(1) A nukleinsavak alkoto elemei, a nukleotidok
és a polinukleotid-lancok els6dleges
szerkezete, polaritasa.

Harom Osszetevo: nitrogéntartalmu bazis,
cukormolekula, foszfatcsoport. Bazis lehet purin v.

o

pirimidin gytris. Cukor riboz v. dezoxiribdz.

Nukleotidok sorrendjét mindig 5->3" iranyba irjuk fel.
Ha a nukleozidhoz észterkotéssel egy foszfatmolekula
kapcsolddik nukleotidnak nevezziik. Ezekbdl allnak
Ossze a polinukleotidok. Gerinciiket a 3'->5
foszfodiészter kotések adjak.

Polaritast az 5'->3" vagy ezzel ellentétes lefutas adja.
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(2) A nukleinsavak masodlagos és harmadlagos
szerkezete. A DNS denaturaciéja, a
hibridizacio.

Elsédleges szerkezet a két polinukleotid lanc,
masodlagos a H-hidakkal &sszekapcsolt hélix.
Legstabilabb a B-forma. Két helikalis polinukleotidlanc
kozos tengely koriil. Egyik lanc 5'->3’, masik forditott
lefutasti, cukor-foszfat gerinc néz kifelé, bazisok befelé.
A-T két hidrogénkétéssel, G-C harom hidrogénkdotéssel.
Arkok szerepe a fehérjék kotédésében van.

Harmadlagos szerkezet a pozitiv és negativ
szupertekercs.

Denaturaciokor hé hatasara a két komplementer szal
szétvalik. Olvadaspont amikor a DNS molekuldk 50%-
a egyszala.

Hibridizaciokor hiités hatasara két egyszala DNS 4j
kétszaltt DNS-t vagy DNS-RNS-t hozhat létre.

(3 A gén, a pozitiv (kédold) és negativ
(antisense) DNS szal fogalma. A prokariota,
az eukariéta és a virus genom
Osszehasonlitasa.

Gén: funkciéval rendelkez6 molekulat koédolo
nukleinsav szakasz. DNS két 0sszeill6 komplementer
szal  kozil  egyikr6l  torténik  DNS  atiras
(transzkripcional mRNSre) az antisense szalrdl, masik a
sense. Antisense 3’->5" lefutasy, sense 5'->3" lefutasu.

Prokaridta genom: Egyetlen kor alakit DNS molekula és
plazmid (fakultativ), szinte csak kddold szekvenciakbdl
all.

Eukaridta: Sejtmagban talalhaté, kromoszémaba
tomoriilnek, tobb linedris kettésszaliu magi DNS és
cirkularis mitokondrialis DNS.

Virus: Valtozatos genetikai anyaga lehet DNS v. RNS.

(4) Az eukariota genom elemei, kodold, nem
kodolg, egyedi és ismétl6do szekvenciak.

Nem kodolé: Eukaridtdk genomja atlag 20-50%-ot
tartalmaz. Sem fehérje, sem RNS kodolasaért nem felel.

Egyedi szekvenciakon beliill nem ismétlé6dé DNS és
nem is kodolo, intronok, fehérje kddold régiok.

Ismétléd6 szekvenciak: Pl. tandem, ilyen gének
termékeib6l (tRNA,rRNS) nagy mennyiségre van
sziikség, ezért egymas kovetd sorozatot alkotnak ->
ismétlédések szama egyénre jellemz6 ,genetikai
ujjlenyomat”. Masik a transzpozonok (mobilis
genetikai elemek)LINE,SINE. szatellit, mikroszatellit,
miniszatellit, telomer(linearis DNS rovidiilése ellen
véd).

(5) Az eukariota kromoszoma szervezddése, a
ploiditas, a triszomia.

DNS kettdsspiral 200 bazisparonként feltekeredik egy-
egy fehérje magra -> nukleoszomak. Ez spiralisan
feltekeredik -> szolenoid strukttara. Ez hurkot alkot,
még egyszer feltekeredik -> kromoszéma. Hiszton,
DNS kozott elektrosztatikus kotédés.

DNS molekula interfazisban kromoszoma, mitézis pro
és metafazisban kromatida. Része telomer, centomer.

Ploiditas: A kromoszoma készletek szama egy sejtben.
Monoploid: 1 kromoszémakészlet. Diploid: 2
kromoszdmakészlet lanyai+lapai=2*n db kromoszdma.
Triploid: novények.

Aneuploiditds ha kromoszémak szidma nem n
tobbszordse. Trioszéma: egy kromoszémabdl harom
van.



(6) A DNS replikacidjanak elve, a DNS-
polimerazok altalanos tulajdonsagai, a
replikaciés villa, az Okazaki fragmentumok, a
gap és anick fogalma, a DNS-ligazok. A DNS-
topoizomerazok.

DNS szemikonzervativan replikalddik, egyik lanca
eredeti, masik teljesen 4j. Nukleinsavak szintézisét a
polimerazok végzik. n egység + NTP = n+1 + PP. Az 4j
nukleotid 5" csatlakozik a polinukleotid 3" OH-hoz.

POLIMERAZOK MINTA EGYEB

DNS-dependens-DNS-polimerdzok  DNS UJ NUKLEOTIDOT CSAK
MEGLEVO LANCHOZ KEPESEK
KAPCSOLNI:
INDITOT, PRIMERT
IGENYELNEK

RNS-dependens-DNS-polimerdzok ~ RNS EUKARIOTA TELOMERAZ,

A RETROVIRUSOK
REVERZ TRANSZKRIPTAZA
INDITQT, PRIMERT
TGENYELNEK

DNS-dependens-RNS-polimerdzok  DNS

RNS-dependens-RNS-polimerdzok  RNS RNS VIRUSOK ENZIME

RNS LACHOZ KAPCSOL

Poli-A-polimerdz (RNS-polimerdz) nincs
ADENIN NUKLEOTIDOKAT

A DNS replikacio a két lanc szétvalasztasaval kezddik.
Kialakul 2 db replikdcids villa és a replikaciés buborék.
A primdz (DNSdep,RNSpol) RNS primazt készit. A
villa  haladasi, nyilasi  irdnyaval  azonosan
szintetizalodik a vezetd lanc (DNS-polimeraz altal).
Masik iranyban tjabb és tjabb primerekre van sziikség,

lancdarabok jonnek létre (Okazaki-fragmentumok).

Primer eltavolitasa utan a DNS-ligazok megsziintetik a
nicket  (Prokaridta =~ NAD+,  EUkariota  ATP
hidrolizisével).

Topoizomeraz I: Egyik DNS szdlat elvagja, majd
Ujraegyesit, pozitiv szupertekercset lazit energia nélkiil.

Topoizomeraz II: Mindkét szal elvagasaval negativ
szupertekercset hoz létre ATP hidrolizisével.

7) A cirkularis
replikdciéjanak menete, a prokariota DNS-

prokariota genom

polimerazok. A plazmidok.

Replikacié specidlis OriC szekvencidnadl kezdddik,
innen mindkét irdnyban halad. A lancok szétvalasaval
pozitiv szupertekercs tekercsel6dik.

polimeraz | polimeraz Il | polimerazlil
v (nukleotid / s) 16-20 2-5 250-1000
3’ exonukleaz
aktivitds * * *
5’ exonukleaz .
aktivitas ) i
processzivitas
(nukleotid / 3-200 10.000 500.000
akcio)

RNS primer

kicserélése, DNS
Funkcié DNs Srgil?('i? replikdcié

hibajavitas parts fé enzime

Inditas: Topoiz.ll negativ szupertekercs -> dnaA protein
oriC-n elinditja a repliszéma kialakulasat -> dnaB
protein széttekeri a DNS kettésszalat -> dnaC protein
segiti a primer szintézisének inditasat -> primaz(dnaG)
dnaB és dnaC-vel DNS-hez kotédik ez a primoszéma.

A polimeraz III sok alegységbdl allé holoenzim és
egyszerre szintetizalja a vezetd és kovetd szalat.
Elakadasakor DNSpol I eltavolitia az RNS primert.
DNS-ligaz Osszekapcsolj az 5° 3’ véget, megsziinik a
nick.

Plazmid nem feltétleniil 1étez6 kromoszomatol
fliggetleniil replikaldédni képes F-faktor, antibiotikum
rezisztencia faktor, mérget kddold gén.

(8) A DNS replikacidjanak menete eukariota
sejtekben, az eukariéta DNS-polimerazok. A
telomeraz miikddése és jelentsége.

Eukariéta DNS polimerazoknak nincs exonukledz
aktivitasuk, Polimerazok:

o A késlekedd szdl szintézise, hidnyzé
DNS szakasz pétlasa

) Vezetd lanc szintézise

€ RNS primerek cseréje, hibajavitas
B DNS hibajavitas

Y A mitokondridlis DNS szintézise

Két folyamat hasonlo, de itt van sejtmag, replikacid
szamos startponton indul (replikator szekvencia),
Okazaki fragmentumok rovidebbek.

Replikator szekvenciahoz ORC komplex (Origin
recognition complex) tud kotédni. RNS primereket
RNAz H endonukledz darabolja fel. A késlekedd lanc 5’
végén DNS polimeraz nem tud szintetizalni, mert csak
5’->3’ iranyba tud, DNS-ligaz megsziinteti a nickeket,
de az 5 még mindig révidebb. Telomeraz illeszkedik a
telomer szekvencidhoz és TTAGGG szekvenciakkal
meghosszabitja, ezutan mar primaz utan DNS
polimeraz ki tudja egésziteni a lancot.



(9) A DNS replikacio hibajavitd mechanizmusai
prokariotakban és eukaridtakban.

Bazis kivagason alapuld, az idegen bazisokat (uracil,
hipoxantin, xantin) a DNS-glikozid4z enzim kivagja és
csak  dezoxiriboz-foszfat marad. Ezt egy AP
endonukledz kivagja GAP jon létre. Prokaridtakban
DNS polimeraz I, emberben DNS polimeraz {3 kipotolja,
majd DNS-ligdz megsziineti a nicket (foszfatészter
kotés hianya).

UV sugarzas hatasara két egymas melletti pirimidin
bazisok szénatomjai kozott kovalens kotés alakulhat
ki.(pl: Timin dimér). Nukleotid kivagason alapuld
repair EU és PROban is mukodik: UV specifikus
endonukledz kivagja a sériilt nukleotidokat, DNS
polimeraz Kkitolti a hianyz6 szakaszt, DNS-ligaz
megsziinteti a nicket. Kozvetlen repair csak
prokariotakban, egy kék fény hatasara aktivalédo
enzimmel, mely elvagja a kovalens kotéseket.

Mismatch (nem komplementer bazis) esetén:
Prokariotakban a sziil6i lanc metilalodik bizonyos
pozicidkban, az 1j lanc azonban csak késdbb.
Eukariétadkban nincs metildcid, helyette a Mut S protein
felismeri a mismatcht a Mut H és Mut L fehérjék
megkeresik a legkozelebbi nicket, endonukleaz kivagja
a szakaszt, majd DNS-polimeraz és ligaz kipotolja.

(10) A DNS karosodas, a replikacids hiba és a
mutacié fogalma. A nukleotidok
leggyakoribb kémiai karosodasai. A timin
jelentésége a DNS-ben. A DNS karosodasok
javité mechanizmusai.

DNS maradandé megvaltozasa a sejt életét
veszélyezteti, mert a genetikai informacio végleg
megvaltozik. DNS hibat okozhatjdk: UV(timin-
dimérek), radioaktiv sugarzas(dezaminacio), mutagén
vegyliletek, spontan folyamatok, ritkan DNS-polimeraz
hibaja. Repair rendszereknek koszonhetben 1 hiba lesz
permanens 1000bdl.

Mutécié: A permanens, replikdcidéig ki nem javitott
hiba. Mutaciok nagy része un. csendes mutacid, mert
vagy nem koédolo teriileten érint, vagy nem jar
aminosav cserével.

Depurinizacié: Adenin és guanin bazisok hidrolizalnak
(leszakadnak). Atlagos emberi sejtben 104-szer naponta.

Dezaminacio: Bazisok megvaltozasa
adenin->hipoxantin esetén komplementer lancon timin

helyett citozin épiil be, guanin->xantin,

citozin->uracil esetén komplementer lancon guanin
helyett adenin épiil be. Ha DNS uracilt tartalmazna a
repair rendszer nem tudna kiilonbséget tenni rendes
uracil és a citozin dezamindciojabol késziilt kozott, ezért
van a DNS-ben timin.

Timin dimérek, Delécio (nukleotid elvesztése), Inzercid
(nukleotid beépiilése), lanctorések.

(11) A pontmutacidk tipusai, a kddolé régidkat
érint6 pontmutacidk kovetkezményei, a
szupresszor mutacid. Az Ames proba.

Pontmutacio: 1db bazispar cseréje a DNS lancban.
Helyettesités:

pirimidin — pirimidin
purin ——— purin

A, tranzicio:

B, transzverzio: pirimidin «— purin

(DNS polimerazok okozzik)
Kereteltolodassal jaré mutacié (frame-shift):
A, delécio: egy nukleotid-par kiesése

B, inzercio: egy extra nukleotid-par beépiilé

Vluticié < 1% < SNP = single nucleotide polymorphism

Ha exon részben torténik pontmutacio lehet samesense
(azonos aminosavat kddol), missense (masikat),
nonszensz (stop kodon, ez durva fehérje, enzim sériilés)

Delécio hatasara a pontmutaciotol balra eltolodik a
szekvencia, teljesen megvaltozik az aminosav sorrend.

Inzerciénal 1j nukleotid beépiil, jobbra tolja a
szekvenciat, innen az amminosav sorrend teljesen
megyvaltozik.

Ames teszt: Vizsgdljuk, hogy mennyi szupresszor
mutaciot (egy mdsodik mutacio, mely funkcionalisan
helyreallitia az els6 hatasat) okoz a vegyiilet. Olcso

eljaras, mellyel megbecsiilhetd egy
mutagén/karcinogén  vegyiilet  hatasa.  Eljaras

Salmonella baktérium torzset hasznal, melynek
hisztidinre van sziiksége a novekedéshez, ugyanis a
hisztidin szintéziséért felelds génjét pontmutacioval
inaktivaltdak. A  vizsgalt vegyiilet a hisztidin
szintéziséért felel6s génben egy szuppresszor mutaciot
okozhat, melynek hatdsara a baktériumnak ezen tul
nem lesz sziiksége kiils6 hisztidinre a ndvekedéshez.



(12)A prokaridta transzkripcios egység, a
promoter és funkciodja, a konstitutiv gének, a
transzkripci6 menete prokariétikban, a
prokariota mRNS szerkezete.

Transzkripcié: Eredmény mas tipusi nukleinsav
azonos tartalommal.

Pozitiv (+), kédolé
DNS-léanc, melynek szekvencidja
azonos a képzddé RNS-ével
(a T-U helyettesitést
nem szdmitva)

Kettésszdld DNS
3’1’«(’ ‘“’I{
s LNUPLLY

o ATRATR. AT 3
TOOW

Negativ (-), nem kodold, N\ 1y, 3 Al .
minta DNS-ldnc YA o
S i 3‘
£ A transzkripcié irdnya:
RNS 5’ " a minta DNS olvasdsa 3'-5' irényban

az RNS szintézise 5'-3' irdnyban

A DNSdependens-RNSpolimeraz nem igényel primert,
nincs 3'->5 exonukledz hibajavité aktivitasa. Atiras
iranya génenként valtozo.

A o faktor a promoter régidt felismerve pozicionalja az
RNS polimerazt. RNS polimeraz a DNShez kétédve
13bp hosszan felnyitja azt -> transzkripcids buborék.
Keletkezé6 RNS vége elhagyja a polimeraz komplexet,
buborék elmozdul a DNS szalon. Termindcié torténhet
rho faktor (fehérje) nélkiil, a palindrom szekvencia
Osszetapadva hajttit képez és gyenge A (dezoxi-
adenilat)-U (uridilat)-nal kotésnél kiszakad. Rho
faktorral is kialakul a hajt(i, de nincs U ismétlédés.

Prokariota mRNS-e naszcens allapotban alkalmas arra,
hogy fehérjék termel&djenek segitségiikkel.

Konstitutiv gén: Atiras gyakorisagat csak a promoter
erlssége szabdlyozza, minél jobban hasonlit a
konszenzus szekvencidra annal konyebben ismeri fel a
o faktor.

(13) Az operon fogalma, a prokariota transzkripcio
negativ és pozitiv szabalyozasa a lac-operon
példajan.

Az operon egy promoterhez tartozd transzkripcids
egység, amely egy adott funkciohoz sziikséges minden
fehérje génjét tartalmazza.

Operator: Promoter utana cisz-regulacios elem, ehhez
kotédik a represszor fehérje, amelyet kodolo gén
,tavoli”  transz-regulaciés.  Represszor  fehérje
akadalyozza az RNS polimerdz miikodését.

lac-operon kettds szabalyozas alatt all: gliikdz és laktdz
mennyisége hatarozza meg a transzkripciéo mértékét.
Ha nincs laktéz akkor a represszor az operatorhoz
kotoédik igy nincs atiras (nem keletkeznek lakt6z bontd
enzimek). Ha van lakt6z, de van gliikdz is, akkor a lac-
operon promotere gyenge, nem tudja magahoz
,csalogatni” az RNS polimerdzt. Ha van laktéz, de
nincs gliikéz, akkor a gliikéz hiany miatt ciklukus AMP
CAP-n keresztiil aktivalja a transzkripciot.

(14)Az  eukariota gének  szerkezete, a
transzkripcidos egység, az eukariota RNS-
polimerazok. Az eukariota mRNS szerkezete,
az 5’ - Cap, a 3’ — poliA farok kialakulasa.

Eukariétakban az informacié szakaszosan van tarolva.
Az informaciot nem tarold részeknek (intronok) ki kell
vagodniuk (splicing). A splicingot iranyité konszenzus
szekvenciak (3db) az intronban talalhatok.

Transzkripcids buborék ugyanaz mint prokariotaknal
(dbra), azonban eukariotdban a sejtmagban zajlik,
transzkripcid utan pre-RNS keletkezik, melynek még a
sejtmagban érnie kell, majd onnan kijutnia és csak
transzport utan tud a transzlacié végbemenni.

RNS | szintetizalt RNS érett RNS termék | a-amanitin hatasa

pol

I nagy rRNS-kezdemény | 285,185¢és 58S | nem gdtol

rRNS-ek

II | hnRNS-ek mRNS -ek nagyon kis
pri-miRNS miRNS koncentrdcidban
snRNS-ek snRNS-ek gdtol

III |55 rRNS-kezdemény 55 rRNS magasabb
tRNS-kezdemények tRNS-ek kgncen‘rréciébcn
SnRNS U6 snRNS gétol
egyéb

Pre-mRNS 5" végére(egy v. két 2'metil nukleotid) 7-
metil guanilat csatlakozik hdrom foszfatcsoporton
keresztiil, ez a ,sapka” véd az exonukleazok ellen. Ez a
folyamat mar a transzkripcié soran megkezdo6dik.

Transzkripcio utan a 3’ végébdl levagddik egy rovidebb
szakasz, amihez ATP-k segitségével poli-adenilat farok
csatlakozik.

(15) Az eukariéta mRNS splicing mechanizmusa,
lehetdségei és eredménye. A miRNS
szintézise, szerepe a
szabalyozasaban.

génexpresszio

Az intron k6zéps6 szekvencidjaban talalhato adenilat 2’
OH csoportjaval betdmad az intron els6 nukleotidjanak
5 foszfatjara, ez igy kiszakad. Az exon szabadon
maradt 3° OH csoportja tAmadja be a kdvetkez6 exon
elsé nukleotidjanak 5 foszfatjat. A kotés létrejottekor a
lasszé alakt intron kivagdédik. A folyamat a
spliceoszoma nevii enzimkomplex segitségével folyik.

El6fordulhat, hogy néhany exon intronokkal egyiitt
kivagédik, igy mas fehérje is kifejez6dhet (alternativ
splicing). Spodrolast jelent a sziikséges gének szamaban.

miRNS képzSédhet szabélyos transzkripcioval vagy
intronbol. RNS-ek sajat magukkal bazisparosodhatnak
(ez a pri-miRNS). Ez a sejtmagon beliil érik, majd kijut,
ennek a pre-miRNS-nek levagja a Dicer a hajtti alaku
hurkat. Ez a rovid dupla szalad RNS tobb fehérjével
egylitt enzimkomplexé &ll Ossze, egyik szala
ledisszocidl (utas szal), megmaradd rész a RISC. A
miRNS vezeti célhoz a RISCet, ami hasithat
komplementer szekvencianal, transzlaciot gatolhat,
deCapitalast végezhet.



(16) A transzkripcid szabalyozasa eukariotakban.
Altalanos (obligat) és specifikus
(génszelektiv) transzkripcidos faktorok, a
hisztonok acetilacidjanak jelentésége. A magi
receptorok csaladjaba tartozé transzkripcios
faktorok.Hianyos!

A transzkripcids faktorok kozvetleniil kotédnek a DNS
promoter, enchancer vagy gatl6 szakaszahoz, de a tavol
1év6 géneken szintetizalddnak (ezért transz). Tehat
transzkripcids faktornak minimum rendelkeznie kell
egy DNS-kot6 és  egy  transzaktivacios/gatld
fehérjedoménnel.

TATA-Bindig protein nem specifikus.

DNS felismerd részek: Hélix-kanyar-hélix, Hélix-
hurok-hélix , Cinkujj, Leucincipzar

Transzkripcios faktorok kozvetve vagy kozvetleniil
acetilalhatjdk vagy deacetilalhatjdk a hisztonfehérjéket
(DNS-t  veszik koriil specidlis szerkezetben). Ha
acetilaljak a hisztonokat (HiszonAcetil-transzferazzal),
akkor gyengitik a DNS koté képességiiket eztaltal
enzimek konyebben hozzaférnek, génkifejezédés
fokozédik. Ha  acetilcsoportokat  eltavolitanak
(Hisztondeacetilazzal), akkor kotédés er6sodik, ezaltal
csokken a génkifejezddés.

Extracellularis jelként funkcionalé endogén hidroféb
ligandok receptorai is transzkripciés faktorok,
amelyeket magi receptoroknak neveziink. Ilyen
ligandok lehetnek a szteroid tipust Osztrogén wv.
progreszteron, melyek a citoplazmaban keriilnek a
receptorra. A tiroid szerti, nem szteroidok pedig ligand
nélkiil is a DNS-hez tudnak kotni.

(17)A tRNS és az rRNS szerkezete,
transzkripcidja és érése eukariotakban, a
nukleolusz. A prokariéta és eukariota
riboszomak szerkezete és kotShelyei.

tRNS: tolmadcs, stabil térszerkezettel rendelkezik. Szara
kot egy aminosavat, egyik hurka antikodona a
megfelel$ mRNS kodonjanak. Els6dleges
transzkriptumbol vagodik ki a tRNS és rRNS. rRNS érés
soran metilalédik, tRNS 3’ végére pedig felkeriil a CCA
nukleotid harmas.

Ide kapesolédik
az aminosav
oH— |

észterkatéssel

Akceptor kar
Dihidrouridin

Variabilis
hurok

Antikodon

A polipeptidlanc szintézisének helyszine a ribdszoma,
mely rRNSDbGI és fehérjébdl épiil fel. Két alegységbdl all
(kis, nagy). Kis egységen mRNS felismerése a nagy
alegység csatlakozasa el6tt. Dekddold centrum
kialakitdsa ahol kodon, antikodon illeszkedés torténik.
Nagy alegységen a peptidil-transzferaz centrum alakul
ki, ahol a peptidkdtés 1étrejon.

A RIBOSZOMA

it Hosszabodé
Ures tRNS polipetidldnc
az EXIT

helyrél Peptidil-transzferaz
centrum
\% \ tRNS egy (j
e aminosavval

Dekéddolé centrum
E: Exit hely
P: Peptidil-tRNS hely
A: Aminoacil-tRNS hely

| A riboszéma mozgdsa —

Az rRNS szintézise és a riboszémak Osszeszerelése a
sejtmag  specidlis  teriiletén a  nukleoluszban
(sejtmagvacska) torténik. Prokariotaban a transzkripcio
és transzlacié szimultan, mig eukariotaban a két
folyamat id6ben és térben is elvalasztva.

(18) A kodszotar, az aminoacil-tRNS szintetazok, a
kodon-antikodon kapcsolat, a 1otydgés
biolagiai jelentGsége.

Négy féle nukleotid és 20 aminosav. Harom nukleotid

kédol egy aminosavat (ez egy kodon).

START )
1. 2. 3 4 uToLs6
AA AA AA AA STOP

AA
5'NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNS'

\ J
Y

) OLVASASI KERET:
A POLIPEPTIDLAC AMINOSAVAILT (AA) KODOLO SZAKASZ AZ mRNS-BEN,
A START KODON ELSO NUKLEOTIDJATOL A STOP KODONIG

A genetikai kéd kevés kivétellel minden foldi
élélényben ua. jelenti. Olvasasi keret els6 (START)
kodonja mindig metionint kodolé AUG. Harom kodon
nonsense, ezek a STOP kodonok. A genetikai kod
degeneralt (redundans). Az ilyen kodonok
leggyakrabban csak a 3. nukleotidban térnek el és
azonos vazuak, mutaciokkal szembeni ellenallast novel.
Tovabba van kapcsolat az aminosavak és az Oket
kédold kodonok kozott kémiai tulajdonsagban, ez is
mutaciok ellen kedvezé.

Az antikodon 1. nukleotidja nem feltétleniil teljesen
komplementer (l6tyogés) a felismert kodon 3.
nukleotidjaval (csak 31-41 tRNS fajtol fiiggben a 61
kodonra). Azonban egy adott tRNS altal felismert
kiilénb6z6 kodonok ugyanazt az aminosavat kodoljak.

Aminoacil-tRNS-szintetazokbdl aminosavak szamaval
egyez6 20db van egy sejtben, élovilag egyik
legspecifikusabb enzimei. Aminosav tRNS-ra valo
kapcsolddasat katalizalja egy ATP felhasznaldsaval.
Egyetlen kodon, melyhez két tRNS tartozik az AUG.
Mert meg kell kiilonbozteti START és lanckozi kodont.



(19) A transzlacio inicidcios szakasza

prokariotakban és eukariotakban.

Prokariotakban: Iniciacios faktor IF1 lefedi az A-hely
(aminosavhely) kezdeményt, IF3 akadalyozza a
riboszoma nagy alegységének csatlakozasat. A kis
alegység komplementer az mRNS 5 purin gazdag
régidjaval, pozicionalja a START AUG kodont a P-hely
(peptidhely) kezdeményhez. Az IF2 GTP-t kotve
szallitja az inicidtor Met-tRNS-t a P-hely kezdeményre.
Ezutan csatlakozik a nagy alegység, IF2 hidrolizdlja a
GTP-t, minden IF levalik, kialakulnak a funkcionalis E,
P, A-helyek.

Eukaridtakban: mRNS nélkiil csak az elF2 képes
csatlakozni a kis alegységhez, ami Met-tRNS-t szallit
GTP-vel, igy létrejon a 43S iniciaciés komplex. Az elF4E
felismeri az mRNS 5 Cap-et, igy létrejon a sapka
komplex. A két komplex 5-3’ iranyban mozogva
megkeresi és a P-hely kezdeményre illeszti a START
AUG kodont (scanning). Ehhez az aktiv folyamathoz
ATP hidrolizise adja az energiat. A nagy alegységet
elF5B  GTP kot fehérje szdllitja, eIF2, eIF5B
hidrolizaljak GTPiket, iniciacids faktorok disszocialnak,
indulhat az elongacio.

(20) A transzlacio elongacids szakasza, terminalas.
A fehérjeszintézis gatloszerei.

Az EF-TU GTP koté fehérje (elongacios faktor) a
kovetkez6 aminosavval rendelkez6 tRNSt szallitja az A-
helyre. A GTP hidrolizélasa id6t ad a helyes kodon-
antikodon illeszkedés kialakulasahoz, ellendrzéséhez.
Az EF-TU levalik, EF-TS GDP-t GTP-re cseréli, igy EF-
TU gjabb t6ltott tRNS-t kereshet. A peptidil-transzferaz
centrum a nagy alegységen atveszi a P helyen 1év6
aminoacil-tRNS-hez észterkotéssel csatlakozo
aminosavat és a karboxil-csoportjaval fogva az A-
helyen 1évé aminosav aminocsoportjara teszi, kialakul
a peptidkotés, amihez nem kellett energia. Az EF-G
GTP kot6 fehérje GTP hidrolizisével tovabb gorditi a
riboszomat, a toltetlen tRNS E-helyre keriilve tavozik, a
peptidet hordozé tRNS P-helyre keriil tovabb, A-hely
felszabadul és az mRNS is egy kodonnal arrébb keriil.
Terminaciokor a harom STOP kodon egyikéhez sem
illeszkedik tRNS. de un. RF (release faktor) fehérjék
valamelyike (RF1 v. RF2) igen. Ezek A-helyre
kotédésekor a peptidil-transzferdz hidrolizdlja a
polipeptidlanc utolsé aminosava és tRNS kozotti
észterkotést, a polipeptidlanc levalik. Ekkor a
riboszéma alegységeire esik szét, mRNS is felszabadul.

Eukaridtakban nagyon hasonlé. eEF1A=EF-TU,
eEF1B+eEF1G+eEF1D=EF-TS, eEF2=EF-G.
Termindciokor STOP kodont eRF1 ismeri fel.

Antibiotikumok a transzlaciét csak prokaridtakban
gatoljak (mitokondrium is lehet). Pl: Mupiprocin Ile-
tRNS szintetaz gatlas, Tetraciklin aminoacil-tRNS
kotédés gatlas, Streptomicin iniciacio gatlas és mRNS
helytelen olvasasa. Torokgyik egy tOrzsének toxinja
eEF2-t inaktivalé enzim, néhany pg haldlos. Ricin a 285
rRNS meghatarozott adenozinjarél lehasitja az adenint,
percenként 1500 riboszémat tehet tonkre.

(21) Az eukariota transzlacié szabalyozasanak
mechanizmusai.

Altalanos szabalyozés: J6llakott allapotban, novekedési
faktorok hatasara iniciacio engedélyezése elF4E-t fogva
tartd 4E-BP ,lefoszforilalasaval”. Aminosav hiany, sok
félkész ~ fehérje,  virusfertézés  esetén  elF2
foszforilalasaval inicidci6 gatlasa.

Specialis  szabalyozds hairpin hajtstruktaraval:
Vashidny esetén hairpinhez enzim tud kotni, melynek
hatasara ferritin (tarolja a vasat a sejtben) mRNS nem
fejezédik ki, transzferrin receptor (behozza a vasat a
sejtbe) igen. Vasfeleslegben a vas allosztérikusan gatolja
az enzim hairpinhez kot6dését, igy ferritin kifejezddik,
transzferrin nem.

Spec. szabalyozas IRES (internal ribosome entry site)
szekvenciaval: Ilyenkor nincs sziikség sapka
komplexre, kevéssé v. nem szabdlyozott. Pl. mitdzis
soran amikor nem lenne 4E-BP foszforilacid, igy nem
lenne szabad elF4E. Patoldgias eset virusok mRNS-ei.

Szabalyozas miRNS-sel: miRNS vezeti célhoz a RISC-et.
Ami hasitani tud komplementer szekvencianal,
transzlaciot gatolni, DeCapitalni.



(22) A fehérjék szortirozasa a citoplazmaba, a
sejtmagba és a mitokondriumba. A
citoplazmai fehérjék leggyakoribb poszt-
transzlacios modosulasai.

Polipeptidlanc hajtogatasa energiaminimumra vald
torekedéssel. El6szor olvadt gombdc allapot, ebben
még sok viz van. Dajkafehérjék segédkeznek a nativ
szerkezet kialakulasaban, pl: megakadalyozzak az id6
el6tti tekeredést.

Leggyakoribb  poszt-transzlaciés modosuldsuk a
foszforilacio (fehérjék 30%-a), ezt protein-kinazok
katalizaljak. Funkcidi: fékapcsold, kijeldlés enzimek
szubsztratként, fehérjekomplexek
képzddésének iranyitdsa, szubcelluldris lokalizacio

szamara

szabalyozasa. Masik lehet6ség soran citoplazmai
fehérjék membranhoz rogziilnek lipid oldallancok
segitségével, majd ezeket enzimek kapcsoljak a fehérjék
specialis szekvenciaihoz. PL: Palmitoilacio,
Mirisztoilacio.

Szabad, citoplazmai riboszomakon szintetizalodnak a
citoplazmai szabad fehérjék (nincs jelzés) és a
citoplazmai, de membranhoz kotott fehérjék, magi
fehérjék, mitokondridlis fehérjék azon része melyeket
nem a mitokondrialis DNS kédol, peroxiszémalis
fehérjék. Ezen utdbbiak poszt-transzlacids transzport

atjan jutnak el az aminosav szekvenciajuk alapjan.

Fehérjék sejtmagba NLS (nukledris lokalizacids
szignalon) keresztiil, IMPORTIN és Ran GTP-az
enzimekkel. Importin viszi be, ahol Ran GTP-az
leszakitja a fehérjét és ki tud jutni az importinnal a
citoszolba. Sejtmagbdl az EXPORTIN Ran GTP-azzal
veszi fel a fehérjét, egy komplexként jutnak ki, ahol a
GTP felhasznaldsaval disszocidlnak, exportin visszatud
jutni a sejtmagba.

Mitokondrialis fehérjék koziil N-terminalis
preszekvenicaval a  TOM  Kkiils6
transzporteren keresztiil a TIM23 bels6 membran
transzporterhez jutnak, ahol belsé membran fehérjék
lesznek, vagy matrix fehérjék. CysProCys fehérjék a
TOM-on kereszriil jutnak be és intermembran fehérjék
lesznek S-S hiddal. C-terminalis 3-redd, f-hordé kiilsé
membran vagy bels§ membran carrier fehérje TIM22-n

keresztiil.

membran

(23) A fehérjék szortirozasa az endoplazmas
retikulumon, Golgi rendszeren keresztiil, az
N- és az O-glikozilacié.
Minden fehérje szintézise a citoplazmaban kezddédik,
de bizonyos fehérjék szintézise az ER felszinén
folytatodik, ekkor az egész transzlacidés apparatus
transzlokalodik az ER felszinére amit DER durva
felszini  endoplazmas  retikulumnak neveziink
ilyenkor. Az ER retikulumra iranyité szekvenciat
szignalpeptidnek nevezziik, fehérje N terminalisan
taldlhatd. Ezt kotranszlacidonak nevezzik, mert ha
fehérjeszintézis befejeztével keriil az ER-hez, akkor mar
nem tud bejutni. A riboszémat elhagyo polipeptidlanc
kozvetleniil jut at a transzlokonon (Riboforin I+II),
amelyen athaladast kdvetden szignal-peptidaz hasitja le
a szingalpeptidet.

A szekretaciora kertiilg, illetve membranhoz nem kotott
ER, Golgi, lizoszoma fehérje csak N-terminalis
szingalpeptiddel
szignalszekvencidval rendelkez6k membranfehérjék. A
plazmamembranhoz kiviilrél és az ER membranhoz
beliilr6l rogziilé fehérjék elészor karboxi termindlis
része membranba keriil, majd glikozil-foszfatifil-

rendelkezik, a belsé

inozitol  horgony  alakul ki,  polipeptidlanc
intramembran része levagodik.

Legtobb ER-ben szintetizalodo fehérje
posztszintetikusan ~ szénhidratok = hozzaadasaval

glikolizalodik. Ha szerin v. treonin -OH csoportjahoz
kapcsolodik akkor O-glikozidacié, ha aszparagin
nitrogénjéhez akkor N-glikozidacio.

Nglik: Az egységcsomag  a
citpolazmaban kezd szintetizalédni a dolichol-doszfat
nevi lipidhez koétve, ami majd beviszi ezt az ER-be ahol
oligoszacharid-transzferaz rakja az fehérjéhez. Még az

oligoszacharid

ER-ben harom utolsé glitkéz és egy mannéz lehasad.
Majd Golgiban lizoszémidlis fehérjékre mannoéz-6-
foszfat kertil, szekretal6dé és plazmamebran fehérjékre
N-acetil-glitk6zamin, fukéz, galaktdz, szidlsav kertil.

Oglik: Golgiban ez tovabb O-glikozidalédhat. Az
extracellularis matrixba kertl.

Az ER-rezidens fehérjék sem maradnak végig az ER-
ben, el6szor vezikuldris transzporttal a Golgi-
apparatusba jutnak, majd onnan vissza.



(24) A lizoszoma sajat fehérjéinek szintézise, a
fehérjék lebontasa a lizoszoma, illetve az
ubiquitin-proteaszéma rendszer utjan.

Lizoszomalis fehérjék felismerését, vezikuldkba vald
bekeriilését a manndz-6-foszfat (M6P) teszi lehet6vé. Ez
csak az N-glikozidalt glikoproteineken alakulhat ki
cisz-Golgiban.  Transz-Golgiban 1évé receptorok
felismerik az M6P-t és vezikulakba keriilnek. 6 alatti
pHnal hidrolazok disszocidlnak a receptorrdl
lizoszémakba keriilnek a fehérjék, receptorok vissza
Golgiba.

A lizoszéma funkcidja a membranba csomagolt
makromolekulak lebontdsa. Ezek eredet szerint
lehetnek heterofagok (sejtbe visszajutéd fehérjék),
autofagok  ( sejtben  beliili makromolekulak,
organellumok, melyek eloregedtek v. éhezés miatt
forrasként szolgalhatnak).

Ubiquitin 76 aminosavbol allé fehérje, mely a lizin
oldalldncainak ~ amino  csoportjdhoz ~ karboxil

csoportjaval tud kapcsolddni.

Az ubiquitin-proteaszoma rendszer funkcidi a selejt v.
eloregedett  fehérjék  eltavolitasa, = aminosavak
tjrahasznositasa olyan fehérjékbdl melyekre mas nincs
sejtmiikodés regulacidja fehérjék
eltiintetésével. Ubiquitinacio soran el6szor

sziikség,

El:aktivator, majd E2 konjugator, E3 célfehérje
azonositds. Ez a folyamat sordn lehet Poli, Multi v.
Monoubiquinitacid, proteolitikus ttvonalon csak a poli
halad tovabb. A poliubikuitinacié lényegében jelzés a
fehérje lebontasara.

(25) A virusok  csoportositasa  replikacids
mechanizmusuk szerint. Az alfa és béta
interferonok jelentdsége.

Virus: Fert6z6képes, de 0ndllé anyagcserével nem
rendelkezd és szaporodasra képtelen, nukleinsavbdl és
az azt koriilvevo fehérjekopenybdl allé (0,02-0,3mmes)
részecskék. Kopeny v. kapszid résziik egy-kétfajta
fehérjébdl Osszedlld geometriai alakzat, legtobbszor
hengeres, spiralis v. ikozahedralis.

Kettdsszalt és egyszalid DNS virus replikdcidja is
hasznalhatja a gazdasejt enzimeit.

Kettdsszaly, tisztan RNS virus replikacidjakor RNSdep-
RNSpolimerazra van sziiksége, amit a virusnak kell
magaval hoznia. Egyszalu, negativ, tisztdn RNS virus
replikdcidjakor szintagy.

Egyszaly, pozitiv, tisztdin RNS virus replikaciojakor
nem kell RNSdep-RNSpolimerazt hoznia, mert rogton
mRNS-ként funkcionalhat.

Retrovirus replikacidjakor oOrokitéanyag egyszaly,
pozitiv RNS, replikaciohoz reverz transzkriptaz kell,
amit hoznia kell magaval. A virus Orokitéanyaga

alapjan késziilt DNS-nek kotelezd integralédnia a
gazdasejt DNS-ébe.

e rer

utja, a fag represszor. A restrikcios
endonukleazok.

A baktériumok virusai a fagok, orokitéanyaguk lehet
RNS v. DNS.

Litikus at: T4 Fag megtapad a sejten, DNS belovése.
Korai fag gének expresszidja sejten beliil, gazdasejt
kromoszéma lebontasa. Fag DNS replikacidja, késdi fag
gének expresszidja. Kapszaid fehérjék és lizozim
szintézise, majd kapszaid megtoltése DNS-sel. Virionok
Osszedlllasa, gazdasejt lizise a lizozimtdl.

Baktériumok metilaz enzimparokkal védekeznek, mert
a restrikcios endonukleaz a metilalt DNS-t nem vagja el.

Lizogén ut: A fag megtapad a sejten, DNS belovése. Fag
DNS gytirtivé zarédik ezutan még elmehet litikus felé
is. Lizogén uton a DNSe integralédik a baktérium
kromoszémajaba, profagga alakul. A lizogén baktérium
normalisan osztodik, profag 6roklédik. Sok osztodassal
lizogén baktériumtorzs alakulhat ki v. profag
kivagédhat és egy utodsejt profaggal jon lére.

A A fag DNS-e citoplazmaban gytr(ivé zarodik:
plazmid. Az integralodott A fag génjei koziil csak a
represszor fehérje génje fejez6dik ki. Ez gatolja a fag
tobbi génjének kifejez6dését. DNS karosodasa esetén
egy proteaz aktivalodik, mely elbontja a A represszort,
igy kifejez6dhet a Cro fehérje, a fag DNS
kromoszémabol kimetszését katalizalé enzim is
kifejezddik, a kiszabadult fag litikus ciklusba kezdhet.

(27)Az emberi DNS virusok kapcsolata a
daganatképzddéssel, a tumor szupresszor
gének fogalma.

Az egyszeri DNS virusok litikus ciklussal
szaporodnak. A transzformalé DNS virusok litikus
ciklussal szaporodnak a permissziv gazdasejtben
(olyan sejt, amelyben a virus teljes genomja tud
replikalddni). A nem permissziv sejtben nem képesek
szaporodni, azonban kis valdszintiséggel
intergralédhat a gazdasejt genomjaba: provirus. Az
integralddott provirus nem szaporodik a hagyomanyos
uton (nem képzodnek virionok), de DNS-ér6l olyan
fehérjék fejez6dnek ki, amelyek Rb(retinoblasztéma),
P53 miikodését gatoljak, ezek a sejtciklus G1/S kontroll
pontjat ellendrzik, biztositjdk, hogy a sejt ne osztodjon
felszolitas nélkiil v. sériilt DNS-sel. Az ilyen
sejtosztddast lassitd, ellen6rz6, apoptozist kivalto
fehérjék a tumor szupresszorok. Ezek gatlasa miatt a
fert6zott sejt gyakrabban osztddik, konnyebben
szenvednek mutaciét és valnak daganatsejtekké. Ilyen

P53 miikodést gatol pl: Hepatitis B.



(28) A retrovirusok replikacidja, a reverz
transzkriptaz.

e

Az allati sejteket fert6z6 retrovirusok oOrdkitéanyaga
egyszalu pozitiv RNS két képidban. Errél az RNS-rdl
reverz transzkripciéval DNS késziil, melynek
integralddnia kell a gazdasejt DNS-ébe, a virus
szaporodasahoz. A reverz transzkriptaz DNS-
polimeraz: primert igényel. A primer egy részben
kirekert tRNS 3" wvége. A reverz transzkripcid
végeredményeként a virusgenom atirodik DNS-re a két
végén LTR szekvencia, melyek a gazdasejt DNS-ébe
vald integralodast iranyitjak.

(29) Az onkogéneket hordozo retrovirusok, a
protoonkogén és az onkogén fogalma,
kapcsolatuk a daganatképzddéssel.

Egyes allati retrovirusok onkogéneket is hordozhatnak,
melyek azonnal daganatot okoznak, azaltal, hogy az
altaluk kddolt fehérjék kiilsé novekedési jelet
szimulalnak folyamatosan.

Majom szarkéma sis Novekedési faktor
Madar erbB Novekedési faktor receptor
eritroblasztézis
Rous maddr sre Tirozin-kindz
szarkéma (ndvekedési faktorok jelpdlydi)
Harvey H-ras Kis GTP-kotd fehérje
Kristen K-ras (névekedési faktorok jelpdlyéi)
patkdny
szarkéma
FJB fos Transzkripciés faktor
rdgesdlé (ndvekedési faktorok jelpdlydi)
oszetoszarkéma
Madar myc

mieloblasztézis

Protoonkogének: Ep sejtekben talélhato, a sejtosztodast
szabalyozott mdédon elSsegit6 fehérjéket koddold gének.

Onkogének: A sejt mutaciot szenvedett
protoonkogénjei, melyekrdl tul sok v. dllanddan aktiv
fehérje szintetizalodik. Vagy retrovirusok akut
transzformaciot el6idéz6 onkogénjei, melyek a
cellularis onkogének homoldgjai, igy rabolta el Sket

egy-egy retrovirus.

A normalis sejtosztodast a tumor szupresszor és a
protoonkogének  altal kodolt fehérjék egyiitt
szabalyozzak. Tobb tumor szupresszor gén kiesése és
tobb protoonkogén onkogénné valé mutalédasa vezet
proliferacidhoz (burjanzashoz), rosszindulati daganat
kialakulasahoz.

(30)Az elektroforézis és a kromatografiak
alapelvei. Makromolekulak szintézisének
mérése jelzett prekurzorokkal. Enzimek a
diagnosztikaban.

Elektroforézis: Toltéssel rendelkezé molekulak (pl:
aminosavak, peptidek, fehérjék, nukleinsavak)
szétvalasztasa elektromos térben toltésiik és méretiik
alapjan. Nukleinsavak esetén csak méret szerint,
fehérjéknél is lehetséges SDS-kezeléssel toltésiik
egyenldvé tételével.

Kromatografia: Molekulak szétvalasztasara szolgald
modszer lehet gélkromatografia(eltérd molekulaméret
alapjan), megoszlasi kromatografia(eltér6 oldhatdsag
alapjan), ioncseréld kromatografia (toltéssel rendelkezd
molekulaknal), affinitds kromatografia (adszorpcid
alapjan).

DNS-szintézis mérése: jelzett 3H vagy 14C-timidin
sejtekhez hozzaadasaval. Perkldérsavval kicsapjuk,
folyadék-szcintillacios ~ mddszerrel — mérjiik  a

radioaktivitast.

RNS-szintézis: hasonléan csak 3H vagy 14C-uridin
beépiilését kell mérni.

Fehérjeszintézis: 3H v. 14C jelzett esszencidlis aminosav
hozzaadasaval.

Enzimaktivitas mérése: Meértékegysége U[umol
termék/perc]. spektrofotometriaval,
spektrofluorimetriaval v. radioaktiv méréssel a jelzett
szubsztratbdl jelzett termék mérése. Az elpusztult
sejtek szétesnek, beldliik fehérjék vérbe keriilnek, az
enzimaktivitds mérésével a vérszérumban lehet

Lehetséges

kovetkeztetni bizonyos szervek karosodasara, mert
enzimek részben sejttipusra jellemzdek.



(31) A Western-blot és az ELISA alapelve és
felhasznalasa. AlphaLISA médszer.

Western-blot ~ (Expresszalt  fehérje  azonositas):
Gélelektroforézist kovetéen a  fehérjéket egy
nitrocelluléz membranra visszitk at (a fehérjék
membranra vandorlasa a transzfer elektromos aram
segitségével torténik). A folyamat el6szor blokkolassal
kezdddik, egy k6zombos fehérje réteget visznek fel a
membranra, hogy a ,tdmadd” antitesteket a membran
ne kosse meg. Ezt kdvetéen az elsGdleges antitestek
felismerik a hozzajuk tartoz6 membranon 1évé
antigéneket és kotddnek. A masodlagos mar jelolt
antitest az els6dleges antitestekhez kot. A masodlagos
antitest jelolése lehet pl. fluoreszcens festékkel és ezt
filmen el6hivhatjuk.

ELISA: Nem  sziikséges hozzd  SDS-PAGE
gélelektroforézis, kvantitativ eljaras. A Western-blot
technikanal lényegesen egyszer(ibb, elsé lépésben a
vizsgalt fehérjét valamilyen modon (pl. rogzitd
antitesttel) felszinhez (polisztirol lemez 96 lyuka) kotik,
majd elsédleges, masodlagos antitestekkel hasonldan.
A masodlagos antitesthez konjugalt enzim rendszerint
valamilyen szines termék képzddését katalizalja.

AlphalISA: A donor gyongyoOket streptavidinnel
vonjak be, ezzel azok képessé valnak biotinilalt
antitestek megkotésére. A biotinilalt (biotinhez
kapcsolt) antitest egy adott epitopra (antigén azon része
mellyel ellenanyaghoz kotédik) specifikus, amely a
vizsgalandé molekulan talalhatd. Az akceptorra egy
masik molekulan 1évd epitopra specifikus antitestet
tesznek. A vizsgdland6 molekula ezaltal szoros
kozelségbe hozza a két gydngyot. Ha ekkor 680 nm-es
excitacios hullamhosszon gerjesztjiik a donort, szinglet
oxigén keletkezik, amely az akceptor gyongyre jutva
615 nm-nél fényemissziot idéz el6. Az emittalt fény
intenzitasa  aranyos a  vizsgdlandé  anyag
koncentracidjaval.

(32) Aptamerek és alkalmazasuk, ELONA. A
spiegelmer-technika elve.

Aptamerek: Mesterségesen eldallitott nukleinsavak v.
peptidek, melyek az antitestekhez hasonlé specifitassal
és affinitassal(piko/nanomolos tartomany) képesek az
adott fehérjékhez koti. Képesek fehérje-fehérje
kapcsolatok megsziintetésére, alacsony az
immunogenitasuk. = Alkalmazasa  pl.  toxinhoz
konjugdlédva az aptamer eldsegitheti a célsejtek
felismerését és a toxint a hatas helyére iranyitja.

ELONA: (Enzyme Linked Oligonucleotide Assay)
Antitest helyett aptamer nukleinsav a ,, befogd” capture
molekula. Detektalhaté pl. gy, hogy a ligand kétédése
megvaltoztatja a konformaciét és a fluoreszcenciat.
FRET hatas valtoztatasa.

A spiegelmerek olyan mesterséges oligonukleotidok,
amelyek a természetes oligonukleotidok tiikdrképei.
Mivel ezek nem a természetben el6fordulé L
konfiguraciojuak, ezért a nukledzok nem ismerik fel,
rezisztensek veliik szemben. El6sz6r D aminosavakbol
megszintetizaljak az L-peptid tiikorképét, majd
elvégzik a SELEX eljarast és végiil az L-konfiguracidju
aptamer (spiegelmer)-t kapjuk. Az igy eldallitott
spiegelmerhez  terapids kismolekuldk  ko&thetdk,
amelyeket a vérplazma RN-dza nem képes lebontani, az
RNS aptamereket mindeniitt bontja, ezért elényos
veliik szembe a spiegelmerek.

(33) Az aramlasi citometria elve és felhasznalasa.

Moédszer alkalmas a sejtméret meghatarozasara, sejtek
eloszlasanak = meghatarozasara, sejtekben  1évd
makromolekuldk detektalasara, mérésére. Hatranya,
hogy sejteket szuszpenzidban kell vizsgdlni. Detektalas
fényszorason és fluoreszcencia mérésen alapul.

A lamindris Araml

t biztosito, tolcsér
l O ik alak kamréaban kétféle folyadék
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J alaku folyadékkopenyt hoz 1étre a
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sejtek kozotti tvolsagot, ilyen médon
akadalyozva meg azok Osszetapadasat.
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Megoldhato vele, hogy a sejtek fluoreszcencidja alapjan
a kijové sejtet elektromosan feltdltjiik és toltésiik
alapjan szeparaljuk Oket. Fluorokromok lehetnek
kozvetleniil vagy kozvetetten (jeloletlen primer + jeldlt
szekunder) csatlakozé  antitestek. = Eredmények
hisztogramon v. dotploton dbrazolhatok.



(34) A DNS bazisszekvenciajanak meghatarozasi
modszereinek elvi alapjai (kémiai hasitas —
Maxam-Gilbert; megszakitott enzimatikus
szintézis -  Sanger; 17j  generaciods
szekvenalasok - piroszekvenalas, ion-
félvezetds szekvenalas)

Maxam-Gilbert: A DNS-t 32P radioaktivan jeldlték,
majd kémiai modszerekkel hasitottdk G, A+G, C+T, C,
elektroforetikus legkisebb
nukleotidok vandorolnak a leggyorsabban, az igy
kialakult foltokbol lehet kovetkeztetni a bazissorrendre.

szétvalasztaskor a

Sanger: Lényege, hogy DNS-polimeraz I-gyel egyszalu
DNS-t szintetizalunk. Az 5’ végét radioaktivan jeldlik, 4
kozeg mely tartalmazza a 4 féle dNTP-t plusz az
egyiknek a didezoxinukleotid valtozatat. Ez azért
lényeges mert a hianyzé6 —OH vég miatt nem tud ott
tovabb szintetizalédni, fragmentum keletkezik. A
keletkezd fragmentumokat elektroforézissel szét lehet
valasztani és hosszuk szerint megallapithaté a
szekvencia, a kapott szekvencia a komplementere a
valds, mérni kivantnak. Utébbi idében radioaktiv jelzés
helyett fluoreszcens festéket hasznalnak.

Ion-félvezetds: Alapja, hogy az 0j nukleotid lanchoz
valé kapcsolasakor PP (pirofoszfat) és hidrogén ion
(proton) keletkezik. A jelzetlen dNTP hozzaadasakor
csak akkor szabadul fel proton ha az 1j nukleotid
komplementer a  templat soron  kovetkezd
nukleotidjaval, ilyenkor pH csokkenés detektalhato.
Piroszekvenalaskor a keletkez6 PP mennyiségét mérjiik
egy kapcsolt reakcidval, aminek a végén a luciferaz
enzim fényvillanassal jelez.

(35) Restrikcios endonukleazok jellemz6i. DNS
fragmentek  elektroforézise.  Restrikcios
térképek készitése.

Restrikcios enzim: Olyan endonukleaz (beliil hasito,
nem  végérOl), amely specifikus (legtobbszor
palindrom) szekvencidkndl hasitja a DNS-t. Ragadds
végek esetén komplementer véggel ,0sszeragad”,
DNS-ligaz befoltozza a hianyt, az igy keletkezett
molekula a rekombinans DNS-molekula.

Restrikcios térkép: Ismert specifitasi restrikcids
enzimekkel a DNS feldarabolhato. A rovidebb darabok
DNS  szekvendldsa  elvégezhet6  az  atfedd
szekvenciakkal, a teljes nukleotid-sorrend
meghatarozhato.

(36) Hibridizaciés modszerek - Southern blot,
Northern blot, in situ hibridizacid

Hibridizacio: Kettds DNGS-szél létrehozas a bazis-
komplementaritas alapjan, mesterségesen eldallitott
DNS-prébak segitségével.

Southern-blot (DNS-re): Eljaras nagyon hasonld a
Western-blothoz, csak itt egyszalit DNS-t vizsgalunk, a
nitrocelluléz membranra transzferalt DNS mintdkhoz a
keresett szakasznak megfelel6 radioaktivan v.
fluoreszcensen jelolt komplementert adunk, ahol
megfeleléen hosszi komplementer szakasz van ott
létrejon a hibridizacié és a szakasz helye filmen
megjelenithetd.

Northern-blot (RNS-re): Az el6bbi mddszer egyszalu
RNS-szakaszok azonositasara is alkalmazhatd, préba itt
is jelzett DNS-szal, azonban problémat okoz az RNS
bomlékonysaga RN-dz mindeniitt van, sterilitas
sziikséges.

In situ hibridizacié: Amikor a sejtben azonositjuk egy
fehérje v. nukleinsav jelenlétét. Ilyenkor jelzett
komplementer DNS-t v. antitestet hasznalnak. A sejthez
hozzaadott proba kotédik, helye, kotédés mértéke
mikroszképpal a festés, fluoreszcencia alapjan
meghatarozhato.

(37) A rekombinans DNS vektorok (plazmid, fag,
cosmid, YAC) jellemzdi, a vektor tervezés
szempontjai.

Vektorok: Idegens nukleinsav szakaszt a sejtbe juttatni
képes egység. Prokairota gazdasejtbe plazmidok és
bakteriofagok, eukariota gazdasejtbe virusok.

Plazmidvektor (20kb): Idegen DNS fragmentum és
plazmid vektor ragadds végek miatt integralddnak,
rekombinacié. Elényiik a rezisztencia faktor szelekcio.

A fag (25kb) elénye, hogy nagyobb méreti DNS
inzertalhato.

Cosmid (45kb): Mesterséges plazmid, a A-fag karjainak
vége ,cos” Dbeleilleszthetd egy plazmidba, a cos
szekvencia miatt az inzert becsomagolhato A-fagba, de
a baktériumba jutva szaporodik.

YAC (1000kb): Yeast artifical chromosome



(38) Génkonyvtarak. Genom konyvtar készitése,
hasznalata, gének azonositasa, kromoszéma
séta, genom térképezési stratégiak. A cDNS
fogalma, készitése, vektor konstrualdsa, a
c¢DNS konyvtar jellemz6i. EST konyvtarak.

Génkonyvtar: Egy adott szervezet teljes genetikai
anyagat reprezentalé klénozott DNS fragmentumok
gyUjteménye.

Kolénia-hibridizacié: Baktériumok transzfekcidja egy
genomidlis konyvtarral, szélesztés, petricsészérdl
nitrocellulézra vitel és taptalajon kindvesztés, elrakas.

Azonositds: Lizis, DNS  denaturaci4, mosas,
hibridizaci6 a jelzett prébaval, mosas, majd
megjelenités filmen.

Kromoszoma séta: Ha nincs jelen olyan klén, amelyik a
teljes keresett szekvenciat tartalmazza, akkor sorba
rendeznek tobb olyan atfedé inszertet, melyek
egylittese tartalmazza az Osszes keresett informaciot.
Mindig az aktuadlis inzert végének szekvenaldsaval
keresik a konyvtarban az 4j probat.

c(copy)DNS: mRNS-r6l késziilt masolat, reverz
transzkriptaz végzi, a primer (oligo dT) az mRNS poliA
farka alapjan. (mRNS->RNSDNS->DNS)

énkényvtar c¢DNS-kdnyvtir EST-kinyvtar (Expressed
sequence tag)

:xomn/intron csak exonok Gének azonositisa rovid,
promoter/enhancer komplett gén expresszalodé szekvencidk
alacsony expresszioju expresszios vektorok alapjan

fehérjék vizsgalata

EST konyvtarak létrehozasa

Kiindulas: szivetspecifikus cDNS konyvtarakbél
Rivid masolatok (150-400 bp) PCR reakcioval

(39)Helyspecifikus nukleazok (cinkujj- és
meganukleazok)

Cinkujj: Olyan fehérjemotivum, amely specifikus DNS
szekvencidkhoz kotddik. a-hélixe a DNS nagy arkdban
harom bazisparral létesit kotést, 3-5 egymast kovetd
cinkujj 25-40bp. A hasit6 domént a cinkujj C-
termindlisara tervezik, nem palindrom helyen fog
hasitani. A cinkujj nukleaz elhasitja a DNS lancot, a sejt
javitd mechanizmusa az eredeti DNS-el homoldg
végeket tartalmazd templat jelenlétében épiti be a
helyes szekvenciat.

Technikaval allél-gyengithetd pl.  betegégek
elnyomasara, triplet ismétl6dések javitasa, génterapias
felhasznalasok. Gyakorlati problémadk, cinkujj rossz
helyen hasit, immunogenitas. T4vlati lehetéség, mert
ezekkel az endonukledzokkal kikiiszobolhet6 lehet a
restrikcios enzimek random helyekre torténd DNS-

bevitele->karos hatas.

(40)A CRISPR/Cas technoldgia alapelve és
alkalmazasi lehetdségei. ,Gene drive”.

CRISPR: A baktériumok genomjaban taldlhat6 rovid,
ismétl6d6é DNS-szakaszok neve. Szakaszok olyan virus
vagy plazmid egy szekvenciajanak felel meg, amellyel
a baktérium kordbban mar taldlkozott. A CRISPR/Cas
rendszer a prokaridtak védekezési modszere a virusok
és karos plazmidok ellen. A Cas fehérjék a CRISPR-ek
kozotti  helykitolték  alapjan
baktériumsejtbe behatold idegen nukleinsavakat és
darabokra vagjak 6ket.

felismerik a

Alkalmazas: Pl. Gomba, burgonya barnulas oka: a
polifenol-oxidaz; az enzim génjét , csendesitik” 30 %-os
aktivitas csokkenés, ez nem GMO. Génszerkesztésre
hasznalhato, ha bevisznek egy sejtbe CRISPR-plazmid
minden komponensét, amit a célzott helyen elvagja a
DNS-t. Osszeftizés lehet templat nélkiil vagy
templattal.

Gene drive: Egy faj egyedeibe olyan gént visznek at,
ami a néstényeket szaporodasra képtelenné teszi. Tobb
generacié utan a terméketlen egyedek szama no, és
végiill a populacidoban elhanyagolhatova valik a
termékeny allatok szdma - a populacié kihal. Parosodas
utan lehet NHE], HDR vagy nem kovetkezik be vagas.

(41)Prokaridta expressziés vektorok, fazids
fehérjék, biologiailag aktiv anyagok (inzulin,

hormonok, véralvadasi faktorok) el6allitasa
géntechnoldgiaval

Rekombinacié soran két eltéré forrasbol szarmazéd
DNS-t kapcsolnak Ossze. A két alkotorészt vektornak és
inzertnek nevezziik. A rekombinans DNS-ek gyakori
alkalmazasi teriilete az expresszids rendszerek.

Expresszids vektorok: Olyan vektorok, melyeket a
célorganizmusba juttatva ott a szamunkra el6ny0s
fehérje termeltethetd.

Inzulin: Vektor konstrukcié: promoter + operator +
rezisztencia faktor + idegen nukleinsav szakasz + pl. -
galaktozidaz (stabilitds megjelolés miatt) Ezutan
szelekcid és klonozas. IPTG adasra a ftzids fehérje
expresszio aktivalddik. Végiil izolalas, tisztitas (pl.
CNBr kezeléssel). Inzulin esetén az A B lancot kiilon
termeltetik , utdna kell in vitro egyesiteni (diszulfid
hidak kialakitasa).



(42) Expresszios vektorok eukariotakban, riporter
gének.

Tranziens v. transzgenikus allatok (megtermékenyitett
petesejt mikroinjektaldsaval)

Virusvektor  létrehozasa  riportergénnel.  Majd
expresszi0 mérése a riporter fehérje alapjan (pl.
luciferaz lumineszcencia, CAT)

A vektorban riporter gén, B-ben pedig transzaktivator
fehérje. Ha a transzaktivator fehérje aktivalja az A
vektorban 1év6 gének kifejez6dését, akkor a riporter
fehérje alapjan ez mérhetd.

(43) A polimeraz lancreakciéo elve, restrikcids
fragmentum hosszusag-polimorfizmus
(RFLP), allél-specifikus amplifikaci6 (ASA).

PCR: (polimeraz lancreakcid) A genom egy kivalaszott
szakaszanak nagy mennyiségben vald elballitasa
vizsgalati célokra. Alapelve a DNS szemikonzervativ
megkett6z6dés, igy n ciklus alatt 2" masolat késziil. A
folyamat harom lépésbdl all, els6 denaturalas (95fok)
elvalnak a DNS szalak, masodik (50fok) primerek a
minta DNS megfelel6 részéhez kotnek (annealas),
harmadik DNS-dependes DNS-polimeraz felépiti az 4j
lancot (70fokon). Az elsé 1j lancok mindig hosszabbak
az egyik oldalukon, de aranyuk egyre cs6kken a ciklus
ismétlédésének szamaval 2(n+1) hosszabb DNS van. A
homérséklet ciklikus szabalyozasarél a PCR-
berendezés gondoskodik. Fém termoblokkbol all,
reakcidelegyben minta DNS, primerek, dNTP-k, DNS
polimeraz.

ASA: PCR reakcié csak megfelel§ primer jelenlétében
zajlik, ezaltal lehet az adekvat szalat szaporitani
specifikusan. Lehetséges az eljaras soran, hogy a két
allélhez (gén alternativ formdi) mas primer
kapcsolodik, mas szinti festékkel festjiik meg. Pl. Ha
csak erds kék szin akkor A-specifikus proba kot6dott
csak, genotipus (szervezet v. sejt genetikai
informacidjanak Osszessége) homozigota AA, ha kozel
azonos kék-piros akkor mindkét préba mikodott
genotipus heterozigota AC.

(44) A PCR orvosi-diagnosztikai, igazsagiigyi és
élelmiszerbiztonsagi alkalmazasai.

A polimeraz lincreakei6 orvosi alkalmazisai

Genetikai tandcsadas, populaciégenetikai vizsgalatok
idegen genom kimutatisa (fertézések)

Monogénes betegségek
Betegséget okozo muticiok kimutatdsa

letalis/kezelhetd betegségek prenatalis diagnozisa

Riziké faktorok
Poligénes driklésmenet pl. onkogének

A DNS minta forrasa:
invaziv minta vétel: vér (Guthrie vércsepp); CVS (korionboholy minta)

nem-invaziv mintavétel: Bucca sejtek, hajszil, kirom

Fert6zé baktérium, virus, gomba, egyéb idegen szekvenciak
Kimutatasuk: specifikus primerekkel — keletkezik-e¢ PCR-termék ?
Példik: Pneumococcus, Mycobacterium tuberculosis (kpetbdl)
HIV-virus (vérmintabol)

Chlamydomonas aeruginosa (tragya, szennyezett viz)

Egyéb szekvenciik (élelmiszermintibdl idegen faj DNS-e)

A polimeraz lincreakeié nem orvosi alkalmazasai

DNS “ujjlenyomat” vizsgalat — Alu szekvencidk (L. késébb !)
Apasagi perek
Kriminolégia
Rokonsigi fok (bevandorlas)
Terroristak keresése (9/11 szindréma)
Az emberi evolicio kutatasa

A polimeraz lincreakcié az élelmiszer-biztonsigban

Elelmiszerhamisitasok leleplezése - aktualis esetek:

Europai Unié: 16his a marhahiisos lasagne-ban

USA halbotriny: az éttermi és bolti halak 33 %-ban masok, mint
ami rajuk van irva (pl. tonhal helyett kigyomakréla — emésztési
zavarok !)

A probléma oka: az ellenérzés médszere adott, de az allami
kiadasok csokkentése miatt nincs elég ember — ,,deregulicio” !

(45) A real-time PCR elve és felhasznalasa.
Rekombinaz polimeraz amplifikacié (RPA)

A valos ideji PCR rendszer a termékeket minden
ciklusban detektdlja, igy annak megsokszorozodasa
végig nyomon kovethetd. Lehetséges DNS-interkalator
festék alkalmazasaval, mely akkor bocsajt ki
fluoreszcens jelet, ha a duplaszdmtit DNS-el komplexet
alkot. Masik eljaras egy proba oligonukleotidot hasznal,
egyik végén riporter festék masikon csillapito.
Alapallapotban csillapito elnyeli, azonban PCR-termék
szintézisekor a DNS-polimeraz a probat lebontja
nukleotidokra, a csillapito térben tavolabb kertiil.

Koncentracié meghatarozhaté abszolut kvantifikalassal
ismert DNS-bdl higitassal, kalibracios gorbével, vagy
relativ kvantifikalassal aranyokat hatarozhatunk meg.

RPA: Elénye, hogy izoterm, nem kell termoblokkos
késziilék, szobahémérsékleten is miikodik. Harom
fehérje sziikséges rekombindz, polimerdz és single
strand binding protein. Alk: pl. Fert6zés kimutatds nem
korhazi  kornyezetben, GMO  szennyezettség
kimutatasa, kriminalisztikai vizsgalatok.



(46) A DNS-chip elve és alkalmazasa a
diagnosztikaban.

Az altalunk tervezett oligonukleotidokat kis lapokra
visszitk és vizsgaljuk mely mutans génszakasszal
hibridizal. A chip felszinén nukleotidokkal reagald
csoportok vannak, gyartaskor vilagitas hatasara a
nukleotid 3’ végén 1év6 sapka lehasad a chiphez kot. Az
5 vége is védve van, ez is fény hatdsara disszocial, a
négy nukleotidot 4 lépésben kiilonb6z8 maszkokkal
vissziik fel emeletrél emeletre. Igy gyakorlatban 18-30
emelet=ilyen hosszu oligonukleotidokat épitenek. PCR-
el amplifikaljak és fluoreszcens elven megjeldlik a DNS-
eket. Az egyik allélt zolden masikat pirosan festik, sarga
egylittes el6fordulas esetén heterozigota. Az iires fekete
helyeken nem tortént hibridizacio.

(47) A mutagenezis fobb lehetdségei, kémiai
mutagenezis, random és iranyitott
mutagenezis

A. regulator régiok mutagenezise — a transzkripcio
szabalyozasa viltozik meg

B. kodolé szekvenciik mutagenezise — az expresszalt fehérje
szerkezete valtozik meg

1. Deléciok (kereteltolédast okoz)

2. Inzerciok (kereteltolodast okoz)

3. Szubsztitiiciok (nem okoz kereteltolodast)

4. Pontmutaciok (egyetlen nukleotid valtozasat jelenti)

I. Helyspecifikus mutaciok (,,site-directed mutagenesis™

vagy oligonukleotid-iranyitotta mutagenezis)

II. Random mutagenezis (a mutacié helye véletlenszerii)

Iranyitott: A mutacidk révén valamilyen megvaltozott,
szamunkra elényOsebb fehérjék hozhatdk lére. PL
mosoporokban hasznalt fehérjebonté enzim, eredeti
enzimben metionin, melynek oxidacidja tonkreteszi az
enzimet, a mutansban alanin, ellenall az oxidacionak
hasznalhato pl. hypoval is.

Random: , Misinkorporaciés” v. Kémiai mutagenezis v.
,Kazetta” mutagenezis. Misinkorporaciésnal a 4
nukleotid egyikébdl nagyon keveset tesziink, igy a DNS
polimeraz hibazni fog, fontos, hogy a DNS polimeraz
rossz vagy hianyos hibajavitoképességgel kell
rendelkeznie. Kémiai mutagenezis a randomok kéziil
legjobb hatasfokt, valamilyen kémiai mutagénnel
kezelik a dupla szald DNS-t pl. salétromsav. Kazetta
mutagenezisnél mutaltatni kivant szakaszt restrikcios
endonukledazzal kivagjuk és egy 1j szintetikus
oligonukleotiddal helyettesitjiik.

(48) Géntranszfer, transzgenikus allatok, knock-
out allatok.

Géntranszfer: A horizontalis géntranszfer az a jelenség,
amikor él6lények géneket, genetikai informaciot adnak
at egymasnak. A vertikalis géntranszfer a szaporodas
utjan az utddoknak juttatott géneket jelenti, a
horizontalis géntranszfer esetében azonban az egyedek
nem feltétleniil rokonok, s6t mas fajhoz is tartozhatnak.
Transzgénikus allatok a megtermékenyitett petesejt
mikroinjektalasaval.

Transzgén: Egy idegen gén  bevitele egy
megtermékenyitett petesejt genomjaba, altalaban
vektor segitségével. Az ebbdl kifejlodott egyed idegen
géneket tartalmazhat.

Knock-out allat: A megtermékenyitett petesejtbe egy
adott gén hibas valtozatat juttatidk be, ez
rekombinacioval kicserélddhet és ha gén hibdja élettel
Osszeegyeztethetd, KO-€él6lény jon létre.

Knock-in allat: Hidnyzé gén célzott beépitése
embrionalis Gssejtekbe.

(49) A mikro-RNS-ek kialakulasa, szerepe a
sejtekben, illetve felhasznalasa
géncsendesitésre.

A miRNS-ek olyan 20-24 nukleotidbdl allé egyszalu
RNS-ek, melyek dontéen a transzlacié szintjén
szabalyozzak a  génexpressziét az argonauta
fehérjékkel. Mivel a miRNS-ek gatldé hatasa
leggyakrabban fehérjeszintézis cs6kkenésével jar
géncsendesitésnek nevezziik. miRNS-t kédolé DNS
szakasz lehetnek 06ndall6 miRNS gének, vagy
intronokban is lehet. Az 5 sapkaval és poliA farokkal
rendelkezd a pri-miRNS. Ezek levagasaval és hajtiiknél
szétvagassal létrejonnek a pre-miRNSek. Ezeket a
citoszélban a Dicer tovabb hasitja és tobb fehérjével
kialakul az un. RISC komplex, az egyik miRNS szalat
kiloki. A miRNS és mRNS a komplementaritas elve
alapjan kapcsolodik.



(500A Human Genom Projekt és a hozza
kapcsolodo ujabb humangenetikai
vizsgalatok. Human mutacidk jelent6sége a
diagnosztikaban és a terapiaban. Az egyéni
genetikai adatok védelmének jelentdsége.

13 éves projekt 2003-ban fejez6dott be, kozpénzbdl,
nemzetkozi koordinacioval. Hierarchikus stratégiaval
az alacsony felbontastol mentek a nagy felé.

Kovetkeztetések voltak pl. miRNSek, emberi fajon beliil
genom 99.5%ban azonos. A kiilonbséget a mutaciok,
poliformizmus okozza. Polimorfizmus tébb mint 1%
hatasa semleges lehet, mutacio <1%, de betegség lehet a
hatasa v. stilyos kovetkezményekkel jard pl. sarlosejtes
anémia.

Er6s politikai nyomasra adatok szabad forgalmanak
elve érvényesiilt. Eredménye a vildg barmely pontjan
elérhetd genetikai adatbazisok.

(51) A génterapia valtozatai és eddigi eredményei
(TIL, ADA, cisztas fibrozis terapiai).

Génterdpia: A paciens sejtjeinek genetikai mdédositasan
alapuld terapia. Egyeldre kisérleti prébalkozasok
vannak. Klasszikus: Célsejtbe juttatiuk a gént és
expressziot idéziink el6. Nem klasszikusan az adott gén
expresszidjat gatoljuk.

1989: Elsé engedélyezett humdan géntranszfer. Azt
vizsgaltak, hogy a TIL (tumor infiltrdlé limfocita)
elpusztitja-e a tumort. Neomicin rezisztencia gén
beiiltetése, nyomon kovetése, a visszainjektalt néhany
NEOrez-TIL megtalalta a tumort, de nincs gyogyulas.

1990: Els6 miikddd génterdpia adenozin-dezaminaz
hiany kijavitdsa. Sokszoros ismétlés sziikséges,
koltséges, invaziv modszer.

Cisztas fibrézis: Mutacio kovetkeztében egy Cl-
mukodik, a testnedvek
koncentraltabbak, viszkézusak. A célsejtek a léguti
epitel sejtek, aeroszol terapidval sprayben bevitt gének.
Aeroszolban liposzomakba zart DNS.

ioncsatorna nem

CRIPR felhasznalasa hibas expresszié gatlasaval NHE],
vagy hibas génszakasz kicserélésével HDR.

Csak szomatikus (testi sejteken) génterdpia végezheto.

(52) A szintetikus bioldgia fogalma. Mycoplasma
atprogramozasa mesterséges genommal.

Molekularis
modszerekkel teljesen szintetikusan létrehozott genom

Szintetikus bioldgia: bioldgiai
bevitele baktériumokba. Genom tervezése in silico
torténik. Elvileg teljesen 11j, soha nem létezett él6lények
is el@allithatdk. 2010-ben mycoplasma mycoides genom
szintézise és bevitele M. capricolumba, az 1ij baktérium

életképes, szaporodik.

Elements for yeast propagation
and genome transplantation

A teljes osszerakott
BssH Il

M. mycoides genom
Az osszerakas lépései
kiilonb6z6 szinekkel:

1080 bp narancs kazettak
10080 bp kék kazettak
100000 bp z6ld kazettak

Oligonucleotide
| i Synthesizer

Oligonucleotides

»

1,080 bp cassettes (1,078)
(Assemble109X)

1 077 947 bp teljes
genom (piros kor)

10,080 bp assemblies (109)
~—800,000 (Assemble 11X)

Vizjelek: sarga korok
100,000 bp assemblies (11)
(Assemble 1X)

Csillagok: elére tervezett”

1077.047bp v,
polimorfizmusok (20 db) 3

BssH Il
Science 329, 52-56, 2010
BssH Il

Szintetikus biolodgia tavlata pl. mikroorganizusok
programozasa kiilénféle anyagok termelésére, biologiai
hadviselés veszélye.

(53) Természetben nem létez6 nukleinsavak és
fehérjék elballitasanak elvi alapjai.

Els6 sikeres mesterséges nukleotid-par, amely DNS-be
épithetd, majd replikalhaté 2014-ben d5SICS-ANAM
naftalin/izokinolin gytriiket apoldros kolcsdnhatasok
tartjak Ossze.

Eddigi stratégidk ujabb aminosavak beépitésére
fehérjékbe: 1. A stop kodonok és ritkan hasznalt
kodonok megvaltoztatasa.

2. Kétlépéses szelekcid ortogondlis tRNS-szintetdz
parokkal. Csak azok a sejtek maradnak életben,
melyekben a nem természetes aminosavat kodolo tRNS
maradtak meg.

3. Ortogonalis riboszomak és ortogonalis tRNS
enzimpar készletek.



(54) A molekularis biolégia internetes adatbazisai
és hasznalatuk (NCBI, Uniprot, Brenda,
KEGG). Az adatbazisok szabad
felhasznalasanak jelentdsége.

NCBI  Blast programjaval ismert nukleotid
szekvenciaval azonos szekvencidk megtalalasa,
tervezett primer valéban csak a kimutatandd
szekvencidhoz kotnek e.

(55)Orvosi és bioldgiai publikacids adatbazisok
(Pubmed, Ovid, Scopus, Web of Science) és
felhasznalasuk a kutatasban. Az OMIM és
jelentésége. A Magyar Tudomanyos Mivek
Tara. Az ,,Open access” fogalma.

OMIM: Online Mendelian Inheritance of Man: NCBI
honlapjardl elérhetd, betegségek adatait tartalmazza.

Pubmed elénye, hogy ingyenes, barhonnan elérhetd.

Scopus, Web of Scienve idézet keresé oldal.

Ovid/Medline — a Semmelweis Egyetem hal6ézataban olvashato, orvosi
cikkek kivonatait, szamos esetben teljes szovegét tartalmazza, 1950-t6l
az olvasas idopontjaig. Elérés: www.lib.sote.hu-n keresztil ,,Adatbazisok”

I1SI Web of Knowledge/Web of Science (WOS) ill. Journal Citation Reports
(JCR). WOS: cikkek dsszefoglaldi, teljes szovegek is, tovabba idézettség
is keresheté benne; JCR: folyéiratok impakt faktorai éves bontasban.

Sciverse/Science Direct ill. Scopus

Science Direct: cikkek &sszefoglaldi, el6fizetett folyodiratok teljes szévegei
Scopus: idézettség keresésére alkalmas, 1995-t6l, de régebbi cikkek

1995 utani idézetei is megtalalhatok.

Szabadon elérhet6 szakirodalmi adatbazisok:

Pubmed: az NCBI adatbazis része, nagyon sok cikknek a teljes szévege

is elérheté (. el6bb)

MTMT: Magyar Tudomanyos Mivek Tara; az MTA adatbazisa, magyar
kutatok irodalmi munkassaga szabadon vizsgalhatd, cikkek adott
csoportositasban, valamint a kutaték szcientometriai adatai is.
Jelentéségiik: a kozpénzbdl végzett kutatasok eredményeinek kozkinccsé
tétele — a tudas ne legyen monopolizalhat6 !

Open Access: A tudomanyos folyoiratokban megjelent
szakcikkek szabad elérhet6ségét, kereshet6ségét jelenti
az interneten.

(56) Mycobacterium tuberculosis és Leiden-
szindroma kimutatasara szolgalé primer
internetes adatbazissal torténd tervezésének
szempontjai.

Atfedé szekvencidk megkeresése. Pl. Primer 3
programmal primer tervezés, fontos, hogy a két primer
kozott az olvadaspont nagyon kozel legyen, mert egy
annealing hdmérsékletet tudunk hasznalni a PCR-ben.
Olvadaspontot primer hossza és GC tartalma hatarozza
meg.

Terveziink egy primert amely akkor ad terméket ha van
mutacié az 506-dik aminosavban, és egyet amely akkor
ha aminosav glutaminra moédosult. Ki kell keresni,
hogy melyik triplet koédolja ezt az aminosavat.
Eléfordulhat, hogy a sajat és primerparok kozotti
dimerizacié csokkenti a PCR reakci6 speficitasat, erre is
figyelmeztet a Primer 3 program.

(57)Fehérjehomologiak  keresése  internetes
adatbazisokkal. A homoldgiak felhasznalasa
tudomanyos elemzésekben. Fehérje
térszerkezetek modellezése.

Blast programmal két fehérjeszekvencia egyezdség
Osszehasonlithaté. P1. human NOS II és Il izoenzim 51%
teljes homoldgiat mutat. Ha NOS II izoenzimét
hasonlitjuk Ossze az embernek és az egérnek 81%-os
egyezést kapunk.

Alkalmazasa  lehet  allérgén  elOrejelzéseknél,
immunogenicitast elsGsorban a térszerkezet hatarozza
meg. Egy adott élelmiszerre valé allergia homolog
epitopokra (antigén molekula azon része melyhez az

antitest kotédik) valo allergiat is jelenthet.

Fehérjék  térszerkezetének  4brazolasara  Rastop
program képes. Uniprot adatbazisbol letoltott pdb fajlt
tudjuk Rastopba importalni.



(58) A rendszerbiologia alapfogalmai,
skalafiiggetlen = halézatok fogalma és
tulajdonsagai. Merev és rugalmas haldézatok.
Poligénes oroklédést betegségek
kialakulasanak elméletei. Az inzulin, mint
elagazo halozati kiindulopont.

Skalaftiggetlen eloszlas: pl. internet, biologiai
rendszerek. A nagyfokszamu csticsok nagyobb eséllyel
kapcsolédnak egymadshoz, erds hibatlirés a véletlen
hibakkal szemben, de célzottan szétverhetOk.

Merev halézat: Stabil ,nem tanul”. Rugalmas halézat:
,Tanuldsra” képes, de instabil.

Egymasba épiiltség: A haldzatokon beliil egyéb
halézatok talalhatdk (sejt halézataban, fehérjék)
,Kisvilagsag”: Csomdpontok kozel vannak egymashoz,

haloézat csak logaritmikusan né.

Modularitas: Egyes csoportok tagjai kozott joval stirtibb
a kapcsolat, mint két csoport kozott.

Hierarchikus halézatok hatékonyan iranyitanak, de
informacioterjeszt6 képességiik gyenge.

F6 biolégiai haldézatok: Fehérjeszerkezet haldzatok,
fehérje-fehérje kolcsonhatas haldzatok, metabolikus
halézatok, jelatviteli halézatok.

Szupracelluldris ~ halézat:  idegsejtek  haldzata,
immunrendszer.
v Komplex, poligénes betegségek
~25,000 kialakulasanak elméletei:
1. CD/CV (common disease/common
Esszencidlis gének Beegsiggenek  variants) hipotézis - a betegséggének
(1,565) (1,777) csomopontok a halozatban

2. CD/RV (common disease/rare variants)
hipotézis — populaciésan ritka, de erés
Esenciills  Esszencidlis  Nemesszencidlis  Va@riansok kélcsonhatasa kornyezeti

nem-betegség  betegség betegség- tényezékkel
gének gének gének
(1.267) (1,379)

(398)

Kozos betegség-gének: azonos szomatikus mutaciok a jelatviteli utakon
killonb6z6 betegségek kialakulasaban jatszanak szerepet. Ezek a
halézatelmélet szerint csomopontok, és olyan gyogyszerek terapias
célpontjai lehetnek, amelyek tobb betegség esetén is hasznalhatok - pl.
kiilonb6z6 daganatokban azonos mutaciok lehetnek a foszforilacios
halézatokban — azonos szer tobbféle daganat esetén hasznalhato.

SRR :‘\:‘\\ﬁ‘\‘h\ IR Paznamenbria

Metabolikus :ig Mitogén/pro-atherogén ig
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Apoptézis gatlisa
lukoz . Fehérje-
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Névekedés, differencilodis
atheroszklerézis, gyulladis

Az inzulinhatas metabolikus aga az anyagcserét anabolikus iranyba
tolja el a PI-3-kinazon keresztiil. A mitogén ag a kapcsol6 fehérjéken és
a Ras-on keresztill a MAP-kinaz kaszkadot aktivalja, ami a sejtek
proliferaciéjahoz vezet. Fontos kapcsolat a két ag kozott: a proliferacio
szamos vegyiilet szintézisét (anabolizmus !) igényli.

(59)Halozatok megzavarasa - betegségek. A

halézatkutatas és gyogyszertervezés

kapcsolata, kiilonos tekintettel a

daganatterapiara (iranyito mutaciok

jelentdsége). Gyogyszercélpontok
eldrejelzésének alapelvei.

1. Csomépontok eltavolitasa; 2. élek médositasa (él megsziinése/uj él kialakulasa)

Genotus B e O™ Betegséggének halézatai:
bl . vensei  Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
belegséask  adatbazis, benne részleges adatbazisokkal

Atfedések: olyan csomépontok, amelyek
jelegek  t5bb betegségben is szerepet jatszanak

3
: Ot kiilonb6z6
P \‘//lv i betegség kozotti
kapcsolat GWAS
GWAS: genome wide association gének alapjan;
study; a teljes genom vizsgalata A szamok a koézos
nagy létszamu populaciéban, anyagcsereutak
szamat mutatjak.
asszociacioja gallapitasara. Harom adatbazist
hasznaltak fel

GWAS l
16kuszok

Q//T / (pl. human betegségek, gyogyszercélpontok|
Komplex

Halézatkutatas és gydgyszertervezés

Ko6z6s metabolikus utak és jelatviteli kaszkadok — kombinalt terapiak
A hélézati szomszéd célbavétele — palliativ terapias lehetéség

Uj célpontok predikcidja — szamitégépes gyoégyszertervezés

1. Vegyiilet-alapu (drug-based) megkozelités — ismert hatasu
molekulakbol indul ki; alapul vett tényezok:
Kémiai szerkezeti hasonlésagok; b. Hasonlé molekularis hatasmechanizmusok
Gyogyszer-célfehérje kotodés eréssége (molekularis dokkolas, kotési energia)
Betegség-alapu (disease-based) megkozelités — azonos terapias
lehet6ségekbdl indul ki; alapul vett tényezok:
Ismert azonos terapiak; b. K6zés molekularis patolégiai mechanizmusok;

. Hasonl6 mellékhatasok
A szamitogépes elorejelzést kdvetden kisérletek, majd klinikai kiprobalas
sziikséges az uj célpont(ok) elleni hatas vonatkozasaban

Jelentésége: 1. az ismert hatasok/mellékhatasok miatt az uj alkalmazas
koltségei Iényegesen alacsonyabbak, gyorsabban torzskdnyvezhetd;

2. az uj fejlesztések eleve multicentrikusan végezhetok — szélesebb korii
felhasznalas — kedvezdbb ar. Ezért az j fejlesztéseket halozati
csomopont-targetekre kell iranyitani !

Halézatkutatas és daganatterapia

Klasszikus kemoterapia — a sejtosztodas kozvetlen gatlasa — silyos
mellékhatasok

Célzott daganatterapia — a daganat kialakulasaban szerepet jatszo jelatvitel
mutacidjat veszi célba — kevesebb mellékhatas, csak a daganatsejtet ,,talalja el”.
El6zetes célzott genetikai vizsgalatot igényel — hatrany: magas kdltségek !

A tumor progresszidjanak genetikai hattere:

1. Iranyito (driver) mutaciok — a sejtek proliferaciojat fokozé modosulasok, a
tumorsejt szelekcios elényhoz jut

2. Rezisztencia mutaciok (driver alosztaly ?) — eleinte kevés sejtben vannak jelen,
de elszaporodhatnak — kivédhetik a célzott kezelést (de mas szerrel szemben
érzékenyek lehetnek !)

3. Utazo6 (passenger) mutaciok — nem jelentenek szelekcios elonyt a rakos sejtnek

A daganatos elfajulas a darwini szelekcio sémajat koveti — proliferacios elény
Altalaban tébb driver mutacio kell a daganat kifejlédéséhez és elfajulasahoz:

1. Tumorszupresszor gének (pl. p53) mutaciéja; 2. Mutaciék/mutins sejtek
kritikus szama; 3. Vérellatas (angiogenezis); 4. Inmunszupressziv jellegii
mutacio(k)

Ha ezek koziil csak egy-kett6 van jelen, korlatozott proliferacié — jéindulatu tumor

Rakos dssejt problémaja — korlatlan élettartam, szamuk nem né, de ellenallok,
beléliik keletkeznek a gyorsan proliferalé daganatos sejtek — uj terapias célpont !

Daganatterapias lehetéségek példai:

Azonos iranyité mutaciok: azonos gyégyszerek alkalmazhatok tébbféle
daganat ellen, pl. a Ras gén mutacioi driver mutaciok lehetnek tébb
daganatban;

JAK/STAT kinazok kdzos jelatvivok daganatok és gyulladasos és/vagy
immunoldgiai folyamatok esetében — NF-kB-n keresztiil hat, ill. gatolja a
T-helper sejtek antitumor valaszat. Mutans STAT3-ra hat6 gyogyszernek
gyulladasos és tumoros célpontjai is lehetnek.

Merev és rugalmas (,,tanul6”) halézatok és kélcsonds atalakulasaik — a
rugalmas halézatokat a csomoépontokon, a merev halézatokat a
csomopontok szomszédjain lehet megtamadni (Csermely P.)



(600)A génmodositott novények eldallitasa,
termesztése, engedélyezése.

http://mek.oszk.hu/03200/03216/html/#5

(61) A génmodositott novények termesztésének
kockazatai, egy-egy példaval.

http://mek.oszk.hu/03200/03216/html/#5

(62) A molekularis bioldgia okologiai
vonatkozasai. A  mikrobiom/mikrobiota
fogalma. Az 6kologiai egyensuly jelentsége,
az dkologiai labnyom fogalma, Gaia-elmélet.

Mikrobiom: Az emberi testben 1évé
mikroorganizmusok  Osszessége. Ide tartoznak
baktériumok, virusok, gombak. Emberi test tobb mint
tizszer annyi mikrobidlis sejtet tartalmaz, mint emberit.

Okoldgiai labnyom: Egy erdforrdsmenedzselésben és
tarsadalomszervezésben hasznalt érték, ami kifejezi,
hogy adott technoldgiai fejlettség mellett egy emberi
tarsadalomnak milyen mennyiség(i vizre és foldre van
sziiksége Onmaga fenntartdsdhoz és a megtermelt
hulladék elnyeléséhez. (5zén, legeld, erd6 labnyom)

Gaia-elmélet: A Fold Osszes él6 és élettelen része
szorosan Osszefliggd, homeosztatikus rendszert alkot,
tdg hatarok kozott képes fenntartani létezésének
feltételeit. A Fold bioszférajat, atmoszférajat, vizeit,
foldeit magaba foglalo komplex egység.



