudomanyanak, ami egysejtii eukariotakkal (pl. gombak, algak), prokariétakkal és virusokkal foglalkozik. Eppen
ezért nem beszélhetiink egységes mikrobialis genetikarol, hiszen ezeknek a szervezeteknek a felépitése, miikodése
jelentdsen eltér egymastol.

A gyakorlat soran a bakterialis rendszerekre, illetve a hozzajuk erésen kapcsolodo bakteriofagokra és plazmidokra
koncentralunk. A baktériumok, mint modellszervezetek szamos elénnyel birnak (gyorsan szaporodnak, egyszeriien
manipulalhatoak, de a segitségiikkel levont kovetkeztetések sok esetben a magasabb rendii él61ényekre is igazak),
ezért viszonylag régota hasznaljak oket genetikai vizsgalatok céljara.

A baktériumok tehat genetikai szempontbo6l az alabbi tulajdonsagokkal birnak:

* Haploid (1n) jellegli genom. Azaz még ha tobb kdpia is van a genomi DNS-b6l, azok egymasnak masolatai,
nem pedig két sziil6tél szarmazo, eltéré genomok.

» Ennek ellenére 1éteznek allé¢likus kiilonbségek, azaz ugyanannak a génnek, lokusznak tobb kiilonboz6 valtozata
is 1étezhet. A haploiditas 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).

* A haploidia miatt konnyebb funkciovesztéses (loss of function) allélokat azonositani, mint eukariotakban, mivel
azokat nem fedik el a vad tipusu allélok.

» Aszexualis szaporodasuak, ezért a hagyomanyos keresztezés esetiikben nem értelmezhet6.
 Nincs sejtmag, igy a transzkripcio €s a transzlacio térben nem kiiloniil el.

» Szaporodasuk igen gyors, 1 baktériumbol 1 nap alatt 10° utodsejt is keletkezhet.

A markerek

A marker egy olyan genetikai elem, aminek jelenléte vagy hidnya valamilyen lathat6 fenotipust okoz, igy lehetdvé
teszi, hogy a markert hordozé szervezetet megkiilonboztessiik a nem hordozotol. A fent felsorolt okokbol a
mikrobialis rendszerek kiilonosen alkalmasak arra, hogy markerekkel jeldlhetdek legyenek, és nagyon sokféle
marker all rendelkezésiinkre baktériumok esetében.

A marker barmilyen genetikai elem lehet, ami altal megkiilonboztethetévé valik két szervezet. Példaul ha egy
génnek két allélje van, melyek koziil az egyik kék festék termelését idézi eld, a masik nem, és a két allél kozt
csupan egy pontmutacio a kiilonbség, akkor valdjaban ez a pontmutacio is tekintheté markernek, hiszen latjuk a
jelenlétét/hianyat. Ilyen mutacié nem csak fehérjekodold régiot érinthet. A jegyzet soran markergénekrél fog szo
esni, azaz olyan markerekr6l, melyeknél egy egész gén jelenléte vagy hianya okozza a kiilonbséget.

A markereket tehat alapvetden arra hasznaljuk, hogy megkiilonboztessiink €16lényeket egymastol. Példaul
eléfordulhat, hogy két az E. coli baktérium két torzse kozt 6sszesen annyi kiilonbség van, hogy az egyikbdl hianyzik
alacZ gén. Ha valahogy ezt a kiilonbséget lathatova tudjuk tenni, akkor a lacZ egy markergén, melynek segitségével
el tudjuk kiiloniteni a két térzset. Ha nem tudjuk lathatova tenni, akkor nem tekintjiik markernek. (Az, hogy valami
markergén-e, egy kicsit mesterséges megkdzelités. Ha egy nem-marker génrdl felfedezik, hogy valamilyen
szinreakcioért felelds egy bizonyos anyag jelenlétében, akkor attol fogva azt a gént markergénnek fogjak tekinteni.
Ugyanarrol a génrdl beszéliink, az egyetlen ami valtozott, az a tudasunk az adott génrél, vagyis hogy képesek
vagyunk-e lathatova tenni.)
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Szelektalhatésag: fontos kritérium

A markereknek alapvetden két nagy csoportja van: a szelektalhato és a nem szelektalhato marker. Szelektalhato
markerrdl akkor beszéliink, ha a marker hianya egy adott kdrnyezetben lehetetlenné teszi az adott €161ény, esetiinkben
baktérium novekedését, és ezaltal csak azok a sejtek élnek til, amelyek rendelkeznek az adott markergénnel. Ilyen
szelektalo kornyezet lehet példaul egy antibiotikum jelenléte vagy egy adott aminosav hianya a taptalajban, ezekben
az esetekben a szelektiv marker gén az adott antibiotikum rezisztenciagénje, vagy az adott, hidnyzé aminosav
termelését lehetdve tevo gén. Természetesen a szelektalhato marker csak a megfeleld kdrnyezetben szamit elénynek,
egyébként a folosleges tobblet DNS inkabb hatranyt jelent, igy a baktérium kdnnyen elvesztheti azt, ha nem
szelektiv (azaz példaul antibiotikum-mentes) tapkdzegbe helyezziik. A gyakorlaton hasznalt szelektalhato markerek
az ampicillin, a zeocin és a kanamicin nevil antibiotikumok rezisztencia génjei.

Nem szelektalhaté markerrdl akkor beszéliink, ha valamilyen lathato kiilonbség van a markert tartalmazé és nem
tartalmazo baktériumok k6zott, de ez nincs hatassal a baktérium ndvekedésére. Ez altalaban valamilyen szinreakciot
jelent. A mindennapi genetikai munka soran leggyakrabban hasznalatos és a legismertebb nem szelektalhaté marker
a lacZ gén, ami a természetben a laktoz felhasznalasaért felelds enzim. A laktdz egyik analdgja, amit az enzim
képes bontani, az X Gal, azaz teljes nevén 5-bromo-4-kloro-3-indolil-[]-D-galaktopiranozid, mely az enzim
hidnyaban szintelen, jelenlétében azonban egy kék bomlasterméket eredményez. Azaz Iényegében a laktdz bontdsanak
képességét kovetjiik nyomon egy masik, lathato reakceio altal. A gyakorlaton hasznalni fogunk X-Gal-t, és X-Gluc-
ot (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D- gliikkuronsav), ami hasonléan miikodik, de egy masik enzim, a GUS jelenléte
esetén keletkezik kék termék. Szintén nem szelektalhatd marker a GFP (green fluorescent protein), ami UV fénnyel
megyvilagitva zolden fluoreszkalo telepeket eredményez.

Az egyes szénhidratok bontasanak képessége mas modon is mérhet. A MacConkey agar — amit szintén hasznalni
fogunk — egy olyan indikatort (neutralvords) tartalmaz, ami savas kornyezetben vordsebb lesz. A taptalajba kevert
szénhidratot (példaul laktozt) csak azok a baktériumok tudjak hasznositani, amelyek ezt a képességet a plazmiddal
felvették, igy ezen baktériumok a szénhidrat bontas soran termelt savak miatt kivorosddnek, mig a tobbi baktérium
udvara kifehéredik, illetve maga a telep is vilagosabb lesz.

Lehetséges-e, hogy egy marker szelektalhatd és nem szelektalhato is legyen? Természetesen elképzelhetd, a
kornyezettdl fiigg. Példaul ha egy taptalaj nem csak laktdzt tartalmaz tapanyagként, akkor a laktéz felhasznalasanak
képessége csak egy lehetdség, de a tobbi baktérium is képes megélni a lemezen — igy miikddik a MacConkey agar.
Ha azonban kizdarolag laktdzt tartalmaz a taptalaj, akkor ez a képesség maris szelektalhatova 1ép eld.

Markerek tobb mddon juthatnak a baktériumba. Eléfordulhat, hogy spontan mutacidval kialakul az adott marker,
példaul szamos antibiotikum-rezisztenciamarkert irtak le, ami igy alakult ki. Ezen kiviil a baktériumok
nagymértékben képesek a sejten kiviilrol, igynevezett horizontalis géntranszferrel génekhez jutni, mely folyamatokrol
késébb lesz sz6. A horizontalis géntranszfer soran a gének (koztiikk markergének) képesek a kornyezetbol vagy
mas kiils6 forrasbol a baktériumsejtbe jutni. Arrol, hogy egy baktérium rendelkezik-e eleve egy markerrel, az adott
baktériummal valé munka el6tt meg kell gy6zddni.

Néhany ismert modelirendszer

A tudomany szamos mikrobialis szervezetet hasznal modellszervezetként. Ilyenek 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 cirkularis DNS-t, ami koriilbeliil 4-5 milli6 bazisparbol
(Mbp) all, és amelyet altalaban a baktérium kromoszémajanak neveznek. A bakterialis kromoszdma csak nevében
egyezik az eukariota kromoszomaval, szerkezete, kondenzaltsaga eltérd.

A kromoszoéma mérete fiigg attol, hogy az E. coli melyik torzsérdl van szd: a K-12 egy nem patogén torzs, 4,6
Mbp méretli kromoszémaval rendelkezik, rajta 4377 gént azonositottak. Az O157:H7 nevii patogén torzs
kromoszomaja 5,4 Mbp, rajta 5416 génnel. A kromoszoéman kiviil az E. coli tartalmazhat plazmidokat (1d. késébb)
is, bar a vad tipusként nyilvantartott K-12 MG1655 nevii referenciatérzsben nincsenek plazmidok. A kromoszoma
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¢és a plazmidok egyiittesen jelentik a baktériumsejt genomjat, habar a kromoszoémat 6nmagaban is szoktak néha
(s kicsit pontatlanul) genomi DNS-nek nevezni.

Az E coliban a sejten beliili exonukledzok a linearis DNS-eket lebontjak, igy a genom minden eleme cirkularis
(6.1. &bra). Az E. coli legismertebb, és a klasszikus genetikaban a legnagyobb jelentdségii plazmidja az F plazmid,
melyrdl bovebben a géntranszferrdl szolo részben lesz szo.

6.1. Abra Escherichia coli sejtek faziskontraszt mikroszkopiaval késziilt képe.

Az Agrobacterium tumefaciens két kromoszomaval rendelkezik, ezek koziil az egyik cirkularis, a masik linearis
(2,8 s 2,0 Mbp). Ezen kiviil minden A. tumefaciens sejtben talalhaté két allando plazmid, melyeket réviden ,,pAt”
és ,,pTi” néven neveznek. Ez a két allandd plazmid altalanos szerkezetében hasonlo, de konkrét szekvenciajaban
eltérhet, igy a pontos plazmid elnevezése mindig tartalmazza az adott tdrzs nevét is. Példaul a C58 torzsben a pAt
és a pTi teljes neve pAtC58 és pTiC58.

Ez a két plazmid minden sejtben jelen van, és a baktérium szamara fontos gének vannak rajtuk, amelyek nélkiil
ugyan fenntarthatd mesterségesen, de eredeti kdrnyezetében nem ¢él meg. Mivel altalaban a kromoszéma és a

sty

¢életben maradasahoz esszencialis gének vannak, ezért ezt a két plazmidot sokszor nevezik kromoszoémanak is.

Az A. tumefaciens Ti-plazmidjanak neve a tumor indukalé (tumor inducing) tulajdonsagbdl ered, amit a baktérium
ezen plazmidja segitségével idéz el6 (6.2. dbra). Az A. tumefaciens ndvényi €é16skddd szervezet. A Ti plazmid
segitségével géneket juttat a ndvény kromoszoémajara (Iényegében természetes uton transzgénikus névényt hoz
1étre), ezek a gének a baktérium taplalasat segitik el a novényi sejtben, de jelenlétiik egyidejiileg a ndvény tumoros
elvaltozasahoz vezet. A Ti plazmid a molekularis ndvénygenetikanak fontos eszkdze, mert a mesterségesen
1étrehozott Ti plazmid alapt vektorokkal transzgénikus novényeket lehet eldallitani.

6.2. Abra Agrobacterium okozta tumor. http://www.sito.regione.campania.it
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6.3. Abra A Ti plazmid szerkezete.

A Tiplazmid (6.3. abra) fontos eleme a T-régionak nevezett szakasz, melyen egy auxin és egy citokinin termelésért
felelds gén (ezek serkentik a ndvényi sejtek novekedését, azaz tumort indukalnak), valamint egy opin termelésért
felel6s gén van jelen. Az opinok (t6bbnyire oktopin vagy nopalin) aminosav szarmazékok, melyek tapanyagul
szolgalnak a baktérium szamara.

A T-régiot két hatarold szekvencia (border) veszi koriil, aminek 1ényeges szerepe van abban, hogy a T-régi6 a
névény kromoszomajara tudjon inszertaldédni. A Ti-plazmid-alapti mesterséges rendszerekben a T-régid génjeit
cserélik ki azokra a célgénekre, melyeket a novénybe, mint transzgén akarnak juttatni.

Plazmidok

A plazmidok extrakromoszomalis, cirkularis kettdsszalit DNS darabok, melyek autonom replikalodasra képesek,
és tobbnyire valamilyen, a gazda szdmara elonyos genetikai informaciot (azaz szelektalhatd 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 extrakromoszomalis azt jelenti, hogy nem része a kromoszdémanak, azaz egy ,.kiilonallo” DNS
darab. Az autondém (azaz fliggetlen) replikacid azt jelenti, hogy a plazmidokrol nem csak akkor késziil masolat a
sejtben, amikor a sejt osztodni késziil, azaz a replikacié idOpontja fiiggetlen a sejt kromoszdmalis DNS-ének
replikaciojatol. Ebbdl viszont az kdvetkezik, hogy a plazmid két osztddas kozt is lemasolodik idénként, vagyis
egyszerre egynél tobb kopia is jelen lehet a sejtben, ellentétben a kromoszdémaval, amibdl csak kozvetlentil az
osztodas eldtt van két darab a sejtben. A kdpiaszdm néhanytdl akar tobb szazig is terjedhet, ez a plazmid replikacios
apparatusanak tipusatol fligg.

A plazmid nélkiilozhetetlen része a replikacios origd (ori), a plazmid azon régidja, ahol a replikacioért felelGs
fehérjék felismerik, és elinditjak a masolasat. A replikacios origd tipusa meghatarozza a plazmid lehetséges
gazdakorét is, azaz azt, hogy milyen baktérium fajokban képes a plazmid fennmaradni (6.4. abra).

Egy sejten beliil tobb kiilonb6zd fajta plazmid is eléfordulhat. Bizonyos fajta plazmidok azonban nem képesek
egyiittesen fennmaradni ugyanazon sejten beliil. Azt, hogy két plazmid ,,megfér-e” egyiitt a sejten beliil, a replikacios
origdjuk hatarozza meg. A plazmidok origdit inkompatibilitasi csoportokba osztjuk. Két eltérd plazmid koziil, ha
azonos csoportba tartozik az origdjuk, akkor csak az egyiket lehet fenntartani a sejtben. Tobb kiilonbozo féle
plazmid egy sejten beliil valo fenntartasahoz ezen kiviil az is sziikséges, hogy a rajtuk kodolt szelektalhaté markerek
eltéréek legyenek.

A plazmid vektorok

A plazmid vektorokban a vektor elnevezés arra utal, hogy a kiilonb6zé mikrobialis genetikai eljarasok soran ezek
a plazmid DNS-ek genetikai anyag célba juttatasara vagy felszaporitasara hasznélatosak.
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Eppen ezért azon kiviil, hogy a plazmid voltuk miatt minden igaz rajuk, ami a plazmidokra is igaz, rendelkezniiik
kell néhany olyan tulajdonsaggal, ami a funkcionalitasukat el6segiti. A plazmid vektorok mindig tartalmaznak
szelektalhato markert, ami baktérium vektorok esetében a legtobbszor valamilyen antibiotikum rezisztencia gén.
Ugyancsak altalanos jellemz6jiik a klonozohely (multicloning site, MCS) jelenléte, ami egyedi restrikcios enzim
hasitohelyeket tartalmaz. K6zos jellemzdjiik tovabba, hogy a lehetd legkisebb méretiiek, hogy minél nagyobb
DNS-darab célba juttatasara legyenek alkalmasak (minél nagyobb a teljes plazmid, altalaban annal nehezebb
dolgozni vele). A plazmid vektorok egyik altipusa a klonozoé vektor, aminek egyetlen célja, hogy a klénozohelyre
épitett DNS darabot fenntartsa, sokszorozza a baktérium segitségével. A masik fontos altipus az expresszios vektor,
ezek olyan plazmidok, amik a beléjiik épitett DNS-rél — amennyiben az kodolé szekvenciat hordoz — atirjak a
fehérjét, itt a cél a baktérium altal termelt fehérje kinyerése valamilyen kisérletes célra. Eppen ezért az expresszos
vektorokban az expresszio elinditasaért, mikodéséért, szabalyozasaért felelds szekvenciak (promoter, riboszéma
ko&to hely, terminator) is talalhatoak.

ampicillin locZ
~Sael
pBluescript Il KS+ MCS
3.0kb T Kpn |
P lac

pUC o

6.4. Abra Egy elterjedt klénozo6 vektor: a pBluescriptll KS+.

A A fag — a fagok egyik legismertebb
modellszervezete

A M fag—az E. coli bakteriofagja — a genetikai kapcsold tankonyvi modellje. A fag az igynevezett mérsékelt fagok
kozé tartozik, mivel kétféle életciklusra képes: a litikus életciklus soran, melyet minden ismert fag képes végrehajtani,
a virus dnmaga nagymeértékli sokszorozasara készteti a gazdaszervezetet, majd felszakitva annak membranjat, a
sok ujonnan keletkezett fag részecske kiszabadul, és ujabb sejteket fertdz meg. A lizogén életciklus soran a fag
DNS-e helyspecifikus rekombinécioval beépiil a baktérium genomba, és a baktériummal egylitt szaporodik, vagyis
ahanyszor a baktérium lemadsolja a genomjat, mindig lemasolja a kromoszoman talalhat6é profagot is (a gazda
genomjaba beépiilt fag genomot profagnak nevezziik). A profag immunitast ad a baktériumnak az azonos fajhoz
tartoz6 fagok ellen, azaz példaul a A profagot tartalmazo baktériumokat a A fag nem képes megfertdzni.

A profag bizonyos, a baktérium genomjat karositd hatasokra képes aktivalodni, ekkor genomja kivagodik a
baktérium genomjabol, és megindul a fagrészecskék képzése, azaz visszatér a litikus ciklus. A A fag esetében a
baktérium fertézés soran a két Gitvonal kozti valasztas egyrészt fligg a sejt allapotatdl, masrészt pedig az alapjan
dél el, hogy mennyi a fagok és a baktériumok egymashoz viszonyitott aranya: minél nagyobb a fagok aranya, annal
valdsziniibb a lizogén ttvonal (6.5. abra). Az is el6fordulhat, hogy a baktérium genomjabodl elvész a fag, ezt
gyogyulasnak (curing) nevezziik.
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6.5. Abra A lambda fag szaporodasi ciklusa.

Egy fagoldat tdoménységét titernek nevezziik, ami azt jelenti, hogy 1 ml oldatban hany fert6zoképes fag van jelen
(azaz egy egységes baktérium pazsiton hany plakk jon létre, mivel minden plakk egyetlen fag fertézésének
unit) jellemez, ami azt mondja meg, hogy 1 ml baktérium tenyészet hany koloniat képes 1étrehozni egy lemezen,
tekintve, hogy egy adott kolonia egyetlen baktériumsejt leszarmazottja. Mindkettd mennyiséget higitasi sor
segitségével, és a kapott plakkok vagy kolonidk megszamolasaval lehet meghatarozni.

A fagrészecskék és a baktériumsejtek aranyat angol szakszoval multiplicity of infction (MOI) értéknek nevezziik.
(Ez egy arany, tehat egy mértékegység nélkiili 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 széval minden 6todik sejtre jut egy
fag (azaz 6tddannyi fag vesz részt a fert6zésben, mint baktérium). Az 1 f616tti 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 fertdzott meg fag, és mindig lesz olyan baktériumsejt, amit az atlagnal joval tobb fag fertdz
meg egyidejilleg. A Poisson-eloszlés alapjan kiszamolhat6 azon sejtek valosziniisége (P (), melyek m MOI esetén
n darab faggal vannak megfertézve:

n. _-m
Pn) = = "¢
n!

Vagyis példaul 2 MOl esetében a meg nem fertdzott (n = 0) sejtek a teljes populdcid 13,5%-at teszik ki (P;)=0,135).
Minderre sziikség lehet akkor, ha példaul olyan kisérletet akarunk tervezni, aminél fontos, hogy a meg nem fert6zott
sejtek szama minimalis legyen, vagy éppen ellenkezéleg, a tobbszordsen fertdzott sejtek szamat szeretnénk egy
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adott limit érték alatt tartani, példaul azt szeretnénk, hogy a sejtek maximum 1%-a legyen tobbszordsen fertdzve.
Ilyen médon a megfelelé6 MOI beallithato.

(Tipp a tanulashoz: Jelen sorok szerzdje szerint a litikus és a lizogén elnevezések elkiilonitése, memorizalasa
gyakorta okoz gondot. Valdjaban mindkettd a ,,lizis” sz6bdl ered, és a fag azon tulajdonsagara utal, hogy képes
lizalni a sejteket, azaz a sejtek kilyukadéssal jard pusztuldsat eldidézni. A lizogén utvonalndl az az elnevezés
logikéja, hogy ,lizisre képes” baktérium jon létre (&ltalaban a —génvégzddés valami képességre, lehetdségre,
létrehozo képességre utal, mint példaul az ,,onkogén”, azaz rakkeltd, rak ,létrehoz6” anyag). A litikus fag tehat
mindenképpen elvégzi a lizist, a lizogén azonban egy olyan baktériumot hoz 1étre, amiben késébb lejatszodhat a
lizis, azaz megvan benne a lizis képessége. Ami tulajdonképpen nem mas, mint a profag.)

Géntranszfer

A géntranszfer azt jelenti, hogy egy €161énybdl gének jutnak egy masik élélénybe. Ez a legaltalanosabb esetben a
szil6bdl az utdd felé torténik, ez a vertikalis géntranszfer. Amikor tehat egy baktérium osztodik, akkor az tjonnan
keletkezett sejtbe is jut az anyasejt minden génjébol, azaz beszélhetiink vertikalis géntranszferrdl.

Ezzel szemben létezik a géntranszfernek egy masik Utja, a horizontalis géntranszfer. Ebben az esetben az egyed
olyan genetikai informaciohoz jut, amivel a sziil6 nem rendelkezett. Baktériumok kdrében ez a jelenség mar 1959
ota ismert, am mara mar tudjuk, hogy magasabb rendl eukariota szervezetek, akar eml6sok esetében is végbemehet
horizontalis géntranszfer, bar ennek mechanizmusa joval dsszetettebb, mint a prokariotak esetében.

Fontos megemliteni, hogy a géntranszfer nem minden esetben jelent elonyt az é16lényre nézve. Az elény-hatrany
kérdése sok esetben a kornyezettdl is fiigg, egy gén vagy génvaltozat lehet elény egy adott kornyezetben, mig mas
esetben karos.

A horizontalis géntranszfer tipusai baktériumokban

A baktériumok alapvetden haromféle mdédon juthatnak genetikai informaciohoz a kiilvilagbol: transzformacio altal,
transzdukcio altal és konjugacio altal.

A transzformacio: DNS a kornyezetbdl

A transzformaci6 azt jelenti, hogy a baktérium a kdrnyezetébol vesz fel DNS-t (példaul egy elpusztult baktériumnak
a kornyezetbe jutott genetikai anyagat), és az azon levé gének a baktériumban kifejez6dnek. Nem szamit
transzformacionak, ha a sejt a felvett DNS-en levd genetikai informaciot nem hasznositja, hanem a DNS-t, mint
tapanyagot hasznalja fel. Transzformacioval a leghatékonyabban plazmidok tudnak terjedni, mivel ezek 6nallo
replikaciora képesek. Az onalldan replikalodni nem képes (pl. linedris, vagy ori nélkiili cirkularis) DNS-ek
rekombindcioval valhatnak a baktérium genomjanak részévé.

A transzforméaciohoz elengedhetetleniil sziikséges az, hogy a baktérium sejt in. kompetens allapotban legyen. A
kompetencia azt jelenti, hogy az adott sejt képes DNS-t felvenni a kdrnyezetébdl, de nem jelenti azt, hogy a felvett
DNS-t a baktérium hasznalni is képes, azaz a kompetencia nem feltétleniil vezet transzformaciéhoz. A baktérium
fajok természetes kompetenciaja eltérhet abban, hogy milyen feltételek kozt vesznek fel DNS-t (csak bizonyos
kornyezeti tényezok esetén, csak bizonyos ndvekedési fazisban); és abban, hogy milyen DNS-t képesek felvenni
(pl. az adott DNS cirkularis vagy linearis legyen, egyszalu vagy dupla szali legyen, hordozzon-e specifikus
szekvencia elemeket vagy sem).

A transzformalas a mikrobialis genetikai kutatas soran napi rendszerességgel végzett eljaras. Az Escherichia coli
esetében a két legelterjedtebb transzformalasi modszer a hésokk transzformalas és az elektroporacio.

A hésokk transzformalas és elektroporalas

A hosokk transzformalashoz tin. kémiai kompetens sejteket hasznalunk, melyek egy Ca®'-¢s Mg2+-i0nos kezelés
¢s hiités soran valtak kompetenssé. A transzformacios eljaras 1ényege az, hogy a kompetens sejtekhez adott DNS-
t egy rovid hdsokk (42 °C-ra torténd melegités) hatasara felveszik a sejtek, majd a rajta levo genetikai informaciot
hasznositani kezdik. Ezzel az eljarassal plazmid DNS-t lehet a sejtekbe transzformalni.
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Az elektrporacios transzformalas (elektroporalds) soran elektrokompetens sejteket hasznalunk, melyeket ugy
allitunk eld, hogy a baktériumokat tartalmazo oldatot (LB médium) ionmentes oldatra cseréljiik, ami desztillalt
vizbdl és valamilyen nemionos krioprotektiv anyagbol, példaul glicerinbdl all. A nemionos jellegre azért van
szlikség, mert az eljaras soran a DNS-t és a baktériumokat tartalmazo szuszpenziot egy tobb ezer voltos elektromos
kisiilésnek tessziik ki, ami porusokat nyit a baktérium falan a DNS szamara. Ha az oldatban elektromosan vezetd
komponensek (ionok) vannak, akkor rovidzarlat keletkezik, a transzformalas pedig sikertelen marad. (A krioprotektiv
pedig azt jelenti, hogy a sejteket megvédi a fagy okozta karosodastol, igy fagyasztva, -70°C-on tarolhatoak.) Az
elektroporacios eljaras soran cirkularis és linearis DNS-t is be tudunk juttatni a sejtekbe, azaz plazmidokon kiviil
példaul PCR termeék (linearis DNS) is transzformalhato, bar linearis formaban sokaig nem képes fennmaradni a
sejtben.

A transzformdcié soran a baktériumok kompetencidjanak mértéke nagyon fontos tényezd. A kompetencia két
tényezotol fiigg: a sejtek stirtiségétdl, és a rajtuk végrehajtott kezeléstdl. 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 hatékonysdgot az adja meg, hogy 1 pg plazmid DNS-sel végzett transzformacié mennyi, a plazmidot
hordozé telepet eredményez (CFU/pg).

A transzdukcié: DNS fagoktél

A transzdukcio a horizontalis géntranszfer azon tipusa, amikor egy, a baktériumot fert6z6 fag az egyik baktériumbol
szarmaz6 genetikai anyagot juttat egy masik baktériumba. Két tipusat ismerjiik, a specialis és az altalanos
transzdukciot.

A specialis vagy specializalt transzdukcié megértéséhez sziikség van a fentebb targyalt fag életciklusok ismeretére
(6.6. abra). Bizonyos mérsékelt fagok a gazda genomjanak egy adott pontjara rekombinalddnak, igy a profaggal
szomszédos gének mindig ugyanazok. A specidlis transzdukcid esetében a fag aktivalodasakor (azaz mikor a profag
ismét litikus ciklusba megy at) a fag DNS olykor hibasan vagodik ki a baktérium genombol, és a baktérium
genomjanak egy részét ,,magaval viszi”, azaz a fag sajat genomjanak egyik szélén egy kis darab bakterialis eredetii
DNS is elhelyezkedik — igy csomagolodik be a fagfejbe, és igy fertézi meg a kovetkezd baktériumot. Az E. coli -
A fag rendszer esetében a rekombinacio helye (a#tB) a galaktdz hasznositasért felelds gal operon és a biotin
szintézisért felelds bio operon kozé esik, igy a transzdukalo fag ezek egyikének egy részletét viheti magaval.

Lizogén bakiénum Altivalddo profag, |[B” génnel egyutt vagodik ki A kiszabaduld fagok tanalmazzak ezt a gént
/{_-—-‘"_- - H‘x
ra B'!'IF_ \\
[ | | —*
" A J
- -
Karosodas

Az Ujabb fertdézés soran a transzdukoid akkor
detalktalhatd, ha a célbakténum B oénre

6.6. Abra A specialis transzdukcié.
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Az altalanos transzdukci6 a litikus fazis soran johet létre, ennek nem feltétele, hogy a fag korabban profagként
jelen legyen a baktérium genomjaban, tehat nem csak a mérsékelt fagok képesek ra (6.7. abra). A fagtestek
Osszeszerelodésével egyidejiileg, a gazdasejt pusztulasanak részeként a baktérium genomja feldarabolodik, és a
fagfejekbe bizonyos gyakorisaggal a fag DNS helyett a baktérium hasonlé méretii feldarabolodott DNS darabkai
kertilnek, teljesen véletlenszertien. Az igy 1étrejott fag képes egy masik baktériumba injektalni ezt a DNS-darabot,
azaz ilyen modon a fag kdzvetitésével létrejon a géntranszfer a két baktérium kozt.

A fagtest kepes a DNS darabot injektaln, de
faghkdpzhdés értelermszerlien nem tormémk A
DMS darab rekombinacitval bedpilhet a
fogadd baktériumba, és ha ar kordbban nem

A bakienum kromoszomaja A tagtestel: egy réspébe a mérstben rendelkezelt 2z adott génskkel, akkor a

feldarabolodik a fag libkus meagfeleld bakteraks DNS pakoladik transzdubkicid deteltalhatd lesz

cikiusa soran
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6.7. Abra Az altalanos transzdukci.
A konjugacié: DNS mas baktériumsejtektol

A konjugacio a baktériumok ivaros folyamatanak is tekinthetd jelenség, melynek soran két baktérium kozt kozvetlen
kapcsolat (Un. pilus) létesiil, 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 mobilizalhatdo DNS. Azokat a plazmidokat, amiken az &sszes sziikséges gén megvan, ami sziikséges a
kapcsolat létrejottéhez, konjugativ plazmidoknak nevezziik. Azokat a plazmidokat, melyek képesek lehetnek atjutni
az egyik sejtbdl a masikba, mobilizalhatoé plazmidoknak nevezziik. E két tulajdonsag lehet egyazon plazmidon
(ekkor 6natvivd, self-transmissive) plazmidnak nevezziik, de lehet két eltérd plazmidon is, ekkor az egyik plazmidon
talalhato gének kellenek a pilus kialakitasahoz, de a masik plazmid jut at a piluson. (Emlékeztetd: milyen feltételek
kellenek ahhoz, hogy két kiilonb6z6 plazmid fennmaradjon egy sejten beliil?)

Az E. coliban leirt legismertebb 6natvivoé plazmid az F-faktor vagy F-plazmid (6.8. dbra). Ez 6nmagaban egy
100000 bp méretli plazmid, amin tehat minden sziikséges gén megvan a pilus létrehozasahoz ¢s Gnmaga atjutatasahoz
a donorbol a recipiensbe. Ezen kiviil az F-plazmidon olyan szekvencidk is szerepelnek, melyek segitségével képes
integralodni a gazdabaktérium genomjaba (inszercids szekvencia, réviden IS), valamint onnan kivagddni is képes,
¢és ujra 1étrejon az F-plazmid forma. A kivagodas soran idonként a vele szomszédos DNS darab is kivagddik vele
egyiitt (hasonldan a specialis transzdukcio esetében latottakhoz), ilyenkor az F-plazmid kiegésziil egy kromoszémalis
eredetli szekvenciaval. Azt a baktériumtorzset, aminek genomjan beépiilve megtalalhaté az F-plazmid, Hfr térzsnek
nevezziik, mig azt az F plazmidot, ami egy masik baktérium (hibasan kivagdodott) génjeit hordozza, egy felsd
vesszovel jeloljiik, azaz F* (F-prime) plazmidnak nevezziik.

A Hfr torzsek képesek az egész genomjukat konjugacioval atvinni a recipiens baktériumba. (A Hfr elnevezés az
angol high-frekvency recombination kifejezés roviditése.) A konjugacio kiilonbozoé idépontban vald leallitasa és
az atjutott gének vizsgalata segitségével tudtak a klasszikus genetika moédszereivel meghatarozni az E. coli
géntérképét, ezt nevezziik perctérképnek is.

120

http:// www.renderx.com/



render

A mikrobialis genetika — II. rész

153

o

o \m

52

F
I '“'P

" K

aril’

6.8. Abra Az F plazmid.

A gyakorlat célja

A gyakorlaton minden hallgato egy plazmid keveréket transzformal hdsokk eljarassal E. coli DHS5a sejtekbe. A

keverékben az alabbi plazmidok vannak:

Plazmid neve szelektalhatd marker nem szelektalhaté marker
pLG338 Kanamicin rezisztencia (KmR) -
pLGlacZ Kanamicin rezisztencia (KmR) lacZ
pEM7/z¢0 Ampicillin és Zeocin 1{ezmztenma (Amp™, )
Zeo")
pEM7aus Ampicillin és Zeocin I{emsztencla (Amp™, gus
Zeo")
pEGFP Ampicillin rezisztencia (AmpR) g

A transzformansokat mindenki az alabbi lemezek egyikére keni ki (a lemezek Osszetétele a fejezet végén

megtalalhato):

* LB+ Ampicillin

LB + Zeocin + Ampicillin + X-Gluc
¢ LB + Kanamicin + X-Gal

* MacConkey + Kanamicin + Laktoz.

Ezeken a lemezeken a kovetkezd gyakorlati alkalommal szelektdlhatd és nem szelektalhaté markereket kell

felismerni.

Demokisérletként egy elektroporalast is bemutatunk, amit a gyakorlat vezetdje ugyanezzel a plazmid keverékkel

végez. Szintén demokisérletként 1étrehozunk egy litikus és egy lizogén fagtenyészetet.
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A transzformalasi gyakorlat menete

1.

A gyakorlatvezet6 a csoport Iétszamanak megfelelé kompetens sejtet oszt ki. Fontos, hogy a sejtek kdzvetleniil
a gyakorlat kezdete el6tt kertiljenek ki a -70 °C-os hiit6bol. A sejtek 10 percig allnak jégen, ezutan lehet elkezdeni
a DNS-t hozzaadni. Ezalatt az id6 alatt sziikség esetén meg lehet ismerkedni a hasznalt eszk6zokkel, valamint
mindenki megjeldli a sajat csdvét, tigy, hogy kdzben ne vegye ki a jégrél.Minden asztalon két pipetta van, egy
,,nagy” és egy ,kicsi”. A ,,nagy” 40 és 200 ul kozti mennyiséget tud kimérni (ez ra is van irva), és a gyakorlaton
csak 200 pl kimérésére fogjuk hasznalni, amit a gyakorlatvezeté mar beallitott (ha valaki szerint a pipettaja nem
jol van beallitva, akkor szoljon, de kérjiik, ne allitsa el). Erre a pipettara a sarga szinii pipettahegy vald. 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 valo. Mind a kett6t 2 pul mennyiség kimérésére fogjuk hasznalni, amit szintén elére beallitunk. Alabb
a képen lathatd, hogy a hegyben hogyan néz ki a 2 pl mennyiség (6.9. abra).

6.9. Abra Pipetta hegybe felszivott oldat.

A sajat csoviinket jégen tartva ellatjuk a monogrammunkal:

6.10. Abra Jégen torténé inkubicio.

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 tegyiik vissza a csdbe és ellendrizziik, hogy
a jo pipettat vettiik-e fel. Fontos:
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a. gyorsan dolgozzunk,

b. ne az aljan fogjuk meg az Eppendorf csovet, mert ezzel id6 el6tt felmelegitenénk a sejteket, ami a kompetencia
elvesztéséhez vezet.

c. asejteket egészen az utolso pillanatig jégen kell tartani (vagyis akkor kivenni, amikor a DNS-t mar felvettiik
a pipettaval), és a DNS hozzaadasa és egy gyors keverés utan azonnal vissza is kell rakni jégre (6.10. abra).
Az elhasznalt hegyeket az asztalon levd gylijtokbe helyezziik el.

\
/
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6.11. Abra Az Eppendorf csé megfelel6 és hibas tartasa.

. Amikor mindenki végzett, 30 percig jégen allnak a sejtek. (Nem probléma, hogy egyes csdvek hosszabban

allnak jégen, az utols6 DNS beméréstdl kell kezdeni a fél 6ra mérését.) Ez alatt az id6 alatt a DNS molekulak
a sejtek felszinéhez tapadnak.

. 2 percre 42 °C-os termosztatba helyezziik a sejteket. A torlodas elkeriilése érdekében 5 mésodperces eltolassal

kovetkeznek egymas utan a hallgatok. FONTOS: Addig nem szabad kivenni a sejteket a jégrdl, amig nem
fértlink oda a késziilékhez (6.11. abra).

. A 2 perc leteltével a csoveket ismét jégre kell helyezni. (Ugyanugy 5 masodperces eltolassal lehet kivenni a

sejteket, abban a sorrendben, ahogy a termosztatba keriiltek.) Amikor az utolsot kivették, 4 percig allnak a sejtek
jégen. Ez id6 alatt meg lehet gyujtani a Bunsen-égdék 6rlangjat.

. A 4 perc leteltével az elokészitett kémesébol 200 pl LB tapoldatot adunk a sejtekhez. A miivelet el6tt és utan

akémcso szajat leégetjiik. A tiszta munka érdekében a tapoldatot ugy vessziik ki a kémcs6bol, hogy a kémcesovet
addig dontjiik, mig a folyadék elér a pipettahegyig, és nem a pipettat dugjuk le a kémcso aljara.

/
\
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6.12. Abra A kémcsé helyes és hibas tartasa.
7. A mintakat 40 percre az elokészitett 37 °C —os termosztatba helyezziik.

8. Minden hallgato kap egy lemezt a csoport szamara elokészitett lemezek koziil, erre kell sz€éleszteni. A lemezekre
rairjuk a neviinket, és a csoport szdmat. (Tanacs: célszerii a lemeznek arra a felére irni, amiben a taptalaj van,
mert egy esetleges felborulds vagy egyéb baleset soran a lemezek fedele — a rajtuk levo felirattal egyiitt —
osszekeveredhet.) A lemezeket késdbb is a taptalajjal felfelé taroljuk, hogy a képzddo para ne a baktériumokra
csapddjon le, hanem a Petri-csésze fedelébe (6.12. 4bra).

6.12. Abra A Petri csésze feliratozasa.

A szélesztés ugy torténik, hogy az alkoholban allo szélesztd palcarol leégetjiik az alkoholt, ezzel sterilizaljuk,
majd a lemez felszinére letessziik, hogy lehiiljon. Ezutan a transzformalt baktériumbol 200 pl-t a lemezre
csOppentiink, és a palca segitségével korkoros mozdulatokkal elkenjiik.

9. A lemezeket 37 °C-on ndvesztjiik masnapig, és a kovetkezo gyakorlatig hlitében tartjuk.

10. A kovetkezd héten elemezziik a lemezen latottakat.
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6.13. Abra A MacConkey + Kanamicin + Lakt6z agaron a kanamicin tartalom miatt a pLG338 és a
pLGLacZ nevii vektorokat tartalmazo6 baktériumok. A lemezen jol elkiiloniilnek a lakt6z hasznositasara
képes (pLGLacZ tartalmu) baktérium telepek, melyek vorosebbek a tobbi baktériumnal.

6.14. Abra Az LB + Kanamicin + XGal lemezen az el6z6hoz hasonléan a pLG338 és a pLGLacZ
vektorokkal transzformalt baktériumok. Itt a lakt6z hasznositasara képes (pLGLacZ tartalmu) baktérium
telepek azok, melyek az X-Gal bontasa soran kék festéket termelnek. Ez a lemez ugyanazt a kiilonbségtételt Ez
a lemez ugyanazt a kiilonbségtételt teszi lehetové, mint a fenti MacConkey lemez, de az elve teljesen mas.
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6.15. Abra Az LB + Ampicillin + Zeocin + X Gluc agaron a zeocin és ampicillin rezisztenciat adé pEM?7/Zeo
és pEM7gus vektorok hordozéi élnek tul. Itt a kék telepek a pEM7gus vektort jelzik.

6.16. Abra Az LB + Ampicillin taplemezen a pEM7/Zeo és pEM7gus valamint a pEGFP vektort tartalmazé
baktériumok nének. UV fénnyel torténd megvilagitassal jol latszik, hogy melyek tartalmazzak a pEGFP
vektorrol termel6dé GFP fehérjét. A masik két vektor egymastol ezen a lemezen nem elkiilonithetd.

Demokisérlet: elektroporalas

Az elektroporalas (latinos formaban irva: elektroporacid) olyan transzformacios eljaras, melynek soran a DNS-t
egy nagyfesziiltségii elektromos impulzus segitségével juttatjuk a sejtbe. A sejteket itt is el6 kell késziteni, de
ellentétben a kémiai kompetens sejt Ca®' és Mngr ionos kezelésével, az elektroporalashoz teljesen ionmentes
kozegre van sziikség, hogy az oldat ne vezesse az elektromossagot. A hozzaadott DNS is ionmentes kézegben kell,
hogy legyen (6.17. abra).

A transzformalashoz sziikség van még egy elektroporator késziilékre, és egy elektroporacios kiivettara. A késziilek
a megfeleld mértéki elektromos toltés eloallitasaért felel, a kiivetta falai pedig, mivel fémbdl vannak, voltaképpen
a két elektrodaként szolgalnak.
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6.17. Abra Az elektroporaitor késziilék képe, valamint a kisérlet elvi felépitése.
A kisérlet menete:

1. Jégben lehiitjiik az elektroporacios kiivettat és beallitjuk a késziiléket. Az altalunk hasznalt késziilek gyari
beallitasokat tartalmaz kiilonbozé baktériumokhoz és kiilonb6zd kiivettakhoz. Az E. coli transzformalasa 1
milliméteres résvastagsagu kiivettaban az EC1 nevili programmal torténik.

2. A baktériumokhoz hozzaadjuk a 2 pl DNS oldatot, megkeverjiik és gyorsan jégre helyezziik.

3. 5 perc varakozas utan a sejteket atpipettazzuk a kiivettaba. Ugyelni kell arra, hogy a csepp a kiivetta aljan legyen,
mindkét falahoz hozzaérjen és buborék mentes legyen.

4. A kivettat behelyezziik a késziilekbe, iigyelve, hogy a fém lemezek a késziilék elektrodjaival érintkezzenek,
majd megnyomjuk a ,,PULSE” gombot.

5. Akésziilék rovid elektromos impulzusa utan a sejtekhez azonnal 1 ml LB tapoldatot adunk, majd egy eppendorf-
csében kb 40-50 percig 37°C-on allni hagyjuk Oket.

6. 200 pl-nyit kiszélesztiink belble, és masnapig 37°C-os inkubatorban novesztjik a sejteket.

Demokisérlet: litikus és lizogén fagtenyészet létrehozasa

A Kkisérlet célja a lizogén és litikus fag altal képzett tarfoltok kiilonbségének bemutatasa, azaz a , tiszta” és ,,zavaros”
tarfoltok létrehozésa. A kisérlet soran nem a kordbban bemutatott . 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 héérzékeny, 37 °C f616tt nem miikoddik, azaz 37°C folott a fag képtelen a lizogén utat fenntartani.
37 °C alatt annak megfelelden valaszt a két Gt koziil, ahogy a vad tipus is tenné: amig kevés fag jut egy baktériumra,
addig a litikus 1t zajlik le, ha tal nagy a fagok szama a baktériumokhoz képest, akkor a lizogén utat valasztja. A
kisérlet soran nagy fagtartalmu oldatot cseppentiink két taplemezen baktérium mezdre, majd az egyik lemezt 30
°C-on, a masikat 37 °C-on inkubaljuk. Az utobbi lemezen a litikus 1t altal 1étrehozott tiszta tarfoltot tapasztaljuk,
azaz mivel minden baktérium elpusztul, at lehet latni a lemezen. Az alacsony hdmérsékleten ndvesztett lemezen
is latszik a fag nyoma, mivel a fagok a baktériumok egy részét elpusztitjak, azonban itt ndvekedést tapasztalunk
a fert6zott helyeken is.

A Kkisérlet menete:

1. Megolvasztott YTA fedo taptalajt (,,top agart”) 50 °C-ra termosztalunk. A top agar alacsonyabb agar tartalméanak
koszonhetden alacsonyabb hdmérsékleten is folyékony.

2. Stirtt Rhizobium kultarabdl 30 pl-t 3 ml top agarba pipettazunk, egy gyors mozdulattal 6sszerdzzuk, és egy YTA
taplemezre ontjiik. Korkoros (,,palacsintasiités-szeri’) mozdulattal egyenletes réteget képziink. A lemezt résnyire
nyitva lang mellé tessziik.

3. Miutan megszilardult a top agar, 10° vagy magasabb titerli fagot cseppentiink ra, melyet tetszés szerint
elkenhetiink nagyobb felszinen. Mindezt kétszer végrehajtjuk.
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4. A létrehozott lemezek egyikét 30°C-on, a masikat 37°C-on inkubaljuk masnapig. A kapott eredményeket
értekeljiik.

6.18. Abra A bal oldali lemezen a tiszta tarfolt lathaté. Atesd fényben (fent) latszik, hogy sokkal vilagosabb,
mint a jobb oldali zavaros tarfolt. Feliilr6l megvilagitva latszik, hogy a kornyékhez képest egy réteggel alacsonyabb
a folt, itt a fAgok minden sejtet elpusztitottak. A zavaros tarfolt nem jol latszik ilyen szogbdl.

Kisérlet a gyakorlat masodik napjan: plazmid elvesztése szelekcio megsziintekor

A kisérlet célja, hogy demonstraljuk, hogy a szelekcidos nyomas megsziinésével a plazmid is megsziinik elényos
lenni, ezért fokozatosan eltiinik a baktériumpopulaciobol. Ehhez tudni kell, hogy a baktériumok egymas kozt
versengenek, hiszen amelyik gyorsabban osztodik, annak az utdédai értelemszeriien tobbségben lesznek a
populaciéban. (Es mi a versengés lényege, ha nem ez?) Az osztodas egyik limitalo tényezdje a genom lemasolasa
lehet, igy a baktériumok esetében gyakori a genom minimalizalasa, akar kromoszomalis régiok delécidja, akar a
sziikségtelen plazmidok elvesztése révén.

A plazmid kétféle modon ,.tlinhet el” a populaciobdl. Az egyik, hogy a sziikségtelen plazmidot a baktérium mint
tapanyagforrast hasznositja, azaz lebontja, felhasznalja, ennek soran a plazmid DNS megszlnik 1étezni. A masik
elméleti Gt a plazmid higulasa. Tegyiik fel, hogy az osztodas el6tt a plazmidot a sejt nem masolja le, de a mar
meglevo példanyokat sem pusztitja el. Ekkor azok az osztddas soran a két leanysejtbe keriilnek, kortilbeliil fele-
fele aranyban. Tehat egy nagy kopiaszamu plazmid esetén (példaul sejtenként 400 kopia), az osztddas utan csak
200-200 kopiat fog tartalmazni a két utodsejt. Ekkor elméletileg a kilencedik osztodasra a sejtenkénti atlagos
kopiaszam 1 ala esik, tehat biztosan megjelennek azok a baktériumok, melyek nem tartalmaznak egy kopiat sem,
de valdjaban — mivel az eloszlas nem egyenletes —, mar akkor is megjelenhetnek az ,,iires” sejtek, amikor az atlag
még 1 folott van. A plazmidok ebben az esetben nem bomlanak el, és csak az egyedi baktériumsejt elpusztulasakor
keriilnek ki a populaciobol, azaz addig valojaban csak az eredeti plazmidmennyiség van szétosztva a sejtek kozt.

A valds kép azonban nem ez, mivel a plazmid replikacidjat a baktériumban semmi sem gétolja, tehat mindig vannak
olyan sejtek (s6t, valosziniileg ezek vannak tobbségben), amik a plazmidot kisebb-nagyobb mértékben replikaljak,
bar ezzel szaporodasi hatranyba keriilnek a replikaciot valahogyan leallité vagy erésen lecsdkkentd sejtekhez
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képest. Osszességében tehat a plazmid fogyatkozasa ellen és mellett egyarant hatnak tényezok, melyek kozdsen
hatarozzak meg a plazmid eloszlasat illetve a plazmidmennyiség csdkkenésének litemét a populacioban.

Ilyen mddon a szelekcios nyomas alol kikertilt plazmidok ugyan folyamatosan higulva, de igen sokaig jelen lehetnek
a populécioban, és egy ismételt szelekcio hatasara a hordozé egyedek megint elénybe keriilnek, elszaporodhatnak
a tobbi sejt rovasara. Hasonld helyzetet fogunk modellezni a kisérletiinkben.

Egy kulonos plazmid — a pKD46

A plazmidok replikaciojahoz olykor sziikség van olyan fehérjére is, amit maga a plazmid kodol, azaz a plazmid
felelds a sajat replikdciojaért. A pKD46 egy olyan plazmid, aminek a replikaza (repA 101) egy hoérzékeny mutans,
ami 30 °C-on jol miikodik, am 37 °C-on miikddésképtelen. (Ilyesfajta plazmidokra olyan kutatdsokhoz lehet
sziikség, amikor csak atmenetileg van sziikség arra, hogy a plazmid jelen legyen a baktériumokban, ¢s ha elvégezte
a feladatat, akkor szeretnénk eltiintetni. Mint latni fogjuk, pusztin a szelekcié elvonasaval ez nem tul hatékony
folyamat.) A fentiek alapjan tehat a pKD46 alkalmas arra, hogy a hdmérséklet emelésével teljesen meggatoljuk a
replikaciojat, ezaltal csak a higulas és a plazmid eltiinése fel¢ iranyuld folyamatok lesznek jelen a populacidban.
A pKD46 egyébként egy alacsony kopiaszamt plazmid, ami szintén konnyiti az eliminacidjat (kevesebb példanytol
kell megszabadulni).

- ];:Clr“vy PBAD

6.19. Abra A pKD46 sematikus abrija.

A pKD46 eliminacidja szelekcio megvonasaval és
restriktiv hdmérséklettel

A kisérlethez harom baktériumkulturat hasznalunk. Az egyik pKD46 plazmidot tartalmaz (6.19. abra), és a plazmid
szelekcids markerének megfelelden ampicillin tartalmu folyékony tapoldatban volt ndvesztve, 30 °C-on. A masodik
ugyanezt a plazmidot tartalmazza, de egy nagy mértéki (100000-szeres) higitds utan 16 6ran at szelekcid nélkiil
novesztettiik 30°C-on. A harmadik pedig szintén szelekcidmentes oldatban nétt, de 37 °C-on. A 100000-szeres
higitas elméletben azt jelenti, hogy egyenletes megkettdzddést feltételezve (ami persze nem igaz) log, 100000 =
kb. 16 osztodason mennek keresztiil a sejtek, azaz varhatéan mar kimutathatdak lesznek olyan sejtek, amelyek
elveszitették a plazmidot. (Felmeriilhet a kérdés, hogy miért nincs ampicillines kultra 37°C-on ndvesztve.
Egyszertien azért, mert a plazmid replikacioja olyan erdsen gatolt, hogy a baktériumok nem képesek uj plazmidot
létrehozni, azaz ha mindig el is felezik az addigi ,.készletliket”, akkor is néhany osztddas utan mar csak olyan sejtek
lesznek, amikben egyetlen plazmid van. Ezen a ponton pedig mar nem keletkezhet 01j sejt, azaz nem tudjak teljesen
benépesiteni a folyadékkultirat.) A kisérlet soran baktériumsejteket fogunk megszamolni a plazmidot tartalmazd
¢és nem tartalmazé sejtek CFU/ml értékét fogjuk meghatérozni.
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A CFU meghatarozas

A CFU, vagyis korrekten hasznalva CFU/ml a baktériumszuszpenzioban talalhaté baktériumok szamat (colony
forming unit) jellemzo érték, azaz a baktériumok ,,koncentracidja”. Azt mutatja meg, hogy 1 ml oldatban hany
€16, koloniaképzésre alkalmas baktériumsejt van. Ehhez a vizsgalt mintabol egy ismert térfogatti csdppet (pl. 10
ul-t) LB lemezre csoppentiink, és ndvesztés utan megszamoljuk a keletkezett telepeket. Ha példaul 15 telepet
kapunk 10 ul mintabol, akkor a vizsgalt minta 1 ml-ében 1500 baktérum volt, azaz 1500 CFU/ml a szuszpenzio
toménysége. A gyakorlatban azonban sokkal nagyobb értékekkel dolgozunk, 108,109 CFU/ml is lehetséges, azaz
egy 10 ul-es csopp tobbmillié telepet adna. Ezt nem lehet megszamlalni, 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 utols6 csdvekbe mar varhatdoan nem keriil egyetlen sejt sem. A higitasi sor minden tagjabol kicseppentiink
egy ismert térfogatot az LB lemezre, és masnap valamelyik csopp helyén megszamolhaté mennyiségii 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 elsé 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**D

ahol T a telepek szama, x pedig a higitasi sorban az adott folt sorszama. Ha tehat az elsd 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"Y = 50 000 000.

Ez az eljaras természetesen nem teljesen pontos, valojaban inkabb nagysagrendi becslést ad az eredeti CFU/ml
értékre, hiszen a higitdsoknal szamos pontatlansdg torténhet. Ugyanezen okbol érdemes egy mintabdl tobb
parhuzamos mérést végezni.

A kisérlet menete

A Kkisérlet soran CFU/ml érték meghatarozasa a cél az eltér6é lemezeken. Ehhez 10 tagt, 10-szeres higitasi sort
készitiink mindharom folyadékkultirabodl, majd a harom higitasi sort ampicillines és ampicillin mentes LB lemezre
csoppentjiik. Mindkét fajta lemezbdl kettot készitiink (Osszesen tehat négyet), kettét koziiliik 30°C-on, a masik
kettét 37°C-on termosztaljuk. Végiil 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 kindnek rajtuk. A szelektiv lemezen csak a plazmidot
tartalmazo sejtek adnak telepet, vagyis az ampicillin rezisztens sejtek CFU/ml értékét mérjiik. A 37°C-on ampicillines
lemezen nem varunk ndvekedést, de eléfordulhat a témény baktériumok (tehat az els6 néhany csepp) esetén az,
hogy baktériumkenetet kapunk, itt ugyanis még elég plazmid van az egyes sejtekben ahhoz, hogy néhany osztédas
torténhessen (de a plazmid nem replikalodik, 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 kultira
egyikét fogja hasznalni (szintén Eppendorf-csdben kiosztva).

1. Elso Iépésként az Eppendorf-csdvekbe 180 ul folyékony LB-t mériink szét. A csoveket 2-10-ig szamozzuk, az
1-es cs6 maga a tomény baktériumkultira. Nem kell jégen dolgozni.

2. A tomény baktérium kultirabol 20 ul-t az els6é Eppendorf-csébe mériink. Elkeverjiik, majd egy uj pipettaheggyel
a kovetkez6 oldatba mériink a mar higitott oldatb6l és igy tovabb, a 10. cs6ig (6.20. abra).
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6.20. Abra Higitasi sor elkészitése.

3. A higitasi sort hatulrol (a leghigabbtol kezdve) kicsoppentjiik a két lemezre ugy, hogy ne folyjanak 6ssze. Amig
a higabbtol a tdményebb felé haladunk, nem kell pipettahegyet cserélniink. (Ez azért van igy, mert a hegyen
esetlegesen marado higabb szennyez6dés nem zavarja a tdményebb oldatot, de ha toményebb szennyezddés
marad a hegyen, az megzavarja a higabbat. Példaul szemmel nem lathato 0,1 ul toményebb oldat annyi
baktériumot tartalmaz, mint 1 ul higabb a kdvetkezd 1€pésbdl, tehat 10% hibat csinal. Ha véletleniil két 1épéssel
fentebbrdl hozunk szennyezddést, az driasi hibat jelenthet.) Egy lemezen tobb higitasi sor is elfér.

4. A lemezeket lang mellett félig nyitva szaradni hagyjuk, mig a cseppek oda nem szaradnak. Ezutan a a lemezek
felét 37°C-on, a masik felét 30°C-on termosztaljuk mésnapig.

Mit varunk?

A kisérletben azt szeretnénk kimutatni, hogy a plazmid kényszeritett eliminacidja és a pusztan a szelekcid hianyabol
adodo eliminacidja kozt milyen kiilonbség van.

Varhatoan az ampicillinben 30°C-on névesztett sejtek az ampicillines lemezen és a nem szelektaléo LB lemezen
(30 és 37°C-on) is ugyanannyi telepet adnak, tehat az 6sszes sejt szama megegyezik a rezisztens sejtek szamaval,
mivel az 6sszes sejtben van plazmid.

A nem szelektiv kornyezetben ndvesztett sejtek egy része elveszti a plazmidot, emiatt ennek a szuszpenzionak a
mérésekor talan eltérést fogunk tapasztalni a szeletiv és a nem szelektiv lemezeken szamolhato telepszamok kozott,
de csak ha a veszteség elég nagy. A nem szelektald 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 szamolhato telepek aranya fogja
megmutatni, hogy mennyi volt a plazmidot megtartd sejtek aranya a teljes populacidhoz képest.

A restriktiv hémérsékleten novesztett sejteknél azt varjuk, hogy kb. 1000-szeres (vagy akar 10000-szeres) kiilonbség
legyen a két lemez kozott, hiszen itt csak azokat a baktériumokat kapjuk vissza, melyek az 1:50000-szeres higitdsban
eredetileg levd plazmid mennyiséget tartalmaztak. Alabb a kisérlet altalunk kapott eredménye lathato:
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6.21. 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 also ketté 37°C-on volt ndvesztve.

Az 0Osszes lemezen a fels6 harmadban az eredetileg ampicillines LB folyadékban, 30°C-on ndvesztett sejtek
lathatoak. A k6zéps6 harmad az LB folyadékban, 30°C-on ndvesztett sejteket mutatja. Az als6 harmadban a 37°C-
on LB folyadékban novesztett baktériumok lathatoak.

Jol latszik, hogy a jobb als6 lemezen a felso €s a kdzépso szekcidban harom tomor baktériumfolt van, de nincsenek
telepek. Ennek, ahogy fentebb emlitettiik, az az oka, hogy amig a baktériumcsepp elég tomény, addig a jelen 1évo
plazmid mennyiség elég ahhoz, hogy a sejtek ndvekedjenek, és par osztddas is elég egy latvanyos baktériumfolt
kialakulasdhoz. Amikor a higitas elér egy kritikus szintet, akkor a meglévé plazmidok mar nem elegenddek a
tuléléshez, igy itt hirtelen, atmenet nélkiil kapunk 0 telepet. Ugyanezen lemez alsé harmadaban még ilyen folt
sincs, mert itt még a legtdoményebb sejtszuszpenzioban sincs elegendd plazmid ahhoz, hogy a folt kialakuljon.

Az alabbi tablazat mutatja, hogy milyen CFU/ml értékeket kaptunk az egyes lemezeken:

LB, 30°C-os lemez

Amp, 30°C-o0s lemez

LB, 37°C-o0s lemez

Amp, 37°C-o0s lemez

Eredetileg Amp, 30°C
folyadék

7. csepp, kb 30 telep:
3+10°

7. csepp, kb 30 telep:
3+10°

7. csepp, kb 30 telep:
3+10°

Nem bomlott
telepekre.
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LB, 30°C-os lemez

Amp, 30°C-o0s lemez

LB, 37°C-os lemez

Amp, 37°C-o0s lemez

Eredetileg LB, 30°C

7. csepp, kb 15 telep:

7. csepp, kb 15 telep:

7. csepp, kb 20 telep:

Nem bomlott

folyadék 1,5%10° 1,5%10° 2%10° telepekre.
Eredetileg LB, 37°C 7. csepp, kb 15 4. csepp, kb 30 telep: | 7. csepp, kb 25 telep: B .
folyadék telep:1,5%10° 3+10° 2,5%10° Nem nott semmi.

Tapasztalatok: az ampicillinben és az LB-ben, 30°C-on novesztett kultardk hasonléan viselkedtek: ugyanakkora
telepszamot kaptunk minden lemezen, kivéve a 37°C-on novesztett ampicillines lemezen, amin nem kaptunk
telepet. (A kenetszertien nott részt nem vessziik figyelembe a CFU/ml szamitdsnal.) Ez azt jelenti, hogy még
1:50000 higitas esetén sem kapunk szamottevo plazmid eliminéciot.

A kényszeritett eliminacional (37°C-on, LB folyadékkultiraban ndvesztve) az LB-n (akar 30, akar 37°C-on) kapott
CFU/ml értékhez képest 3 nagysagrenddel kisebb értéket kapunk a melegen ndvesztett ampicillines lemezen, azaz
a teljes baktériumpopulécié 1/1000 részében talalhatdé meg a plazmid.

A kisérlet jol szemlélteti, hogy bar a plazmidok a megfeleld antibiotikumos kornyezeten kiviil kis mértékii hatranyt
jelenthetnek a gazdasejtre nézve, de pusztan a szelekciés nyomas elvétele (azaz az antibiotikum hidnya) nem
elegendd ahhoz, hogy a populacidoban gyorsan csdkkenni kezdjen a plazmid mennyisége.

Kapcsolddd szamitasok:

1. A gyakorlathoz 10 titer(i fgra van sziikség. A hiitében talalunk egy csényi fagot. 1 ml folyadékban felhigitjuk
ennek a fagoldatnak 1 pl-ét, majd egy baktérium lemezre kicseppentiink a higitott fagbol 10 pl-t. Masnapra 25
kiilénallé plakkot szamolunk. Alkalmas-e az eredeti fagoldat a gyakorlat végrehajtasara?

2. Egy kompetens sejtrdl azt allitja a gyarto, hogy a sejt kompetenciaja 108 CFU/ pg. 10 ng DNS t transzformalunk,
hany telepet varunk?

3. Egy ismert, 107 CFU/ png kompetenciaju sejtbe transzformaluk ismeretlen toménységii DNS bol 1 pl-t. A
transzformalds végén a sejtek és a tapoldat Osszes térfogata 500 pl. Hirom lemezre szélesztiink: az elsére 5 pl-
t, amasodikra 50 pl-t, a harmadikra a maradékot. Az els6 két lemezen kb 10 illetve 100 telep ndtt, a harmadikon
megszamlalhatatlanul sok. Mennyi lehetett a DNS koncentracidja?

4. Fagoldattal fertéziink baktériumkulturat. Azt szeretnénk elérni, hogy maximum a sejtek 5%-a fert6z6djon egynél
tobb faggal. Milyen MOI-t kell alkalmazni?

5. Baktériumszuszpenziobol tizszeres higitasi sort készitiink, majd 10-10 pl-es cseppeket cseppentiink LB taptalajra.
Két parhuzamos lemezt készitiink, az egyiken a 7. csepp 12 telepet ad, a 8. csepp €s az azt kovetdek egyet sem,
a masikon a 7. csepp 9 telepet, a 8. csepp 2 telepet ad, az azt kdvetdek egyet sem. (Az elsé csepp a lemezeken
a tomény baktérium-szuszpenzio.). Mennyi lehetett az eredeti oldat CFU/ml értéke?

Anyagok
LB taptalaj (Luria-Bertani tiptalaj)

Az Escherichia coli-val val6 munkék soran legaltalinosabban hasznalt taptalaj. Osszetétele: 10 g/l pepton (ez
egyfajta huskivonat), 5 g/l élesztd kivonat és 10 g/l NaCl. A szilard valtozataba 12 g/l bakteriologiai agart is
keveriink. A pepton ¢és az élesztd kivonat kémiailag nem ,.tiszta” vegyiiletek, hanem aminosavak, peptidek,
szénhidratok olyan tobbé-kevésbé ismert mindségli keveréke, amit az élesztd 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 neutralvords, 0,001 g/l
kristalyibolya. Ebb6l csak szilardat hasznalunk, ami 12 g/l bakterioldgiai agarral késziil. Mindezeken kiviil
tartalmaznia kell a megfelel6 szénhidratot, melynek hasznositasat kimutatjuk. Ez a gyakorlaton 10 g/l laktdz.

YTA és YTA fedé agar (YTA = Yeast, Tripton, Agar)
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Ez a Rhizobium meliloti tenyésztésére szolgalo taptalaj. 10 g/l triptont, 1 g/l élesztd kivonatot, 5 g/l NaCl-ot, | mM
MgCl,-t és 1 mM CaCl,-t tartalmaz. A szilard YTA 15 g/1, a fed6 (top) agar 7,5 g/l bakterioldgiai agart tartalmaz.

Antibiotikumok és egyéb kiegészitd vegyszerek koncentracidja:
Kanamicin: 30 pg/ml

Ampicillin: 80 pg/ml

Zeocin: 80 pg/ml

X-Gal: 40 pg/ml

X-Gluc: 50 pg/ml
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7. fejezet - Bioinformatika — Genetikai
betegségek megismerése és
kimutatasa

Dr. Ari Eszter, egyetemi tanarseged
ELTE TTK Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék

A gyakorlatok célja és menete

Szakirodalmi publikaciok keresésének és kezelésének megismerése. Két konkrét betegség megismerése szakirodalom
és bioinformatikai adatbazisok alapjan. A genetikai betegségek kimutatasanak technikainak megismerése. Orokletes
betegségek kimutatasanak megtervezése bioinformatikai eszkozokkel.

1. gyakorlati el6adas: A kutatas elsé lépése: Az irodalmazas

1. tantermi gyakorlat: Az NCBI adatbazis bemutatasa, szakirodalmak keresése és kezelése
Informacioszerzés a kimutatni kivant betegségekrol az NCBI segitségével

Szakirodalmak keresése

Szakirodalmak nyilvantartasa, beillesztése dokumentumba

2. gyakorlati el6adas: Genetikai betegségek kimutatasanak lehetdségei

A genetikai betegségek fajtai

Kimutatasuk PCR-rel

A gyakorlaton vizsgalni kivant két konkrét betegség bemutatasa

2. tantermi gyakorlat: PCR primer tervezés

A kutatas elso lépése: Az irodalmazas

Ahhoz, hogy egy kutatast — legyen szo genetikai betegségek vizsgalatar6l, vagy mas jellegli munkardl, illetve
szakdolgozatrol — elkezdjiink, els6é 1épésként a vonatkozo 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 korabban mar elvégezte azt a kisérletet vagy vizsgalatot,
amit esetleg mi is terveziink. Barmilyen tudomanyos irasos miben (TDK dolgozat, szakdolgozat, disszertacio,
cikk, stb.), ha masok altal k6zolt eredményeket, allitasokat vagy modszereket emlitiink, kdtelez6 azok forrasanak
feltiintetése. A tudomanyos kutatas etikaja megkivanja, hogy a hivatkozasok esetében az érintett mii adatait pontosan
és kelld részletezéssel kozoljiik.

A megfelel6 bioinformatikai alkalmazasok segitségével az irodalmazas tobb szakasza is kdnnyebbé tehetd. Az
interneten elérhetd keresd-alkalmazasok, cikk-gytijtemények hasznalata, a talalt cikkek rendezését szolgaldo web
alaptl vagy telepitett programok alkalmazasa, illetve ezek szovegszerkesztobe beépiilé moduljaival az elvart
formatumu idézések elkészitése mind azt hivatott szolgalni, hogy a felhasznal6 csak azzal t6ltson id6t, amit a
szamitogép helyette nem tud elvégezni.
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A tudomanyos kozlés formai

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

* Folyodirat cikk
 Impakt faktorral rendelkez6 vagy nem rendelkez6 folyodiratban
» Konferencia
+ El6adas vagy poszter
* Van abstrakt-kotet vagy nincs
+ Cikk is megjelenik rola a konferenciakiadvanyban vagy nem
+ Hazai vagy nemzetkozi konferencian
+ Ertekezés
+ TDK dolgozat
+ Szakdolgozat
» PhD-disszertacio, doktori értekezés
* Nagy-doktori disszertacio
» Szakkonyv
Es vannak olyanok, melyek a tudomanyos ismeretterjesztés céljabol késziilnek:
¢ Tankdnyv
* Ismeretterjesztd irasok
* Publicisztikak
» Radio és TV miisorok
* Blogok

Ha nem ismerjiik az adott szakteriiletet, akkor célszerii el6szor Gsszefoglalo jellegli, G.n. review cikkeket, illetve
szakkonyveket olvasnunk, majd ezutan térhetiink ra a kutatbmunkakat leird ,,research” publikaciokra. A review
cikkek egy-egy témat atfogoan dolgoznak fel és sok odavagd publikacio eredményeit 6sszegzik.

A tudomanyos folyéiratok

A tudomanyos kozlések leggyakoribb formaja a tudomanyos folyoiratokban megjelend cikkek. A folyodiratokban
olvashato cikkek tudasanyaga csak tobb éves csuszassal jelenik meg 0sszefoglalo szakkonyvekben, és még késobb
atankonyvekben. A tudomanyos folyoiratoknak kiilonbozo fajtai Iéteznek. Vannak altalanos tudomanyos folyoiratok,
mint pl. a Nature és a Science és attekintd folyoiratok, pl. Current Opinion in Biotechnology és Trends in Genetics.
Léteznek tagabb szakteriiletet lefedd szakfolyoiratok, mint pl. a Molecular Systems Biology, illetve sziikebb
szakteriiletet cikkeit k6z16 szakfolydiratok, pl. PLoS Neglected Tropical Diseases.

Impakt faktor

Azt, hogy egy folyoirat mennyire elismert az impakt faktor (IF) nevii mérészammal szokas mérni. Az IF-t az ISI
(Institute of Scientific Information, a Science Citation Index kiaddja) allapitja meg minden évben rengeteg — de
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nem az Osszes — tudomanyos folyoiratra. Az IF nagysaga a folyoiratban megjelent cikkek idézettségét tiikrozi,
vagyis azt, hogy hanyan tartottak idézésre, felhasznalasra megfelelének az Gijsagban kozolt cikkeket.

A folyo6iratok IF-4t minden évben jraszamitjak, a kovetkez6 modon: Az elézd két évben az adott folyodiratban
publikalt minden cikkre a targyévben kapott idézetek dsszege osztva az el6z6 két évben a folyodiratban megjelent
,»idézhetd cikkek” szamaval. Azaz az IF nem kozvetleniil a cikk hatdsat, idézettségét mutatja, hanem annak a
folydiratnak a mérdszama, amelyben a cikket lek6zolték.

A kutatok altaldban arra torekednek, hogy minél magasabb IF-ral rendelkezd folyoiratba publikaljanak. Am meg
kell jegyezniink, hogy tudomanyteriiletenként erésen eltérnek az IF-ok. Altalanossagban az orvosi, neurobiologiai,
immunoldgiai és a kimagasld természettudomanyos eredményekkel foglalkozé (Nature, Science) folyoiratoké
nagyon magas (IF: 15-40), utana kdvetkeznek a molekularis biologiai folyodiratok (IF: 5-15), a rendszertannal és
matematikaval foglalkozo folyoiratoké pedig igen alacsony (sokszor 1 alatti). (A teljesség igénye nélkdl.)
Kovetkezésképp az IF-ok 0sszevetése mindig csak az adott tudomanyteriileten beliil adhat a valésaghoz kozeli
jelzést a kutatok munkajarol.

A tudomanyos cikkek

A tudomanyos cikkek formai tulajdonsagai

A tudomanyos cikkek formailag altalaban hasonloképpen épiilnek fel. Az els6 oldal tetején (vagy az aljan) olvashatd
a folyoirat neve, az évfolyam és szam, amiben a cikk megjelent, valamint az oldalszamok. Ezutan kovetkezik a
cikk cime. A cikkirdk torekednek arra, hogy a cikkiik cime kifejezze a cikk tartalmat, ugyanakkor révid legyen,
figyelemfelkeltd és ne tal altalanos. A cim egységet alkot az absztrakttal, de a szakirodalomban keresgél6 olvaso
szamara ez az elso szlro.

A cim utén, a szerzok felsoroldsa talalhato. A bioldgia teriiletén az a szokasjog, hogy a kézleményben leirt kutatas
legnagyobb részét az a szerzd végezte, illetve a cikk szovegét is az a szerz0 irta, aki a felsorolas elsé helyén van
—elso szerz6. Utana kovetkeznek a tarsszerzok, akik valamilyen részfeladatot végeztek a kutatas soran — a sorrendjiik
tobbnyire a szakmai hozzajarulasuk mértékét tiikrozi. Az elsé szerzon kiviil a masik kitiintetett az utolsé szerzd,
aki a kutatds szellemi vezetdje, illetve a kutatocsoport vezetdje. (Ettdl eltérd gyakorlatot alkalmaznak a
matematikusok, akik sokszor egyszeriien ABC sorrendben tiintetik fel a szerzdket.) A szerzok koziil valamelyiket
(altalaban az els6t vagy az utolsot) kijeldlik kapcsolattartonak (corresponding author), aki a folydirat
szerkesztoségével torténo — altalaban irdsos — kommunikaciot folytatja. Az 6 elérhetdsége a cikk elsé oldalan meg
is jelenik.

A normal terjedelmli (nem short communication) tadomanyos cikkek egy rovid tartalmi dsszefoglaloval, az G.n.
absztrakttal kezdédnek. Az absztrakt roviden leirja a cikk tartalmat, vagyis ezt elolvasva el tudjuk donteni, hogy
érdemes-e a cikk teljes szovegét is attanulmanyoznunk. Tobbnyire még a fizetds folyoiratokban talalhato absztraktok
is ingyenesen elérhetdk, a benniik talalhat6 szavakat a publikaciokat gytijto portalok kereshetdvé teszik. A szoveges
mellett egyre tobb folyoirat bevezeti a grafikus absztrakt hasznalatat is, amely vizualisan fejezi ki a cikk f6
mondanivaldjat.

A kutatasokat leir6 tudomanyos cikkek tényleges szovege a kovetkezd fejezetekre tagolodik: Bevezetés
(Introduction), Anyagok és modszerek (Materials and Methods), Eredmények (Results), Kovetkeztetések
(Discussion, Conclusion), koszonetnyilvanitas (Acknowledgments) és Irodalomjegyzék (References). A bevezet6
fejezetben talalhato a kutatas céljainak meghatarozasa, a ttmaban megjelent szakirodalom attekintése és a kutatassal
kapcsolatos kérdések megfogalmazasa.

A tudoméanyos kozlemények anyagok és modszerek fejezete azért 1ényeges, hogy a cikkben foglaltakat mas
kutatok is reprodukalni tudjak. Ezért annak minden vizsgalati eszkozt, forrast és szoftvert tartalmaznia kell. A
kisérlet koriilményei, a reagensek tipusa, stb. is felsorolasra keriilnek benne.

A eredmények leirasa a cikk egyik legfontosabb fejezete. Sokszor szerepelnek benne abrak (pl. grafikonok,
folyamatabrak, fotok) és tablazatok, melyek az leirt szoveg megértését segitik eld, de a feliratukkal egylitt
onmagukban is értelmezhetdnek kell lennitik. Az eredmények alapjan levont kdveztetések kiilon fejezetben kapnak
helyet. A szerzok itt foglaljak dssze és értelmezik a bemutatott eredményeket, valamint levonjak a kovetkeztetéseket
és kitekintést nyujtanak a tovabbi sziikséges vizsgalatok elvégzésére.
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Az irodalomjegyzék fejezetben a tudomanyos cikk hivatkozasai szerepelnek. Egy cikk hivatkozasai nem
tartalmazzak a téma teljes bibliografiajat, csak az elsédlegesen hasznalt forrasokat. A szdvegkdzi idézet helyén
szammal vagy ,.els0szerz6, évszam”-mal jelzik a citalt kdzleményt, mig az irodalomjegyzékben részletesebb
bibliografiai adatok is helyet kapnak (tovabbi szerz6k neve, cikk cime, folydirat neve, szama, oldalszam). Az
irodalomjegyzékben a folyodiratok nevei gyakran roviditett formaban jelennek meg. Bizonyos folydiratok —
helytakarékossagi okokbdl — a hivatkozott kdzleményeknek csak a szerzdit és elérését (folyodirat, évfolyam,
oldalszam) adjak meg, a cimét nem.

A szakirodalom keresése

Manapsag az egyetemek vagy kutatointézetek konyvtarai mellett, és adott esetben helyett a kutatok az interneten
1év6 szabadon, vagy eldfizetéssel elérhetd gylijteményekben és a folyoiratok online feliiletén keresik a szamukra
szilikséges szakirodalmat. A relevans tudomanyos kozleményhez a témara utald keresészavakkal, a szerzk vagy
a tudomanyos folyoirat nevével keresve, esetleg egy cikk hivatkozasait felhasznalva juthatunk el. Ha
természettudomanyos, biologiai témaban kutatunk, akkor az alabbi szakirodalom keresokkel célszeri
megismerkedniink:

« PubMed: Az NCBI adatbazison' beliil a leggyakrabban hasznalt, bioldgiai és orvosi vonatkozasu tudomanyos
publikaciok gylijteménye. A PubMeden miikddik egy keresdszolgaltatas, amellyel (altalaban) elérhetd a talalt
cikk absztraktja, a cikkel kapcsolatos kozlemények listaja, valamint a publikaciot megjelentetd folyoirat honlapjan
a teljes cikkre mutato link. Ennél a linknél kiilon megjeldlik a teljes egészében ingyenesen elérhetd publikaciokat
(freefull-text vagy open access cikkek)2.

+ PubMed Central: Az NCBI PubMed mellett iizemel6 szolgaltatas, amely kizarélag a vilag barmely pontjardl,
elofizetés nélkiil is ingyenesen elérhetd kozleményeket tartalmaz és azokat egységes feliileten prezentalja.

* Google Scholar vagyGoogle Tudés: Hatékony és altalanos (nem csak orvosbiologiai) tudoményos
kozleménykeresd. Megtalalja a disszertaciokat, konferencia kiadvanyokat, egyéb az interneten fent 1évo
tudomanyos anyagokat is (a PubMeddel szemben). Egy-egy talalatnal megjeleniti, azt is, hogy hany publikacioban
hivatkoztak eddig ra (citacio, idézetek szama).

» ScienceDirect, Scopus, SciVerse:

+ ScienceDirect: Ingyenes tudomanyos publikacio keresd. A talalt cikkeket meg is tudja jeleniteni, amennyiben
azok ingyenesen elérhetok vagy az egyetem eldfizetett ra.

* Scopus*: Fizet6s tudomanyos publikacié keres6. Megjeleniti a citdcidkat és statisztikdkat is készithetiink a
talalatokrol a segitségével. Felhasznaloi feliilete hasonlit a ScienceDirectére.

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

» EISZ Elektronikus Informacidszolgaltatas*: Regisztracio utan sok folyoirat elérhetd ezen a portalon keresztiil.
PL IST Web of Science (keres6), ScienceDirect (keresd), Science Magazine (folyodirat), Nature (folyoiratcsomag),
SpringerLink (folyodirat kiadd), JISTOR (folyoirat kiado).

¢ Tovabbi hasznos weboldalak:

+ ISI Web of Science*: Tudomanyos kdzlemény keresd, melyet a citaciok keresésére optimalizaltak. Lassabban
frissiil, mint az el6z06 keresok (vagyis nem tartalmazza a legfrissebb publikaciokat). A talalatokrol és citaciokrol
kiilonféle statisztikakat készithetiink a segitségével.

+ CiteseerX: Publikacio és citacio kereso, ahol a teljes cikkek is elérhetok.

* iHOP: Fehérjék kapcsolataira fokuszalo publikaciok kereshetdk vele.

'NCBI: National Center for Biotechnology Information vagyis Nemzeti Biotechnologiai Informacioés Koézpont, www.ncbi.nlm.nih.gov,
lasd:#_toc289Az NCBI adatbazis és honlap fejezetben.

Nem ért tudni, hogy valaki mindig fizet az adott publikacioért: vagy a szerzok fizetnek a folyoiratnak azért, hogy a cikkiiket mindenki ingyenesen
elérhesse (free full-text vagy open access), vagy az olvaso — illetve annak anyaintézménye — fizet a nem ingyenes cikk letoltéséért.
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+ BioMed Search: Biologiai és orvosi tudomanyos publikaciokban megjelent abrak kozott lehet ezen az oldalon
keresni.

+ Matarka: Magyar folyoiratok tartalomjegyzékeinek keresheto adatbazisa. A cikkeket tobbnyire csak anyagi
ellentételezés fejében lehet letdlteni.

« MTMT Magyar Tudoméanyos Mivek Téra: Egy-egy magyar szerzo életmiivére tudunk itt rdkeresni. Az
adatbazis a szerzéknek koszonhetéen folyamatosan boviil.

Némelyik cikket, folyoiratot vagy keresGszolgaltatast csak eldfizetéssel lehet megtekinteni. Mivel az E6tvos Lorand
Tudomanyegyetem is tobb ilyen eléfizetéssel rendelkezik, célszerti ELTEs IP cimmel rendelkezd szamitogéppel
végezni a keresést. A fenti felsoroldsban az otthoni géprél nem, de ELTEs IP cimmel rendelkezé szamitogéprol
elérheto szolgaltatasokat *-gal jeloltiik.

Ha a keres6 vagy a folyoirat honlapjarol nem tudjuk ingyenesen letdlteni a sziikséges tudomanyos kdzleményt,
akkor célszerti a Google keresdjével is rakeresniink. Javaslat: a kereséshez tegyiik idézdjelek kozé a cikk cimét,
és irjuk elé, hogy PDF. Ha igy sem talaljuk a cikket, akkor kérhetjiik a konyvtarosok segitségét vagy irhatunk a
cikk szerzdinek, hogy legyenek kedvesek kiildjék el a cikket.

Attol fiiggden, hogy egy témat szeretnénk koriiljarni, vagy egy konkrét cikket szeretnénk elolvasni, a keresés
torténhet kulcsszavak, szerzd neve, folydirat, a cikk cime vagy a publikacio egyéni azonositészama alapjan.

* A kulcsszavak olyan, az adott publikaciora jellemz6 szavak, melyeket a szerz6 vagy a kozleményt katalogizald
adott meg. A kulcsszavak kijelolik a kdzlemény témajat.

* A kozleményt jegyz6 szerzd(k) nevére kereshetiink teljes névvel (pl. Jack Peter Smith vagy Smith, Jack Peter)
vagy a keresztneve(ke)t lerdviditve (pl. JP Smith vagy Smith, JP). Az egyes keresd alkalmazasokban altalaban
le van irva, hogy milyen formaban varjak a szerzék neveit.

* Ha tudjuk a keresett cikk cimét, akkor ennek segitségével altalaban kénnyen meg tudjuk talalni a kdzleményt.

* Ha tudjuk, hogy a cikk melyik folydiratban és annak melyik szamaban jelent meg, akkor a cikket a folydirat
online archivumaban is megtalaljuk.

* Minden tudomanyos cikknek, folydiratnak és kdnyvnek vannak azonosito szamai, melyek alapjan egyértelmtien
beazonosithatok és megtalalhatok. A cikkek esetében ilyen azonositészam a DOI (Digital Object Identifier; pl.
10.1007/BF01734359) vagy a PubMed ID (PMID), amely csak szdmokbol all (pl: 7288891). A folyoiratokat
az ISSN (International Standard Serial Number) szamuk, a kdnyveket pedig az ISBN (International Standard
Book Number; pl: 0878931775) szamuk alapjan is azonositjak.

A kiilonbozé keresészavakat ES (AND), VAGY (OR) vagy NEM (NOT) kapcsolatban dssze is fiizhetjiik. Errol
egy hasznos leiras talalhato az EISZ oldalan.

A kozlemény cime, szerzdje és absztraktja alapjan eldontjiik, hogy a talalat érdekes-e szamunkra. Ezt kdvetéen
pedig vagy letdltjiik a teljes cikket PDF formatumban, vagy rogzitjikk az elérhetéségeit. Rovid idén beliil ki fog
deriilni, hogy a keres6-alkalmazasok mellett sziikségiink lesz egy masik informatikai segédletre, amely a nagyszamu
publikaciok kezelését biztositja szamunkra.

Szakirodalmak kezelése

Miutan megtalaltuk a megfelel6 tudomanyos kozleményeket nem art azokat atlathato és kereshetdé modon tarolni
a szamitogépilinkon. Ehhez nyujtanak segitséget a bibliografiaja nyilvantarté szoftverek, melyek a nyilvantartason
kiviil a dokumentumba (szakdolgozat, cikk) valo hivatkozasbeillesztést is segitik.

A legnépszeriibbek fizetds szoftverek:
» EndNote: Windows és Mac OSX operacios rendszereken fut, Microsoft Office ala beépiil6 plug-in-ja van.

» Reference Manager: Windows operacios rendszereken fut. Egyiittmiikodik a Microsoft Office-szal.
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» RefWorks: Internet alapon (,,web-based”) miikodé multiplatform szoftver. Vagyis hasznalhaté Windows, Mac
¢és Linux operacios rendszereken is. Egyiittmiikodik a Microsoft Office-szal és az Open Office (vagy Libre
Office) nevii ingyenes irodai szoftvercsomaggal is.

Ingyenes alternativaik:

* EndNoteWeb: Internet alapon (web-based) miikdd6 multiplatform szoftver. Csak korlatozott szamu referenciat
tud ingyenesen tarolni.

» Zotero: Eredetileg a Firefox internetbongészobe épiilé multiplatform program, de elkésziilt a Google Chrome-
mal és a Safarival alatt futod, valamint a ,stand alone” vagyis bongész6 nélkiil is hasznalhatd verziodja is.
Egyiittmikodik a Microsoft Office-szal és az Open Office-szal, Libre Office-szal is. A sajat gépiinkon és egy
internetes tarhelyen is tarolja az 6sszegyijtott referenciaink adatbazisat. Az éppen a bongészében latott tudomanyos
kozlemény adatait (szerzok, cim, folydirat, stb.) a bongészé URL cimsor végén lathato kis szimbolumra kattintva
lehet a referencia adatbazisunkba menteni.

* Mendeley: Multiplatform program. Beépitett PDF olvasoéja is van, ahol a cikkekhez kommenteket is filizhetiink,
illetve kiemelhetiink bizonyos részeket. Egytittmikodik a Microsoft Office-szal és az Open Office-szal, Libre
Office-szal is, melyekbe kiilon plug-in-ként épiil be (dokumentacio). A sajat gépiinkon és egy internetes tarhelyen
is tarolja az dsszegyjtott referencidink adatbazisat.

A felsorolt szoftverek hasznalatakor a megtalalt tudomanyos kdzleményeket elébb be kell vinniink a program
adatbazisaba. Van olyan szoftver, amely kozvetleniil tud csatlakozni bizonyos webes szakirodalmi adatbazisokhoz
(pl. a PubMed-hez) majd ott a program segitségével kereshetiink (pl. EndNote), és van olyan, amely a bongészdbe
integralodva segiti a talalatok importalasat a sajat referencia adatbazisunkba (pl. Zotero). Utdna, mikor az éppen
szovegezett dolgozatba be szeretnénk szurni egy hivatkozast ugyanezt a programot tudjuk hasznalni. A programok
segitik a hivatkozasok nyilvantartasat — vagyis, amit a szovegbe beszirtunk, az automatikusan megjelenik a széveget
kovetd bibliografidban is, ha kitdroljiik a hivatkozast, akkor azt a dokumentum irodalomjegyzékébdl is torli. A
szoftvereknek koszonhetden a bibliografiat par kattintdssal a szakdolgozat vagy a folydirat kdvetelményeinek
megfeleld modon formazhatjuk. Valamint elkertilhetjiik a hivatkozasok kézi sorszamozasabol, és azoknak atirasabol,
ujraformazasabdl adodo kellemetlenségeket.

Az NCBI adatbazis és honlap

A DNS- és fehérjeszekvenalasi modszerek elterjedésével parhuzamosan megjelentek a meghatarozott szekvenciakat
Osszegyjto, szamitogépes elemzéseket is lehetdvé tevo elektronikus adatbankok. Ezek a molekularis bioldgiai
adatbazisok kiilonb6z6 bioinformatikai intézetek honlapjain, barki szamara ingyenesen, online elérhet6
informacioéforrasok. Az NCBI (National Center for Biotechnology Information vagyis Nemzeti Biotechnologiai
Informacios Kozpont, 7. 1. dbra) is egy koziiliikk, melynek angol nyelvii honlapjan a molekularis biologiai- és orvosi
tudomanyok, a bioinformatika, és az ezekhez kapcsolddo publikaciok adatbazis-gytjteményét talaljuk. Az 1988-
ban alapitott adatbazis kozpontja az USA-ban, Maryland allamban talélhat6 Bethesda varosban van, ahol a National
Library of Medicine (NLM) és a National Institute of Health (NIH) részeként lizemel. A kereszthivatkozéasokkal
teli, strukturalt, kereshetd adatbazisokat és honlapot folyamatosan fejlesztik, az adatbazisok tartalma naprél-napra
frissiil, boviil. Az NCBI naponta 6sszehangolja a szekvencidk leirasat Eurépa (EMBL, European Molecular Biology
Laboratory) és Japan (DDBJ, DNA Database of Japan) hasonl6 adatbazis-gylijteményével, ezért a benniik talalhato
alap informaciok megegyeznek.
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7.1. abra: Az NCBI nyitolapja. Ha a bal-fels6 sarokban 1évé NCBI logora kattintunk, barmely NCBI-os oldalrol
visszakertiliink a nyitdlapra.

Az adatbazisok épitékdvei az Gigynevezett rekordok, melyek a konkrét egy-egy dologra (pl. egy szekvenciara)
vonatkozo adatokat és hivatkozasokat tartalmazzak (lasd Nucleotide GenBank fejezet). A rekordokhoz az adatokat
a vilag minden részén dolgozd kutatok szolgaltatjdk. A kiilon adatbazisok (szakirodalmi, nukleotid- és
fehérjeszekvencia, gén, genom, taxondmiai, szerkezeti, expresszios, kémiai, etc.) egymashoz tartozd elemei
kereszthivatkozasok (linkek) révén kapcsolodnak ssze, igy példaul egy mRNS szekvenciarol kozvetleniil az altala
kodolt fehérjére ugorhatunk.

Az NCBI-on talalhato dsszes adatbazis 6sszes rekordja kdzott egy integralt keresGmotor, az Entrez’ (7.2. dbra)
segitségével kereshetiink.

3Az entrez francidul azt jelenti, hogy bemenni, és antré-nak ejtik. De az alkalmazast magyarul inkabb entrez-nek ejtjiik.
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7.2. abra: Az Entrez keres6émotor feliilete

Az NCBI-on talalhaté fontosabb adatbazisok és
szolgaltatasok

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

Books vagy Bookshelf: Online elérhetd tudomanyos konyvek, tankonyvek. A konyvek nem t6lthetok le egy-az-
egyben, csak az adott témaban kiadott keresési taldlatokhoz tartoz6 részek olvashatok el beldlik. Az NCBI
megismeréséhez hasznos lehet a The NCBI Handbook (NCBI kézikonyv), egy-egy ismeretlen tudomanyos
témahoz valo elsd kozeledéshez pedig a Coffe Break (Kavésziinet) cimli kdnyv.

OMIM: Az ember mendeli moédon 6roklo6d6 génvaltozatait leird, rendezett gyljtemény (Online Mendelian
Inheritance in Man).

GenBank vagy Nucleotide és Protein: Minden eddig megszekvenalt és publikalt nukleinsav és protein szekvenciat
tartalmazé adatbazisok. Gének, genomok, cDNS-ek (komplementer DNS: az mRNS DNS-re atirt valtozata),
nem kodolo régiok, RNS-ek, fehérjék, tobb, mint 160.000 fajbol. Minden szekvencidhoz tartozik egy egyedi
azonosito szam, az Accession Number. A szekvencia adatbazisok:

Nucleotide: Nukleotid szekvenciak gyiijteménye.
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Protein: cDNS-bd atirt vagy megszekvenalt peptidek, fehérje szekvenciak adatbazisa.

RefSeq: Referencia szekvencidk atfogo, integralt, jol annotalt*, nem redundéns’ adatbéazisa. Ezekhez a
szekvenciakhoz lehet viszonyitani pl. a kiilonb6z6 SNP-ket.

SNP: Singel Nucleotide Polymorphism, a populaciokban fellelheté pontmutaciok, illetve rovid szakaszokat
érinté mutaciok adatbazisa. A talalati eredmények tobbféleképpen megjelenithetoek, (7.3. dbra) pl.:

MapView: (kék) az SNP helye a kromoszoman. Pl.: a Az V véralvadasi faktor Leiden-mutacidja fejezetben
targyalt mutacio (rs6025) MapView nézete.

GeneView: (r6zsaszin) polimorfizmusok helye és formaja az adott génben. Pl.: az V véralvadasi faktor GeneView
nézete.

STS: Sequence Taugged Site-ok adatbazisa. (Lasd A mutaciok detektalasa fejezetben.)

EST: Expressed Sequence Tag rekordok. Olyan STS-szekvenciakat tartalmaz, amelyeket cDNS-ek részleges
szekvenalasaval nyertek. Felhasznalhatoak egy gén azonositasahoz, térképezéséhez, klonozasahoz.

Genome: Teljes genom szekvenciak, kromoszomak (megjeleniteni az NCBI-ba integralt MapView-val lehet).
Gene: A megszekvenalt genomokban 1év6 génekrdl 6sszegylijtott informaciok.

UniGene: Gén kozpont, a transzkriptom (teljes atiroddo mRNS szett) megjelenitésére szolgald Gsszesitett
gyljtemény.

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

GEQ: Gene Expression Omnibus, gén expresszios adatok gylijteménye. Microarray, Gj-generacios szekvenalas
¢és egyéb nagy ateresztOképességti (high-throughput) technikakkal nyert funkcionalis genomi adatokat tartalmaz.

Taxonomy: Olyan rendszertani adatbazis, melyben minden a GenBankban megtalalhato, a szekvenciak forrasaul
rrrrrr 6

Structure: Makromolekula (foleg fehérje) szerkezetek gytijteménye.

Probe: Szekvencia specifikus probak ¢s reagenseik gyljteménye. Pl.: PCR primerek, restrikcios enzimek RFLP-
hez, stb.

BLAST: Szekvencia-hasonlosag kereso programcsomag (Basic Local Alignment Search Tool).

4 Annotécio: A szekvencia adatainak pontositasa, pl: hol helyezkedik el a genomban, hol az eleje-vége, exon-intron és egyéb szerkezeti elemek
hatarai, funkcioja, stb.

SNem redundans: Ugyanaz a szekvencia nem szerepel t6bbszor, tobb azonosité szammal.

®Adott Tuxonomy ID minden (nem csak NCBI) adatbazisban ugyanahhoz a fajhoz tartozik.
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7.3. abra: Talalat az SNP adatbazisban

Az itt felsoroltakon kiviil még szamos egyéb adatbazis, gyljtemény és alkalmazas talalhaté az NCBI-on, és a
kinalat évrol-évre boviil. Az 6sszes az NCBI-on elérhetd adatbazis és alkalmazas strukturalt nézetét megtalalhatjuk
a honlaptérképen, abc szerint rendezve pedig itt. A Database oldalon tovabbi informacidkhoz juthatunk NCBI
adatbazis rendszereit illetéen, példaul megnézhetjiik, hogy mely adatbazis rész melyik masikkal van sszekotve,
kereszthivatkozasok utjan. Az NCBI ftp oldalérdl letdlthetoek a szoftverek vagy akar az egész adatbazisok is,
amelybol ezutan — lokalis kereséseket lehetévé tevd — 11j adatbazist épithetiink a sajat szamitogépiinkon.

Nucleotide GenBank

Egy nukleotidszekvencia GenBank file-formatumu’ rekordjaban a kovetkez6 1ényeges adatok talalhatoak (példaként
[ zarojelek kozott az emberi V véralvadasi faktor rekordjanak konkrét adatai szerepelnek):

* LOCUS: Rovid cimke. A szekvencia bels6 azonositojaval kezdodik [NM_000130], mely az Accession Number-rel
(lasd lejjebb) ellentétben csak az NCBI-on hasznalatos, de azzal sokszor megegyezik. Majd a bazisok szamaval
[9179 bp], a szekvencia forrasaval [mMRNA], szekcidjaval [PRI = f6emlésok] és a bekiildés datumaval [10-MAR-
2012] folytatodik.

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

* ACCESSION: A szekvencia azonositoszama [M90100]. Minden az adatbankokba bekeriilé szekvencia kap
egy egyedi azonositd szamot vagy Accession Number-t (AC). Egy nemzetkozi egyezmény8 értelmében adott
Accession Number minden adatbazisban (nem csak NCBI-on) ugyanahhoz és csak ahhoz a szekvencidhoz
tartozik.

* VERSION: Az azonositdszam utan, ponttal elvalasztva a verzioszam talalhaté [NM_000130.4]. Ha a bekiildott
szekvenciaban hibat észlelnek és kijavitjak, akkor az Accession Number nem valtozik, csak a verzidszam nd.

« KEYWORDS: A szekvenciat bekiildo kutatd altal megadott, a szekvenciara vonatkozd, nem szabvanyositott
kulcsszavak.

* SOURCE, ORGANISM: A faj, amelybdl a szekvencia szarmazik, és annak rendszertani besorolésa.

« REFERENCE: A szekvenciara vonatkozo szakirodalmi hivatkozasok felsorolasa standardizalt formaban.

"Kiilénboz6 szekvencia file-formatumok léteznek, melyek egyike a GenBank formatum. Az egyik legelterjedtebb, és a legtdbb bioinformatikai
szoftver hasznalt file-formatum neve FASTA.
8International Nucleotide Sequence Database Collaboration
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* FEATURES: A Feature table-ben (tulajdonsag tablazat) a szekvencia tulajdonsagainak részletes leirasat talaljuk,
szabvanyositott, a szekvenciakat kezeld szoftverek szamara konnyen feldolgozhat6 formaban.

 source: a szekvencia hossza, és forrasa (faj, szovet, sejttipus, hivatkozas a taxonomiai adatbazisra).

* gene: a gén hossza [1..9179], rovid neve [F5], szinonimai [FVL; PCCF; THPH2], kereszthivatkozasok.
* 5'UTR: az 5' végi nem transzlalodo szakasz helye a szekvenciaban.

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

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

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

* mat_peptide: az érett peptid (a szignalpeptid lehasadasa utan marado rész) helye [230..6817].
» STS: STS szekvenciak helye [pl: 947..1185, 2868..3085, ...].

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

* polyA_signal: a poliadenilacids szakasz helye [pl: 6948..6953].

* 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 el6tt szamozzak a sor

srer

Osszességében elmondhatd, hogy az NCBI az élettudomanyok teriiletén dolgozé kutatok egyik leggyakrabban
hasznalt adatbazisa, amellyel minden kutatoi palyara késziilé diaknak ajanlott megismerkednie.

Genetikai betegségek, mutaciok

Az orvostudomany, a molekularis biologia és a genetika ugrasszeri fejlodésével lehetévé valt, hogy az orokletes
betegségeket konkrét genetikai mutaciokhoz tarsitsuk, ily modon klinikai fenotipushoz hozza lehet rendelni a
genotipust. Egy genetikai defektusnak szamos oka lehet. A betegséget okozo genetikai mutacio érinthet csupan
par nukleotidot, ezek az Ggynevezett ,, kis ” léptékii valtozasok; vagy lehet ,,nagy” léptékii, kromoszoéma szinten
is lathat6 (vagy nem lathato, de jelentds) rendellenesség is. A kis 1éptékii valtozasok kdzé tartoznak a pontmutaciok
vagy SNP-k (Single Nucleotide Polymorphism, vagyis egy nukleotidot érintd polimorfizmus, 7.4. dbra).
Megkiilonboztetiink olyan SNP-ket, melyek egy-egy nukleotid kicserélddése révén jottek 1étre, ezek a misszensz,
szensz €s nonszensz mutaciok, illetve olyanokat, ahol egy bazis kiesik — ezt delécionak — vagy beékelddik — ezt
inzercionak — nevezik. Ha a fehérjekodold gén valamely exonjaban olyan pontmutacié kovetkezik be, melynek
eredményeképp a transzlalodo fehérje egy aminosava megvaltozik, akkor misszensz mutaciordl beszéliink. Attol
fiiggben, hogy az aminosav-csere hogyan befolyasolja a keletkezett fehérje térszerkezetét és kotéhelyeit a misszensz
mutacié gyakran karos, néha neutralis (ha kdzel azonos fizikokémiai tulajdonsadgi aminosav €piil be) vagy ritkén
elény6s. Szensz vagy silent pontmutacionak azt nevezziik, ha olyan nukleotid szubsztittcid térténik az exonban,
amely nem befolyasolja a transzlaciot. Vagyis a kodlotyogés miatt az atirddd aminosav, és ezaltal a kész fehérje
szekvenciaja is azonos marad. Ez a mutacio tipus tobbnyire neutralis, de az izoakceptor tRNS-ek'” esetleges nem
egyenletes eloszlasabol fakadoan eléfordulhatnak enyhén karos vagy elény6s formai is. A nonszensz mutacié pedig
atirasa, és nagy valosziniiséggel nem-, vagy csak korlatozottan miikodoképes proteint kapunk. A nonszensz mutaciok
szinte minden esetben karos hatasuak. Az exonban tortént delécio vagy inzercio (k6zos elnevezésiik: in/del) hatasara
eltolodhat a leolvasési keret. Ezt frameshift (frame = keret, shift = eltolodds) mutacidonak nevezziik. A
kereteltolodassal jaro in/del tipusi mutacidk nagyaranyban karos hatastiak, mivel a mutaciot kdvetden teljesen
mas aminosavak épiilnek be, mint a vad tipusu gén atirasa esetén, valamint val6szintsithetd egy korai stop kodon

°A felsoroltak nem minden GenBank rekordban talalhatok meg maradéktalanul, valamint egyéb mezok is el6fordulhatnak, itt csak a
legfontosabbakat emeltiik ki.
1Olzoakceptorok: két vagy tobb kiilonboz6 antikodontl tRNS ugyanazt az aminosavat képes megkdtni és hordozni.
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megjelenése is. Ha az in/del mutacié harom (vagy harom tobbszordse szamu) nukleotidot érint, akkor nem tolodik
el a leolvasasi keret.

A egy-, vagy par nukleotidot érinté mutaciokkal ellentétben a kromoszéma szinten lathat6 (vagy nem lathatd, de
jelentds) elvaltozasokat ,,nagy” 1€ptékii mutacioknak nevezziik. Ide tartozik az egész kromoszéma darabot érintd
inzercio és delécio, az amplifikacio (egyes szakaszok tobbszor6zddése), a transzlokdcio (egy kromoszoma darab
athelyezddése), a kromoszoma térése €s az aneuploidia (egész kromoszomak, vagy genomok tobbszor6zodése)
is. Ezen elvaltozasok altalaban drasztikus hatdssal vannak a fenotipusra nézve, és sokszor letalisak, de olykor akar
fajképzodéshez is vezetnek.
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7.4. dbra: A pontmutaciok tipusai

A mutaciok detektalasa

A mutaciok kimutatasahoz két alapveté megkozelitést hasznalhatunk: vagy koézvetleniil (pl. szekvenalassal) mutatjuk
ki az elvaltozast, vagy ismert markerek segitségével kozvetett kimutatast alkalmazunk. Egy mutacio legbiztosabb,
am koltséges kimutatasa a szekvenalas. Ha gazdasagosabb modszert, vagy el6zetes eredményt szeretnénk, akkor
az ismert markerek kimutatasara iranyul6 teszteket kell végezniink. Markernek hivjuk a genom azon pontjait,
amelyeket valamilyen modon azonositani tudunk. Ilyen ismert markerek lehetnek a genom térképezési pontjai,
vagyis az STS-ek (Sequence Tagged Site, azaz szekvenciaval megjeldlt helyek), melyeket altalaban PCR (Polimerase
Chain Reaction, polimeraz lancreakcio) segitségével mutathatok ki. Az STS egy viszonylag rovid (200-500 bazispar
hosszu), ismert lokalizacidval és bazissorrenddel rendelkez6 szakasz, amely a genomban csak egyszer fordul eld.
Markerként hasznalhatok az EST-k (Expressed Sequence Tag, jelolt atirddott szekvencia) is, melyek cDNS klon
segitségével meghatarozott részszekvencidk. Az EST-k egy adott mRNS jelenlétérdl, egy gén miikodésérdl, egy
fehérjekodold DNS szakaszrol adhatnak informéciot. Ezek mellett szamos egyéb marker tipus 1étezik, kozéjiik
sorolhatjuk pl. a kiilonbdz6 hosszsagu mikroszatellitdkat is. Ahhoz, hogy a markerek segitségével genetikai
elvaltozasokat kutassunk, nem feltétleniil kell ismerniink magat az esetleg mutacidt szenvedett gént vagy a
hatdsmechanizmusat. Ha egy betegség kapcsan felmertil a genetikai mutacio gyanuja, akkor kiilonb6z6 molekularis
technikékkal gyézdédhetiink meg arrol, hogy mely génben és milyen mutacio tortént.

Egy genetikai betegség kimutatasahoz a kdvetkezd lépéseken célszerli végigmenni: bioinformatikai rész: a vonatkozo
szakirodalom feldolgozasa, az érintett gén és a konkrét mutacid azonositasa, a megfeleld teszt kivalasztasa;
laboratoriumi teszt: a kimutatas végrehajtasa, mindség-ellendrzés. A tovabbiakban a konkrét kimutatasi technikakrol
lesz sz0.
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RFLP

Az RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, restrikcios fragment hossz polimorfizmus) a hagyomanyos
mutécioé kimutaté technikak koze tartozik. Lényege, hogy a vad tipusu és az ismeretlen DNS-t emésztik egy (vagy
tobb) restrikcids endonukleaz enzimmel. A restrikcids endonukleazok a bakterialis ,,immunrendszer” részét képezik,
¢és bizonyos 4-8 bazispar hosszisagu, palindrom11 szekvenciaju DNS szakaszokat nagy pontossaggal ismernek fel
¢és hasitanak el. Ezeken a szakaszokon a DNS mindkét lancat hasitjak. A baktériumokban betdltott bioldgiai szerepiik
a sejtidegen DNS (példaul a baktériumot megtdmadd bakteriofag DNS-e) felismerése és megsemmisitése.
Felfedezésiik (W. Arber, H. Smith és D. Nathans: 1978-as Nobel-dij) tette lehetdvé a géntechnologia megsziiletését.
Az egyes restrikcios enzimek felismerd (és hasitd) specifitisa kiillonbozik, vagyis mas-mas szekvencidju DNS
szakaszokat ismernek fel. Tobb szaz kiilonb6z6 baktériumokbol szarmazé és kereskedelmi forgalomban is kaphato
restrikcios enzim 1étezik, melyek felhasznadldsa messze tilmutat az RFLP eljarason, példaul a génsebészet
nélkiilozhetetlen kellékei.

Az RFLP-vel t6rténé mutacio-kimutatas akkor alkalmazhato, ha a mutacio egy restrikcios endonukleaz hasitohelyén
van, ebben az esetben az adott enzim a mutacid helyén nem képes hasitani. Emiatt — a vad tipushoz képest —
megvaltoznak a fragment-hosszak, ami jol latszik az emésztd enzimes kezelés utan elvégzett gélelektroforézisen.
A moddszer tehat olyan SNP-k, inzerciok, deléciok kimutatasara alkalmas, melyek érintik az alkalmazott restrikcios
enzimek hasitasi helyeit. Az RFLP hatranyai k6zé tartozik, hogy a kis fragmentek elvalasztasa miatt radioaktiv
jelolést kell alkalmazni, ami rakkelt6 hatasa, valamint, hogy csak akkor hasznalhatjuk, ha ismerjiik a szekvenciat
és mutéciot.

Az EcoRI nevii, Escherichia colibdl kivont restrikcios enzim a ketts szalt DNS-t minden olyan ponton hasitja,
ahol a 5'-GAATTC-3' szekvencia (nem metilalt formaban) eléfordul. Az 5. abrdn egy olyan mutacié6 RFLP-vel
torténd kimutatasa lathato, ahol az EcoRI masodik hasitohelyén tortént egy pontmutacio, ezaltal az enzim itt nem
képes hasitani, igy két rovidebb helyett egy hosszabb szakaszt mutat a gélelektroforézis.
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7.5. abra: RFLP: a) A vad tipusi DNS lanc (DNS 1), harom EcoRI hasitohellyel, és a masodik EcoRI hasitohelyen
mutaciot szenvedett DNS lanc (DNS 2). b) A két DNS lanc EcoRI-es emésztés utani gélelektroforézisének
eredménye. 12

PCR

A PCR (Polymerase Chain Reaction, polimerdz lancreakcio) (Kary Mullis és Michael Smith, 1993-as Nobel dij)
egy olyan molekularis bioldgiai technologia, melynek célja egy elére definialt (targef) DNS szakasz enzimatikus

11Olyan sz0 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.
12A7 eredeti kép forrasa: National Biological Information Infrastructure
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amplifikacidja (sokszorozasa). A target DNS szakasz altaldban nem hosszabb 10 000 bazisnal, lehet egy gén,
génrészlet vagy nem kodolo régio is.

A PCR reakcid-elegybe a kovetkezok kellenek: templat DNS (pl. egy sejt maganyaga), nagy feleslegben primerek,
Taq polimeraz enzim, dNTP mix &s puffer-oldat. A templat DNS tartalmazza a sokszorozni kivant farget szakaszt.
A két primer olyan r6vid DNS lanc, amely meghatarozza a target DNS szakaszt, ugyanis a primerek szekvencigja
azonos a sokszorozni kivant DNS szakasz elejével (5' vég) és végével (3' vég). Feladatuk, hogy specifikusan
hozzakotddjenek az egyszalt DNS megfeleld szakaszdhoz — igy ezen a szakaszon ismét kétszall lesz a nukleotidlanc
—, ami elengedhetetlen a Tag DNS-polimeraz enzim bekdtédéséhez, vagyis a komplementer DNS szal felépiiléséhez.
A Taq DNS-polimeraz egy hostabil enzim, melyet a héforrasokban €16 Thermus aquaticus baktériumbol vontak
ki, feladata a DN'S masolasa magas hémérsékleten. A dNTP (dezoxiribonukleid trifoszfat) mix az j DNS szalak
felépitéséhez sziikséges ATP-t, TTP-t, GTP-t és CTP-t tartalmazza. A DNS-polimerdz szamara megfeleld kémiai
kornyezetet a puffer-oldat biztositja.

A reakcid egy PCR késziilékben zajlik, amely biztositja a PCR folyamathoz sziikséges valtozo homérsékleteket.
Ugyanis a PCR reakci6 ugy zajlik, hogy a reakcio-elegyet a késziilék el6szor 94-96°C-ra felmelegiti, ekkor a
templat DNS-ek egyszalusodnak, vagyis a hidrogénhidak felbomlésa altal denaturdlodnak. Ezutan az elegyet a
késziilék 45-60°C-ra hiiti, hogy a primerek hozza tudjanak kapcsolddni a nekik megfelel target DNS szalakhoz.
hémérséklete alatt. Ezt a 1épést anelldalasnak vagy kapcsolddasi 1épésnek nevezziik. Ha a hdmérséklet til magas,
a primerek nem kdtédnek a templathoz, ha til alacsony, akkor a nem specifikus helyekre is bek6tddnek, esetleg
fals termékeket hozva l1étre. Ezek utan ujra emeli a hdmérsékletet, 72°C-ra. Ezen a h6fokon kezdi szintetizélni a
templat DNS komplementer szalait a Taq polimeraz. A szintézis a kapcsolddott primernél kezdddik, és végigmegy
a DNS-szalon. A 1épés neve meghosszabbitds, ami a szintetizalas alatt 4ll6 DNS meghosszabbitasara utal. A
szintetizalas sordn a sziil6 nukleinsavszal templatként szolgal a ledny lanc 1étrehozasahoz. A leany szal egy perc
alatt kb. 1000 bazissal hosszabbodik. Ezutan a késziilék ujra 96°C-ra melegiti az elegyet €s a ciklus kezdddik
elolrdl (7.6. abra). Egy-egy ciklus par percig tart. A legelsd kor elott a DNS-t altalaban hosszabb ideig denaturaljak,
hogy a templat DNS és a primerek esetleges kettos szalai is teljesen szétvaljanak. Elméletileg minden ciklusban
megduplazodik a target DNS molekulék szama. 25-30 ismétléssel mar megfelelé mennyiségi, gélelekrtoforézissel
is kimutathatéo DNS képzddik. A PCR reakcio annyira érzékeny, hogy extrém esetben akar egyetlen DNS molekulat
is meg lehet sokszorozni vele. Ha egyetlen DNS szalbdl indulunk ki és 25-szor ismételjiik a reakciot, akkor a végén
2%, azaz 33 554 432, vagyis kb. 3,36x10” darab target DNS-iink lesz. A PCR-termékek gélelektroforézis segitségével
améretiik alapjan azonosithatoak. A termék mérete egy, szintén a gélbe injektalt, ismert hossziisagu DNS-szakaszokat
tartalmazd DNS-létraval 6sszehasonlitva hatarozhatd meg.

A PCR reakci6 menetének dsszefoglalasa:

1. T1, denaturadlds: egyszalisodnak a DNS-ek

2. T|, anellalas: a primerek hozzakapcsolodnak a target szakaszokhoz

3. T1, meghosszabbitas: a Taq polimeraz szintetizalja a komplementer szalat

4. vissza az 1. pontra (25-30 ismétlés)
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7.6. dbra: A hagyomanyos PCR reakcio menete'?

PCR primer tervezés

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

* Olvadasi homérséklet: A primerek olvadaspontjanak vagy olvadasi hdmérsékletének (7m, melting = olvadas)
kozel (°C-ra pontosan) azonosnak kell lennie. Olvadasi hdmérséklet az a héfok, ahol a primerek fele a DNS-hez
kototten, fele pedig az elegyben szabadon van. Ez a hdmérséklet idedlis esetben 60°C koriil mozog. Ha a két
primer olvadasi hémérséklete nem egyezik meg, eléfordulhat, hogy bizonyos hdmérsékleten az egyik primer
mar hozzakot a templat DNS-hez, a masik pedig még nem. Ha viszont addig csokkentjiik a hémérsékletet, amig
a masik primer is hozzakothet a templathoz, akkor az egyik primer mar nem specifikus helyekre is betapad.
Ugyanis az olvadaspontjanal alacsonyabb homérsékleten a DNS képes nem-specifikusan is kotédni. A primerek
olvadaspontja a hosszuktdl és a G-C aranyuktol fiigg.

» Hossz: A megfeleld specificitas miatt a primerek idealis hossza 18-25 bazis. Egy kb. 20 bazis hosszi szakaszrol
mar elmondhatd, hogy egyedi szekvencia, a genomban nincs tobb vele azonos régio (kivéve, ha ismétlédo
szakaszt tartalmaz). Ha a primerek lényegesen rovidebbek, akkor nem lesznek elég specifikusak, vagyis
el6fordulhat, hogy nem csak egyetlen helyre tudnak bekoétni. Ha a targethez képest elég kézel tobb helyre is be
tud kotni a primer, akkor az fals termékek johetnek 1étre. Ha a DNS egy tavolabbi szakaszara is beko6tédik a
primeriink, akkor nem képzdédik annyi megsokszorozott DNS szal, amennyi elméletileg lehetséges lenne (minden
ciklusban megduplazva a szamukat), mert ez a kotés elvonja a reakciotol a primereket.

* G-C arany: A G-C arany a DNS-ben 1év0 G ¢és C bazisok A-T-hez viszonyitott aranyat jelenti. Minél tobb,
egymassal haromszoros hidrogénkotést kialakité G és C bazis talalhato egy DNS szakaszon, annal magasabb
lesz az olvadaspontja. Ugyanis a haromszoros hidrogénhidak magasabb homérsékleten valnak szét, mint az A
és T kozott kialakulo kettds hidrogénkotések. Ha a primer kb. 20 bazis hosszisagu és 50% a G-C arany benne,
akkor kb. az idealis, 60°C lesz az olvadaspontja. Ha azon a DNS szakaszon, ahova a primert tervezziik tal 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 megtehetjiik, hogy kicsit
noveljik a primer hosszat, am ezzel ndveljiik a komplementaritasi problémak esélyét is. A jo primer elején tobb

3 Az eredeti kép forrasa: National Biological Information Infrastructure
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a G és C bazis, mert ezek segitségével jobban oda tud kdtni a templathoz; a végén pedig tobb az A és T, amihez
viszont a Taq polimeraz enzim kotodik szivesebben.

* Komplementaritas: A primerek szekvenciai nem lehetnek egymas vagy onmaguk komplementerei (7.7. abra).
3" komplementaritasnak nevezziik, 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. Tovabba a dimér képzés
elvonja a primereket a reakciotol, igy a normal termék is kevesebb lesz. 5' komplementaritasnak azt hivjuk,
amikor a primer par az 5' végein képes Osszetapadni. Az 5' komplementaritas esetében nem keletkezik fals
termék, de a primereket a dimér szintén elvonja a reakciotol. Tovabbi veszélyeket rejt az dnkomplementaritas,
amikor az egyik primer masodlagos szerkezetet alakit ki dnmagaban, pl. ha a primer elején 1év6 bazisok
komplementerei a végén 1évd bazisoknak, akkor a két vég Osszetapad. Ha egy onkomplementer primerben
maradnak szabadon egyszalu részek is, akkor fals termék keletkezhet (mivel ekkor az egyszalu szakasz egy
rovidebb primerként viselkedik, ami sok helyre bekothet a templat DNS-en). Tovabba az dnkomplementaritas
szintén elvonja a primereket a reakciotol, igy kevesebb valos termék keletkezik.

templat DNS

target DMNS szakasz

a)

SR =

a e

b) ) d)

7.7. abra: Primer-tervezés és a komplementaritasi problémak: a) A két primer kdt6helye; b) 3' komplementaritas;
¢) 5' komplementarités; d) Snkomplementarités, a kapcsos zardjel azt a szakaszt jeloli, ami egy rovidebb primerként
viselkedve sok helyre bekothet a templat DNS-en

» Bazis ismétlédés: Tovabbi kritérium, hogy a primerben ne legyen sok azonos bazis egymas utan, mert a
komplementer helyekre betapadva ,,megcstiszhat” a primer, ami altal eltéré hosszisagh DNS szalak
keletkezhetnek.

Osszefoglalva a primer-tervezés lényegét: a target DNS szakasz elején és végén két olyan 18-25 bazis hosszisagl
szakaszt kell talalni, amelyekre a fenti feltételek mind teljesiilnek. Hogy ezt a bonyolult miiveletet ne kézzel, illetve
szemmel kelljen megoldani, tobbféle primer-tervezd szoftver all a kutatok rendelkezésére.

A PCR reakcio kontroll kisérletei

Mivel a PCR egy rendkiviil érzékeny reakcid (extrém esetben akar egyetlen DNS molekulat is meg lehet vele
sokszorozni, vagyis ki lehet mutatni), ezért a reakcid soran nagyon koriiltekintéen kell eljarni, és steril koriilmények
kozott dolgozni. A sterilitast tobbnyire a munkateriilet UV fénnyel torténd besugdrzasaval érik el. Az UV fény
hatasara a DNS-ben timin-dimérek keletkeznek'?, melyek a PCR reakci6 folyaméan megallitjak a DNS polimeraz
enzimet. Vagyis azokat a DNS szélakat, melyeken timin-dimérek vannak nem sokszorozza a PCR reakci6.

Hogy megbizonyosodhassunk arrol, hogy a PCR reakcié rendben végbemegy, a szoban forgd amplifikacion kiviil
egy pozitiv kontroll kisérletet is el kell végezniink. A pozitiv kontroll PCR-t ugy allitjuk dssze, hogy mindenképp
tesziink bele egy olyan DNS templatot, melyet biztosan amplifikal az elegyben 1év6 primer par és polimeraz enzim.
Ezt a pozitiv kontroll DNS templatot a primerekkel egyiitt lehet kapni. A pozitiv kontroll amplifikacids termékei
jelzik a rendszer megfelelé mitkkodését. Ha a pozitiv kontroll kisérlet végén nem kapunk DNS termékeket, akkor
valami hiba van a PCR reakcidban, pl.: megromlott a Taq polimeraz enzim, nem mikodott megfeleléen a PCR
késziilék vagy kihagytunk valamit a reakcio elegybdl.

14Gerjesztés hatasara a DNS ugyanazon lancaban egymas mellett elhelyezkedd két timin kozott kotések alakulnak ki.
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Hogy a steril koriilmények feldl megbizonyosodjunk egy negativ kontroll PCR reakciot is dssze kell allitanunk.
A negativ kontroll reakcid elegyéhez hozzaadunk minden — a PCR reakcidhoz sziikséges — 0sszetevot, kivéve a
DNS templatot. Ha a negativ kontroll kisérlet végén is kapunk megsokszorozott DNS terméket, akkor valamilyen
uton DNS szennyezés kertilt a reakcio elegybe (pl. valamelyik eszkdz vagy reagens szennyezett volt).

Ha a pozitiv kontroll kisérletben sikeriilt a DNS-t megsokszorozni, a negativ kontrollban pedig nem, akkor a
kimutatasi PCR reakci6 eredményét is jogosan értékelhetjiik valosnak.

Mutacidk detektalasa hagyomanyos PCR-rel

A hagyomanyos (vagyis az elézdekben targyalt) PCR reakcid a target DNS amplifikacidja altal alkalmas lehet
inzercid, delécid és pontmutacid kimutatasara is. A kimutatas menete: az egyik primert a mutacié altal érintett
helyre, de a vad tipustt DNS szakaszra tervezziik. Ha a PCR technikéval torténd kimutatasnak van megsokszorozott
DNS terméke, akkor vad tipust, nem mutans DNS volt a templatunk, ha nincs termék, akkor mutans DNS volt a
mintaban. Hosszabb inzerciot és deléciot ugy is ki lehet mutatni, hogy a primereket az in/del szakasztol up- és
downstream tervezziik. Ekkor minden esetben lesz DNS termék, de a PCR utani gélelekrtoforézisben lathatova
valik az amplifikalt DNS-ek hossza. A hosszbdl pedig kovetkeztethetiink az inzercidra vagy deléciora.

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

Specialis PCR technikak
Allélspecifikus PCR

Az allélspecifikus PCR homo- vagy heterozigota allapotban 1évé SNP-k kimutatasara alkalmas (7.8. dbra). Az
egyik primert arra a DNS szakaszra tervezziik, ahol az SNP van. Ebbdl a primerbdl készitlink egyet a vad (WT,
wild type) €s egyet a mutans (M, mutatnt) tipusra is, ahol e két primer kdzott egyetlen nukleotidnyi eltérés lesz.
Ezen kiviil van még egy kdzos primer is, az SNP altal nem érintett régioban. Minden DNS mintara két PCR reakciot
kell kivitelezni, egyet a vad tipust + k6z0s primer parral, és egyet a mutans + kdzds primerparral. Ha az amplifikalt
DNS-eket gélre vissziik lathatova valik, hogy az egyed hordozza-e az adott SNP-t homo- vagy heterozigdta
allapotban.

PCR termek vad tipus esetén vizsgalt egyedek:
1. 2. 3.
s e pete R o A
WT primer 3' A K i t . '
primer 3" vege S20s primer  hglok: W M W M W M
_—

Mutacios primer vége G

PCR termék mutans allél esetén

) ] ) Heterozigotak  Homo-
Heterozigila esetén mindkét esetben van PCR termék zigta WT

al b)

7.8. 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 amplifikalhaté adott templatrdl. Fontos, hogy a szakaszok hossza eltérd legyen.
Ha tobb target DNS szakaszt is sikeriil sokszorozni, akkor a gélen tobb sav (band) lesz egymas alatt. A multiplex
PCR nagyon gondos primer-tervezést igényl6 feladat, hiszen itt nem csak kettd, hanem az 6sszes primerre egyszerre
kell, hogy igaz legyen, az azonos Tm, a komplementaritadsok hianya és a tobbi kritérium.
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Real-time PCR

A real-time vagy valos idejii PCR reakci6 lényege, hogy az eredmények a reakcioval egy idoben, folyamatosan
kovethetdk és nem csak a PCR reakci6 utani gélelektroforézisbol deriil majd ki, hogy sikertilt-e az adott amplifikacio.
A real-time PCR-nél a fragmensek DNS olvadaspont elemzéssel valnak azonosithatova. Ugyanis a DNS
olvadaspontja aranyos a nukleotid dsszetétellel (vagyis a G-C arannyal) és a DNS hosszaval. A real-time PCR
reakcidhoz sziikség van egy olyan festékre vagy probara, amely jelzi, hogy éppen mennyi DNS szal van a reakcid
elegyben.

Az egyik ilyen jel6l6 a SYBR® green nevii festékanyag, ami — mint az etidium bromid — interkalalodik (,,beletil”)
a duplaszali DNS-be (ds vagyis doubble stranded DNS). Egyszali DNS-hez (ss vagyis single stranded DNS) nem
kot és nem is vilagit. Duplaszala DNS-be kotédve, monokrom fénnyel indukalva vilagit, vagyis 530 nm-s
hullamhosszu fényt emittal (7.9. dbra). Az ebbdl keletkezd mérhetd fluoreszcens jel nagysaga a PCR folyaman
szaporodo dsDNS mennyiségével aranyosan novekszik.

a) b)

7.9. abra: A SYBR® green viselkedése egyszalu és duplaszali DNS szekvenciaval: a) egyszalt DNS mellett nem
vilagit; b) duplaszala DNS-be interkalalodva vilagit

A real-time PCR-rel torténd termék DNS mennyiségének mérésének masik modja az ugynevezett a TagMan proba,
amely a hibridizacios probak kozé sorolhaté (7.10. abra). A hibridizacids probak 1ényege, hogy a két hagyomanyos
primer mellett egy hibridizalo vagy proba primert is adunk a reakciohoz. A hibridizal6 primer a két eredeti primer
kozott tapad a szimplaszala DNS-en, a neki megfeleld szakaszra. A proba primer egyik végéhez egy fluorokrom,
masik végéhez egy kiolto (quencher) molekulat kapcsolnak. Ezeket jelzéseknek hivjuk. Amikor a két jelzés kozel
helyezkedik el egymashoz, vagyis €p a proba, akkor a fluorokrom altal emittalt fényt a kiolto képes elnyelni. Vagyis
az ép proba primer nem vilagit. A 3° végen modositott TagMan proba primert a Taq polimeraz enzim nem képes
meghosszabbitani, hanem 3’ —5’ exonukledz aktivitdsaval nukleotidokra bontja azt. Ezek utan a kiolt6 elég messze
kertil a fluorokréomtol, igy nem gatolja tovabb annak miikddését. Ezért monokrom fénnyel torténd besugarzas
hatasara bekovetkezik a fényreakcid. A TagMan probas real-time PCR elénye, hogy nagyon specifikus.

153

http://www.renderx.com/



render

Bioinformatika — Genetikai betegségek megismerése és kimutatasa

Q
1. [&B "'lﬂii?ﬁbq“‘“'
0..

2. Ll}’% .,mf'ﬁi’mq.\tm
i ®

|
S ST

T

O e

Ty ey
T (TSP L [P

7.10. abra: A TagMan préba menete: R: a fluorokrom, Q: a kiolto a proba primeren; sarga gdmb: a Taq polimeraz
enzim. 1.: a TagMan préba primer betapad a vele komplementer ssDNS-re. 2.: A Taq polimeraz eléri a proba
helyét. 3.: A Taq polimeraz lebontja a probat. 4.: A szabad fluorokromfénygerjeszés hatasara Vilélgit.15

SSCP

Az SSCP, Single Stranded Conformational Polymorphism, vagyis ,,egyszali konformacios polimorfizmus” szintén
egy SNP kimutatasra alkalmas technika (7.71. abra). Alapja, hogy az egyszalu DNS-lanc mar egyetlen nukleotid
eltérés miatt is mas konformaciét vesz fel, mint a vad tipusu parja. Az elvélasztast nativ (nem denaturald)
koriilmények kozott végzik, gélelektroforézissel. A gélben a vad tipusu és az mutaciot tartalmazé egyszalua DNS-
ek, a konformacids eltérések miatt, kiilonb6zo sebességgel vandorolnak. Az SSCP technika az SNP-k kimutatdsa
mellett alkalmazhato kisebb inzerciok és delécidk detektalasara is. Elénye, hogy nem kell feltétleniil elére ismerni
a mutéciot, valamint, hogy az hetero- és homozigdta allapotban is kimutathat6. Az eljaras technikailag viszonylag
egyszeri (ha nem kell radioaktiv jelolést alkalmazni) és gazdasagos. Hatranya, hogy csak arrol szolgaltat informaciot,

srr

5 Az eredeti kép forrasa: Ruhr-Universitit Bochum
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Dupla szald DNS-ek

szal .
: A) minta
. szal )

. szal

gaa DR

A) minta |
A DNS mozgasanak iranya —
B) minta | |

7.11. dbra: Az SSCP menete

Microarray

Egy masik, egyeldre meglehetdsen koltséges és nem til megbizhatd, de egyszerre sok vizsgélatra lehetdséget ado
modja az SNP-k kimutatasanak a microarry vagy chip technologia. A microarray gyiijténeve tobb parhuzamos
kimutatasokon alapul6 technikanak, mint a DNS alapu génexpresszios chip és oligonukleotid chip, az immuno-
precipitacios chip, és a fehérje chip. A modszer 1ényege, hogy egy kisméretli iveg vagy mianyag lapra (7.72.
dbra) négyzetracsos elrendezésben bioldgiai mintakat visznek f61, minden pontba mast. A fluoreszcensen megjeldlt
vizsgalni kivant biologiai anyagot kdlcsonhatasba hozzak a pontokkal, és detektaljak, hogy mely pontokban jott
létre kolcsonhatas.

7.12. dbra: Egy microarray lap

DNS microarray-ek

A DNS chipeket alkalmazasanak két 6 teriilete: az egész sejtek, szovetek génexpresszios mintazatanak megfigyelése,
és a genetikai kiilonbségek (pl. SNP-k, inzerciok, deléciok) kimutatasa a teljes genombol. Mi most ez utdbbi
kimutatasra tériink ki bévebben:
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A DNS chipek a DNS hibridizacios technikék csucsat jelentik, ugyanis egy egy-négyzetcentiméteres lapocskan
akar tobb tizezer'® — az egész genomra jellemz6 — SNP is vizsgalhato egyszerre. A lapra szabalyos rendben tSbb
tizezer kiilonb6z6, mesterségesen szintetizalt rovid, egyszala DNS-t visznek fel. Egy pontban tobb példanyban
talalhaté meg ugyanaz az oligonukleotid szekvencia. A lemezkén a kiilonboz6 oligonukleotidok tobb szazezer
pontban helyezkedhetnek el (7.13. abra). Ha SNP-ket vizsgalnak, akkor az oligonukleotidok szekvenciai a
populéciora, fajra jellemz6 SNP-k komplementerei lesznek. Az oligonukletidok 25mer hosszuak, egy gént kb. 20
oligonukleotid reprezental, egy SNP detektalashoz kb. 40 oligonukleotid sziikséges. A chipen minden oligonukleotid
tipus helyét (koordinatait) pontosan ismerik. A vizsgalandé genomot megfelelé méreti DNS darabokra bontjak,
egyszalusitjak és fluoreszcens festékkel jelolik. A vizsgalandd mintat raviszik a chip felszinére. Ahol a jeldlt DNS
megtalalja a komplementerét a chipen, oda hibridizal vagyis betapad. A nem hibridizalt DNS-t lemossak a chip
felszinérol (7.14. abra). Lézer besugarzas utan egy nagy-felbontasu szkennerrel olvassak le a chipen 1év6 fluoreszcens
mintazatot. Ezutan pontosan megallapithato, hogy mely ponton 1év6, vagyis milyen SNP-re jellemzd helyre
hibridizalt a vizsgalt minta, és felallithato az egyén SNP mintazata.

A DNS chip létrehozéasanak két alapveté madja 1étezik: az egyes oligonukleotidokat robot helyezi el a megfeleld
pontra, vagy helyben szintetizaljak a DNS szalakat. A helyben szintetizalas hasonlit a tintasugaras nyomtatd

16SNP kimutatasa chipen: Affymetrix 10K, 50K, S00K SNP genotyping kit: 10-, 50-, 500 ezer SNP kimutatasa 2 db chipen
17 Az eredeti kép forrasa: Affymetrix
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7.14. abra: A jelolt DNS hibridizal a chipen 1évo komplementerével18
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15. arba: A DNS chip eléallitasa helyben szintetizalt oligonukleotidokkal19

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

A microarray technologia elterjedését némiképp gatolja, hogy az eredmény — pl. a rengeteg egyszerre vizsgalt
tulajdonsag miatt — nem minden esetben reprodukalhato teljes mértékben.

Kromoszémavizsgalat

Ritkan ugyan, de eléfordul, hogy sejtosztodas sordn hibas kromoszomak képzddnek, és ezeket a javitd
mechanizmusok sem tudjak helyrehozni. A kromoszéma rendellenességeknek nincs minden eseteben fenotipusos
megjelenésiik. Léteznek ugyanis kiegyensulyozott transzlokaciok, amikor két kromoszéma szakasz kicserélodik
egymassal. Amennyiben a transzlokacié nem roncsolja a géneket és a szabalyozasi rendszeriik sem sériil, ez az
allapot semmilyen tiinetet nem okoz, de termékenységi problémakhoz vezethet. Azonban gyakrabban fordul eld,
hogy a transzlokacié vagy aneuploidia beteg fenotipust eredményez (pl. a 21. kromoszdma triszomidja okozza a
Down-szindréma tiinetegylittesét). Amennyiben az egyik kromoszoma eltorik, és a letort rész elvész, sulyos fejlodési
rendellenességek alakulnak ki, melyek nagy része a magzat elhaldsdhoz vezet.

A kromoszdémaszintli rendellenességeket kariotipizalassal lehet kimutatni. A vizsgélat 1ényege, hogy specialis
festési eljarasokkal lathatova és megkiilonboztethetdve teszik a kromoszémakat. A kariotipizalas megmutatja a
kromoszoémak alaki és szambeli eltéréseit.

A hagyomanyos kariotipizalast egyszerii Giemsa festéssel végzik. Ez a DNS festék vilagosra és sotétre festddo,
ugynevezett G-savokbol all6 mintdzatot hoz létre a kromoszéman. A mintazat jellemzd a fajra. A mitdzis
metafazisaban 1évo teljes emberi kromoszoma készleten hozzavetdleg 850 sotét G-sav azonosithatd. A savmintazatok
—melyeket be is szdmoznak — szakaszokra osztjak a kromoszomakat. A kromoszémak méret és savmintazat alapjan
azonosithatdak, csaktigy, mint a kromoszoémak rendellenességei (7.16. abra). A hagyomanyos kariotipizalas az
esetleges inzercidkat, delécidkat, transzlokaciokat 1000 kilobazis mérettdl mutatja ki.

8 Az eredeti kép forrasa: Affymetrix
YAz eredeti kép forrasa: Affymetrix
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16. arba: Kariotipizalas Giemsa festéssel: A 9. kromoszoéman ismeretlen eredetii transzlokaci6 figyelheté meg.

A kromoszéma rendellenességek vizsgalatinak masik, pontosabb moddja a FISH, vagyis a Fluoreszcens In Situ
Hibridizacio. A FISH alapjat a DNS azon tulajdonsaga képezi, hogy a dupla szali DNS-molekula szerkezete
megfeleld koriilmények kozott megbomlik és a meglazult kotések miatt a kettds spiral szétvalik. Igy az egyszala
DNS hozzaférhetdvé valik az ugyancsak denaturalt, fluoreszcens festékkel jelolt DNS-probak szamara. Ezek a
DNS-probak a genom egy-egy kis szakaszat jelolik meg. A target-DNS nemcsak targylemezre fixalt
kromoszomapreparatum lehet, de interfazisban 1évo sejtek magjai, vagy akar szoveti metszetekben 1évo sejtek
magjai is. Attol fliggden, hogy mi a vizsgalat targya gén-, centromer- vagy kromoszomaspecifikus probak allithatok
eld. Tobb szint alkalmazva, és keverve multicolor FISH vizsgalatokat is végezhetiink, ahol UV fénnyel megvilagitva
minden kromoszomanak mas szine lesz (7.17. dbra). FISH-sel az inzerciok, deléciok, transzlokaciok akar 1 kilobazis
meérettd]l kimutathatok, am az eljaras viszonylag bonyolult és draga: a metafazis, interfazis kenethez sejttenyészet
kell, a detektalashoz pedig specialis sziir6kkel ellatott mikroszkop. Viszont diagnosztikailag megbizhatonak
tekintheté a modszer.

i

o 3 2-es kromoszomarol szarmazo darab
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7.17. abra: Kariotipizalas multicolor FISH festéssel: A 9. kromoszéman 2-es kromoszoma eredetii transzlokacio
figyelheté meg.

Példak oroklodo betegségekre

Az V véralvadasi faktor Leiden-mutacidja

A V (otés) faktor (FS5) a véralvadasi kaszkad egyik fehérjéje, mely mind a belsé- (intrinsic), mind a kiils6 (extrinsic)
uton beindult véralvadasi lancban szerepet jatszik. Ha a X faktor aktivalja az V faktort, akkor az beinditja a
protrombin trombinna valé alakuldsat, ami trombus képzodéshez vezet. Hogy a trombus képzddés kell6 idében
lealljon az aktivalt V faktort az aktivalt C fehérje (APC) hasitja.

Az V faktor trombofilia, melyet a hollandiai Leiden varosabol irtak le eldszor, egy genetikai eredetli véralvadasi
zavar. A véralvadasi zavar kivaltd oka, hogy az aktivalt V faktor ellendll az aktivalt C fehérje hasitasnak (7.78.
dbra). Az alvadast elésegitd faktorok bomlasanak lassulasa kovetkeztében a betegeknek fokozottan alvadékony a
vére, igy trombozisra — azaz vérrogképzodés okozta érelzarddasra — hajlamosak. A korképet el6idézo Leiden-
mutacié egy G— A misszensz pontmutacié az V faktor génjének 10. exonjaban, amely Arg—Gln cserét eredményez
egyikén talalhatd, igy ezen a ponton a fehérje képtelen az V faktort bontani. Ezaltal a Leiden- mutacios V faktor
bontésa tizszerte lassabban megy végbe, mint a normal, vad tipusu V faktor esetében. Ezért az V faktor mennyisége
ndvekszik a keringésben. Igy a magasabb trombin szint és egyéb aktivalt koagulacios faktorok miatt eldall egy
enyhe hiperkoagulabilis allapot. A betegnek pedig nagyobb valosziniséggel lesz mélyvénas trombozisa.

~— Endothal sajlek

Szdveti faktor (1), #
Vila, IXa, Xia, Xita alvadasi faktorok |~ {3

¥a fakior Saate Tll
Protaan o 4
-]

ETy

.
3
Y

—

Fotrsn —— Tt

- Fibknogan

7.18. dbra: Az V véralvadasi faktor szerepe a véralvadasban. Jelolések: fekete nyil: aktivalas, piros vional: inaktivalas,
TM: trombomodulin, APC: aktivalt protein C, PL: foszfolipid20

A Leiden-mutéci6 valoszintleg a XV. szazadi Eurdpaban jelent meg elészor. Elterjedésében segithetett, hogy a
kozépkorban még szelekcios eldnyt is jelenthetett: az akkoriban nem ritka véres dsszecsapasokban, haborikban a
gyors véralvadas életet menthetett. Az Oszman Birodalommal folytatott véres iitkozetekre gondolva nem csoda,
hogy a gén Magyarorszagon is gyakori, a mai magyar népesség 5-6%-a hordozza.

204z eredeti kép forrasa: NCBI, Coffee Break konyv Mutations and blood clots fejezete.
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A Leiden-mutaci6 autoszomalisan, recessziven 6roklédik?!. Heterozigocia esetén — a vad tipustt homozigotakhoz
képest — 6-8-szor nagyobb a trombozisvesz€ly. A Leiden-allélra homozigotaknal a trombozis veszély nyolcvanszor(!)
magasabb, mint a vad tipusii homozigotaknal. Mivel a Leiden-allél eléfordulasa elég gyakori a magyarorszagi
populaciokban — az 6roklés lehetoségeinek kiértékeléséhez — a beteg egyén szlirése mellett, sziikséges lehet a
sziilok tesztelése is. A trombozis veszélyt tovabb ndvelheti a terhesség illetve a fogamzasgatlok alkalmazasa is. A
génhiba jelenleg nem gydgyithat6. Leiden-mutacio esetén élethosszig tartd véralvadasgatld kezelésre lehet sziikség.

A Leiden-mutacio kimutatasa

Ha az embernek volt korabban mélyvénas trombdzisa, embolidja vagy a csaladjaban tobb trombdzisos eset is
eléfordult, indokolt egy Leiden-mutaciot kimutatod tesztet csinaltatnia. A mutaciot genetikai és biokémiai tesztekkel
is ki lehet mutatni. Biokémiai teszt segitségével kimutathatd a nagyobb APC rezisztencia szint, de ezt egyéb
mutaciok is okozhatjak. Genetikai teszttel pedig a konkrét mutacio is beazonosithatd, igy lehetévé valik a genetikai
tanacsadas.

ey

vett mintabol végzik, vagyis a komplett V faktor génnel dolgoznak, nem az mRNS-sel. Genetikai tesztet végezhetiink
példaul RFLP-vel. Ugyanis a Leiden mutacio pont elrontja az V faktor génjében talalhatd Mnil restrikcios enzim??
hasitohelyét. A Mnll egy érdekes restrikcios enzim, négy nukleotidot ismer fel: a CCTC-t vagy a GAGG-t, és ett6l
7 bazisparra hasitja a DNS-t. A Leiden-mutacié pont egy Mnll felismeréhelyen talalhato. Ha mutans a gén, akkor
Mnll emésztés utan ez a hasitohely egyben marad (7.19. dbra). igy a muticié meglétét vagy hidnyat a restrikcios
enzimmel torténd kezelés utani gélelekrtoforézis egyértelmiien mutatja.

Leiden mutacio

y

CTGGA CAGGCAAGGA ATACAG
Leu Asp Arg Glh Gly lle Gin

7.19. abra: A Leiden-mutéci6 helyén nem hasit az Mnll restrikcids enzim: A piros csikokkal jelolt adenin a Leiden-
mutaci6 (a vad tipusban guanin lenne). A bordo nyillal jeldlt hely lenne a vad tipusban az Mnll restrikcios enzim
felismerd helye, kis bordo haromszoggel jelolt pedig a hasito helye.

Az V faktor Leiden mutaciojanak kimutatasa allélspecifikus PCR
reakcidval

A genetikai teszttel torténd Leiden-mutacié kimutatasanak masik lehetséges modja az allél specifikus PCR. Hogy
a reakciohoz primereket tervezziink, meg kell talaljuk a mutacié pontos helyét az V faktor génjében. A mutacio
az érett fehérje 506. aminosavat érinti, mely pozicion a vad tipusra jellemzd arginin helyett a Leiden-mutansban
glutamin talalhat6. Kodonok szintjén az arginint kodolé CGA-bol lesz glutamint kédolé CAA, vagyis a mutacio
a masodik kodon poziciét érinti.

A mutacié az V faktor génjének 10. exonjaban taladlhatd. Hogy megtudjuk, pontosan hanyadik pozicion elébb
célszerli az mRNS-ben megkeresniink, hiszen ezt kdnnyebben 0ssze tudjuk illeszteni a fehérje szinten
rendelkezésiinkre allo pozicionalis informacidval. (Az NCBI OMIM adatbazisban megadott 1691. mRNS pozicid

crer

még nem tudtak pontosan, hogy hol kezdédik az étir(')dés.23) Mivel az NCBI adatbankban 1év6 mRNS-nek nevezett

2Ha a sziildk egyike heterozigota, akkor az utddok 50%-a heterozigota. Ha a sziil6k egyike homozigota, akkor az utddok 100%-a heterozigota.
Ha a sziilok mindegyike heterozigéta, akkor 25% az esély, hogy a Leiden allélra homozigota, 50%, hogy heterozigéta és 25%, hogy vad tipust
homozigota lesz az utdd.

22Az enzim a Moraxella nonliquefaciens baktériumbol szarmazik.

BKorabban a cDNS konyvtart (pl. majbol) izolalt mRNS-bdl készitették reverz transzkripcioval. Ehhez az mRNS-en 1év6 poliA szignalt
hasznaltak. Az oligo dT primer hozzakapcsolodik a poliA farokhoz. Ezt a részt (kettds szalu szakasz (mRNS és oligo dT)) felismeri a reverz
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szekvenciadk az egész atirddo régiot tartalmazzak, ezért a GenBank-ben talalhaté NM_000130-6s szamu mRNS

V4

230+ (505 x 3) + 1 = 1746

A képletben a 230 az érett peptid kezdete (nukleinsavban megadva). Az 505 a mutéci6 el6tti utols6 aminosav
helye, ezt a tripletek miatt szorozzuk hdrommal. A +1 pedig a 2. kodonpozici6 miatt sziikséges. A Leiden mutacio
tehat az 1746. mRNS pozicion talalhato.

Ha kimasoljuk az 1727-1746. pozicioig terjedd régiot — megjegyezve, hogy ennek a 20 hosszu oligonukleotid
régionak pont a végén talalhatdé a Leiden-mutacid esetleges helye — és ezt az oligonukleotidot megprobaljuk
azonositani (illeszteni) az emberi genomban talalhaté génszekvencian, akkor megtudhatjuk, hogy a Leiden-mutacio
az V faktor génjében a 36722. poziciot érintheti (lasd 7.20. abra).

kivagott mRNS darab 1 agcagatccctggacaggceg 20
EENRERERRERNRRRRRN
gen reészlet 36703 AGCAGATCCCTGGACAGGCE 36722

7.20. dbra: Leiden-mutéci6 az V faktor génjében

Ezek utan primereket kell tervezni az allélspecifikus PCR-hez erre a génrégiora. Az egyik primert ugy tervezziik,
hogy a 36722. pozici6 a primer 3' végén legyen (az 5' végen nem lenne annyira specifikus). Ebbdl a primerbél kell
egy vad és egy Leiden-mutans tipus is. A masik primer ett6l tetszéleges, 150-1000 bazisnyira helyezkedik el. Az
allélspecifikus PCR-t el6szor a vad tipusu, majd a mutans primerrel (és azonos parjukkal) végezziik el. Az eredményt
gélre vissziik (7.21. dbra). Ha csak a vad tipusu primerrel kaptunk eredményt, akkor a vizsgalt személy erre a
betegségre nézve egészséges volt; ha csak a mutans primerrel, akkor homozigéta Leiden-mutans; ha pedig mindkét
primerrel, akkor heterozigota.

a) b) c)

7.21. abra: A Leiden-mutaci6 kimutatasa PCR-rel. A gélelekrtoforézis eredmény rajza: a) egészséges minta; b)
Leiden homozigo6ta minta; ¢) heterozigota minta. W: vad tipusu primer; L: Leiden-mutaciés primer

Primer tervezés a Leiden-mutacié allélspecifikus PCR-rel torténé
kimutatasahoz

1. Internet bongész6 programban nyissuk meg az NCBI oldalat: www.ncbi.nlm.nih.gov. Az NCBI GenBankban
(Nucleotide) a coagulation factor V keres6szavak hasznalataval és a Homo sapiens sziikitéssel (jobb oldalon:
Top organisms) keressiik meg a megfeleld6 mRNS és genomi DNS (gén) rekordokat, és és nyissuk meg ket
kiilon lapokon: Homo sapiens coagulation factor V (proaccelerin, labile factor) (F5), mRNA; NM_000130Homo
sapiens coagulation factor V (proaccelerin, labile factor) (F5), RefSeqGene on chromosome 1, NG_011806

transzkriptaz és masol egy DNS szalat, amibdl a cDNS 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 kiszamoltak a Leiden-mutacio helyét nem
tartalmazta a valodi mRNS elejét. Ez volt az eredeti NCBI GenBank rekord, melynek az elejétol szamolva a mutaci6 az 1691. pozicioban volt.
Késobb, a Human Genom Program (és az mRNS-ek alaposabb vizsgalata) miatt kideriilt, hogy az igazi mRNS 56 nukleotiddal hosszabb, mint
az els6 idevagd GenBank rekord. A helyes valtozat (amelyiket most mar a genom program és mas kisérletek is megerdsitettek) esetében a
mutaci6 az 1746-os pozicidban van.

161

http:// www.renderx.com/



render

Bioinformatika — Genetikai betegségek megismerése és kimutatasa

. Az mRNS-ben keressiik meg az 1746. nukleotidot, jeldljiik ki ezt, és az el6tte 1évo 19 bazist. Az oligonukleotidot

masoljuk be egy text file-ba, és mentsiik el Mut place.fasta néven.

. A lementett Mut place.fasta file-bol hozzunk létre fasta szekvencia formatumot, ugy hogy az elejére irjunk

egy fejlécet: >Mut place. Utana sortorés (enter), és mentsiik le.

. A gén szekvenciat is mentsiik le fasta formatumban (jobbra fent: Download — FASTA), VFactor gene.fasta

néven.

. Az EMBOSS bioinformatikai programcsomag segitségével keressilk meg a génben azt a poziciot, melyet a

Leiden-mutacio érinthet: Nyissuk meg az EMBOSS online verziojat pl. a emboss.bioinformatics.nl honlapon.
A bal oldali meniiben talalhato ALIGNMENT LOCAL csoportbdl kattintsunk a wordmatch-re. 1. szekvencianak
toltsiik fel a Mut place fasta-t, 2-nak a VFactor_gene.fasta-t. A keresd sz6 hosszat (Word size) allitsuk 20-ra.
Az illesztés formajanak (4lignment format) az old EMBOSS format-ot valasszuk. Nyomjuk meg a run wordmatch
gombot. A kapott eredménybdl latszik, hogy a genomi szekvencidban a 36722. nukleotid a Leiden mutacio
helye.

. Nyissuk meg a Primer3Plus on-line primer-tervez0 programot a www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi webhelyrdl és toltsiik be a VFactor gene.fasta szekvenciat (7.22. abra).

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

b. Az altalanos beallitasok (General Settings) fiilnél irjunk be egy nagyobb — gélelekrtoforézissel konnyebben
kimutathatd — termék méretet (Product Size Ranges: 501-600). A primer-tervezés elinditisahoz nyomjuk
meg a Pick Primers gombot (z6ld gomb, jobb oldalon feliil).

c. A kapott alternativ eredmények koziil a program a legjobbat jeleniti meg a lap tetején. Nézziik meg, hogy a
két primer olvadaspontja mennyire tér el egymastol, illetve, hogy a megadott baloldali primer megfeleld-e.
Az oldalt legorgetve a szoftver kékkel kiemelve jelzi a szekvenciaban a bal- és sargaval a jobb primer helyét.
Tovabbi megfeleld primereket és statisztikat a lap aljan talalunk.

d. Ctrl+C billentytikkel masoljuk ki a jobb primer szekvenciajat (Right Primer I) a vagolapra. A < Back
gombbal menjiink vissza, és menjiink a féablakba (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 el6hivott bongészo-keresdablakba, és iissiink entert.
Hogy a Leiden-mutacionak megfelelé primerek olvadasi hdmérsékletét is megtudjuk, a gén szekvenciaban
megtalalt oligonukleotid elsé bazisat és a bal primer elsé bazisat valtoztassuk G-rél, A-ra és nyomjuk meg
a Pick Primers gombot.
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PrimerdManager Help
Primer3Plus

plck primers from a DNA sequence Abaut Source Code
Tagks (Befection [~ Srcramy tonmets md frndetfecinded pouans o v peciod, IRESIPERINER) | Reset Form

Main General Settings Addvanced Settings Imternal Oligo Penalty Weights
Sequence Quality

Sequence 1d

Paste source sequence below O upload sequoence file: Tailaras Upload File

TR A5 AGGAGGACGCT

Mark selected region: | <> [} {1 Cear Save SCquEndce

Excloded Regions = >

Tamgeis: I 1

Included Region: { }

& Pick left primoer Pick hybridization probe M Pick right primer or use right

or use laft primer below. (internal oligo) or use oligo below.  primer
balow (53" on opposite strand).

7.22. abra: A Primer3Plus szoftver kezel6felillete

Y kromoszéoma mikrodelécio

A WHO?* felmérése szerint a reproduktiv korban 1évé parok 15-20%-a medddnek tekinthetd, vagyis esetiikben
két évi probalkozas utan sem jon létre terhesség. A medddség nem csak a n6k betegsége, az esetek kb. 40-50%-
aban a férfi felelds a gyermektelenségért. A kutatok minden ilyen esetben megprobaljak meghatarozni a spermium
képzés rendellenességének okat. Fiziologiai okok hidnyaban felmeriil a genetikai rendellenesség lehetosége. A
nemi kromoszémak szambeli eltérésén kiviil, az Y kromoszoma szerkezeti rendellenességei is okozhatjak a zavart.
Az 'Y kromoszéma nem szerkezeti sajatossagabol adéddan relativ gyakran fordulnak el6 rajta hosszabb-révidebb
DNS szakaszt érint6 deléciok. Amennyiben ezek a deléciok az ugynevezett AZF (AZF: Azoospermia25 Faktor,
7.23. abra) régidkra esnek, a himivarsejt képzés zavart szenved. Az AZF régiokat AZFa, AZFb, AZFc és proximdlis
AZFc vagy AZFd-nek nevezik, melyek az Y kromoszéma hosszu karjan, a 23. abran lathaté médon helyezkednek
el. A spermatogenezisben fontos szerepet jatszo géneket (pl. a DAZ = Deleted in Azoospermia gén) tartalmazo a
AZF régiok részleges, vagy teljes hianya kovetkeztében a himivarsejtek termelddése és érése kiilonbozé mértékben
karosodik. Ugyan az itt talalhaté gének pontos szerepe még nem ismert, az infertilis (meddo) férfiak 7-15%-ban,
mig az azoospermias férfiak 70-80%-ban talaltak deléciot valamely AZF régioban. Az AZFarégio delécidja esetén
apaciensek 75 %-anal Sertoli cell only szindréma, 25 %-anal parcialis érési gatlas figyelhetd meg. Az ilyen betegek
nem, vagy csak csokkent mértékben képesek egészséges spermiumokat létrehozni. Az AZFb és AZFc régiok
delécioja esetén azoospermia vagy oligozoospermia (csokkent a spermium termelés) figyelhetd meg. Az AZFd
hianya esetén az azoospermiatdl kezdve az abnormalis morfologiaval tarsuld normospermias allapotig szamos
varians kialakulhat. A t6bb AZF régiot érintd deléciok sulyosabb tiinetekkel jarnak.

Az asszisztalt reprodukciot igénybevevok betegeknél (vagyis a lombik-bébi programban résztvevoknél) a mutaciod
atorokithetd. A nem mozaikos Y kromoszéma mikrodeléciot hordozo férfiak fiai a mutaciot az esetek 100%-aban
oroklik. A parnak ajanlatos genetikai tandcsadason részt venni. Az'Y mikrodeléciot hordozo apak, valamint a nem
tisztazott okok miatt infertilis apék fiait is vizsgalni kell.

24World Health Organization
25 Azoospermia: a spermium termelés hinya.
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7.23. abra: Az Y kromoszoma mikrodelécioi

Y kromoszodma mikrodelécio kimutatasa

Az Y kromoszéma mikrodelécié vizsgalatat minden azoospermias beteg esetében, valamint a férfi infertilitasa
miatt in vitro fertilizaciora jelentkezd parok férfi tagjanal ajanlott elvégezni. A vizsgalat soran szajnyalkahartyabol
vett mintabol az AZFa, -b és -c régiok ismert szekvencidju részeit amplifikaljak multiplex PCR moédszerrel. Az
ismert szekvenciakat tobb fiiggetlen STS hely jelenti. Az STS-ek jelenléte vagy hianya egyértelmiien bizonyitja
mikrodelécio, mely a medddséget megmagyarazza, illetve ha van, akkor melyik AZF régiot érinti. Vagyis, ha az
amplifikacio sikertelen, igazolhatd az adott régiot érintd mikrodelécio. Attol fliggben, hogy a delécidé milyen
terjedelmii, és melyik AZF régiora esik, a himivarsejtképzddés kiilonbozo mértékben lehet karosodott, s ennek
megfelelden kiilonféle megoldasok léteznek arra, hogy a medddséget orvosoljak. Ha delécié kimutathato,
elkeriilhetdk a felesleges miitéti beavatkozasok, gyogyszeres kezelések.

A multiplex PCR reakcidt ugy tervezziik meg, hogy azzal kimutathatd legyen az AZFa, -b és -c régo, az SRY
(tesztisz meghatarozo faktor) és a ZFX (Zink Finger protein) gén. Az AZF régiokban a kovetkezd STS-eket
vizsgalhatjuk: AZFa: SY84, SY86; AZFb: SY127, SY134; AZFc: SY254, SY255 (mindkettd a DAZ, Deleted in
Azoospermia génben van). Ezen STS markerekkel, multiplex PCR segitségével a 3 régio valamelyikére szlikithetd
a delécid és tovabbi STS markerek hasznalhatok a région beliili delécid térképezéséhez. Minden STS markerre
primert terveziink (vagy készen vessziik). Az SRY gén a harom AZF région kiviil talalhato, ezt belsé DNS
kontrollként alkalmazzuk, amely azt igazolja, hogy egyaltalan volt Y kromoszéma a mintdban. A ZFX egy az X
kromoszdmara jellemz6 gén. Pozitiv kiils6 kontrollnak egy fertilis férfi DNS-ét analizaljuk. Negativ kontrollként
pedig egy n6 DNS-ét (melyen biztosan megtalalhaté a ZFX régio), illetve egy DNS nélkiili mintat hasznalunk.
Egy minta akkor tekinthetd pozitivnak egy adott STS-re nézve, ha a PCR termék — a ra jellemzd méretnek megfeleld
helyen — jelen van az agardz gélen (7.24. abra, 1. tablazat).
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7.24. abra: Y kromoszoma mikrodelécié két multiplex PCR vizsgalati eredményei: Mintak: 1.: méret marker; 2.:
viz; 3.: n6; 4.: egészséges férfi; 5.: férfi, hianyzo AZFb régioval; 6.: férfi, hidnyzo AZFc régi(’)val.26 Tovabbi
magyarazatot lasd az 1. tablazatban.

1. tablazat: Magyarazat a 24. abrahoz

Abra Régié STS hossz (NT)
Lalla ZFX 4 495
LbILb SRY GDB: 309125 472

I.c AZFc sY254 400
Id AZFa sY84 320
Le AZFb sY127 274
II. f AZFa sY86 326
. g AZFb sY134 301
II.h AZFc sY255 126

26Az eredeti abra 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. Int. J. Androl.22: 292-299.
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