1. A nukleinsavak alkot6 elemei, a nukleotidok és a polinukleotid-lancok elsédleges
szerkezete, polaritasa.

Az 6roklodo informaciokat szervezetiinkben a nukleinsavak hordozzak:

e dezoxiribonukleinsavak(DNS): genetikai informacié tarolasa
o ribonukleinsavak (RNS): segitségével torténik meg a genetikai informacid kifejezodése,
muakddése.

Mindkét vegyiilet makromolekula, melyek épitdelemei a nukleotidok. A nukleotidok maguk is tobb
részbdl allnak:

e nitrogéntartalmu szerves bazisok, a genetikai informacié kddolasaért
o Purinvazas szerves bazisok: adenin, guanin
o Pirimidin vdzas szerves bazisok : citozin, uracil, timin
e Pentdz monoszacharid egységek:
o D-ribdz (RNS)
o 2’-dezoxi-ribdz (DNS)
o A szerves bazis az 1-es(pirimidin) és a 9-es (purin) Nitrogénjével kapcsolédnak dssze
o Szerves bazis + pentdz= nukleozid
e Foszfat csoport:
o Apentdz 5’ OH csoportjdhoz észteresedik

Ez a harom molekula épiti fol a nukleinsavak alapelemeit, a nukleotidokat.

Ezek a nukleinsavlancban ugy kapcsolédnak egymdshoz, hogy a foszfatcsoportok a szomszédos
nukleotid pentéz egységének 3’—OH csoportjaval alakitanak ki észterkotést (foszfodiészter kotés), igy
a nukleinsav gerincét ezen pentdz-foszfat-lanc alkotja. Ebbol kdvetkezik a nukleinsavak
iranyitottsaga, polaritasa is, vagyis az a bioldgiailag fontos tulajdonsag, hogy a DNS- és RNS-szal 5’-
és 3’-vége szerkezeti és funkcionalis szempontbdl is eltér egymastol.
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2. A nukleinsavak masodlagos és harmadlagos szerkezete. A DNS denaturacidja, a
hibridizacio.

A lancrdl lelégd bazisok képesek specifikus H-hid kotést Iétesiteni a kdzellikben 1évé mas
bazisokkal: Az adenin két H-hidat alkot az uracillal vagy timinnnel, a guanin pedig harom H-
hidat alkot a citozinnal. Ezt a mechanizmust hivjuk bazisparosodasnak, ami, ahogy azt latni
fogjuk, a genetikai informacio tarolasdban és olvasasdban elengedhetetlen fontossagu.
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Az RNS molekuldk ribonukleotidokbdl all6 polimerek, néhdny kivételtél (példaul kettés szalu
RNS virusok) eltekintve egy szalbdl allnak. Ne Ugy képzeljik azonban, hogy ez az egy szal gy
uszkal a sejtekben, mint valami cérna; a bazisparosodas szabdlyainak megfelel6en bizonyos
részek Osszehajolhatnak, Osszetapadhatnak, un. hajtliket és hurkokat képezhetnek, igy
kialakitva az RNS masodlagos szerkezetét. Tipikus példa erre a tRNS.
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Az igy Osszetapadt részek és az egyszallan maradt részek egymasra tekeredhetnek,
jellegzetes harmadlagos szerkezetet hozhatnak létre. Azonban ezek a haromdimenzios
strukturdk korantsem olyan allandéak és egyediek. A H-hidak hémérséklet emelkedés
hatdsara fellazulhatnak, és mas helyeken, mas kapcsolatok johetnek Iétre, Uj format adva az
RNS-molekuldknak. Néhany specidlis RNS fajtdnak viszont nagyon is dllandd a térszerkezete,
minek kovetkeztében fontos szerepet tolthetnek be katalitikus reakcidkban. llyenek példaul
a tRNS-ek, melyek az aminosavakat szallitjdk a fehérjeszintézis helyére (3.18. abra), vagy az
rRNS-ek, melyek a riboszémak alkotérészei.



A DNS (néhany kivételtdl eltekintve) kettds szalu molekula. A DNS masodlagos szerkezetének
a bazisparosodas miatt Iétrejott kettds hélix tekinthetd. A kettGs szal antiparalel irdnyultsagu
(az egyik szal 5’ végével szemben taldlhaté a masik szal 3’ része). A szemben |év6 bazisok H-
hidakkal kapcsolédnak egymashoz adeninhez ugyanis mindig timin kotddik két H-kotéssel,
mig guaninnal szemben minden esetben citozin helyezkedik el, és kozottik harom H-hid
taldlhatdé (tehat az egyik szal bazissorrendje egyértelmlien meghatdrozza a madsik szal
bazissorrendjét). A kett6s lanc a térben csigaszerlen feltekeredik. a kettds hélix masodlagos
szerkezetben a kozépen elhelyezkeds bazisparok a hélix tengelyére merdlegesek. A hélix jobb
menetes. Egy fordulatban 10 bazispar helyezkedik el, ezek tdvolsaga 0,34 nm. A molekula
felszinén a parhuzamos lancok kdzott egy kisebb, 0,6 nm-es és egy nagyobb, 1,2 nm nagysagu
bemélyedés, a kis és nagy arok taldlhaté.

A DNS kettds hélixének széttekert vagy éppen ellenkezbleg: tultekert formajat
szupertekercsnek nevezziik, ez a DNS harmadlagos szerkezete. A széttekert DNS-t negativ
szupertekercsnek hivjuk, ebben az esetben 10-nél tobb bazispar helyezkedik el egy
csavarulatban. Ebben az allapotban taldlhaté a replikacidra és transzkripcidora képes aktiv
DNS. Ezzel szemben pozitiv szupertekercsnek nevezziik a szorosabb, tultekert hélixet, amely
fordulatonként tiznél kevesebb bazispart tartalmaz.

A DNS denaturacidja soran a hémérséklet emelkedésével a H-hid kotések felbomlanak, és két
egyszalu nukleinsav lancra esik szét a DNS molekula. A denaturacids olvaddspont amikor a
DNS-ek fele egyszalu formaban van. Renaturdacié soran visszaall a kett6s hélix szerkezet.

Nukleinsavak hibridizacidja: Komplementer lancokbdl mesterségesen létrehozott
kett6sszali nukleinsav (DNS-DNS, vagy DNS-RNS).



3. A gén, a pozitiv (kddold) és negativ (antisense) DNS szal fogalma. A prokariota, az
eukaridta és a virus genom 6sszehasonlitasa.

« s

a gének. A gének legtobb esetben fehérjéket kddolnak, kiolvashaté beldlik a fehérjék primer
szerkezete. Az eukaridétdk esetében egy gén egy fehérje kifejezddéséért felelds,
prokaridtakban ezzel szemben policisztronos, tobb fehérje kifejezddését egyszerre lehetové
tevod funkciondlis egységek is ismertek. Fontos, hogy a gének egy része olyan RNS-molekuldkat
kédol, melyek nem forditddnak le fehérjére, de a fehérje szintézis folyamatdban
nélkilozhetetlenek (pl. rRNS-ek, tRNS-ek, mikroRNS-ek).

A transzkripcié szempontjabdl megkilonboztetiink egy kddold DNS-szélat (pozitiv, értelmes,
sense szal), melynek szekvencidja azonos a szintetizal6dé RNS-sel, illetve egy minta DNS-
szalat (negativ, templat, antisense szdl), mely leolvasasra keril. Mivel a DNS mintaszal
komplementer a masik (a kddold) DNS-szallal, és a transzkripcié sordan az RNS a DNS-minta
komplementereként készil, a keletkezett RNS szekvencidja meg fog egyezni a kédolé DNS-
szal szekvenciajaval (kivéve, hogy a DNS-ben Iévd timint az RNS-ben uracil helyettesiti). Fontos
megjegyezni, hogy az atirds iranya génenként valtozd lehet, azaz egy adott DNS-szal
valdjaban az egyik génre nézve lehet kddold (pozitiv, értelmes), a masik szempontjabdl
pedig minta (negativ, antisense) szdl, annak megfelelGen, hogy a gén milyen orientdcidban
helyezkedik el a DNS-szalon.

Prokaridta genom: A prokaridta sejt genetikai informaciojat tartalmazé molekula, cirkuldris
kettds szalu DNS.

A PROKARIOTA DNS CSOMAGOLASA
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Eukariéta genom: Eukaridta sejt sejtmagjaban taldlhatd, a genetikai informaciot tartalmazo
molekuldk, amik kromoszomakba tomorilnek, linearis kettds szali DNS formaban.
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Virus genom: RoOvid genetikai informaciot tartalmazd RNS vagy DNS (egy vagy kétszald,
linearis vagy cirkularis), amelyek a gazdasejtbe jutva, részben annak fehérjéit haszndlva
onmagukban, vagy a gazdasejt genomjaba beéplilve transzkriptalddnak.



4. Az eukariota genom elemei, kodold, nem kodolo, egyedi és ismétl6dé szekvenciak.

Az eukaridta gén szerkezet bonyolultabb, mint prokariétaknal. A gén nem minden szakasza
kddol fehérjéket. Azok a szakaszok, amik fehérjét kddolnak, exonnak nevezziik. Intron az
olyan génszakasz, ami nem kédol fehérjét, és két exon kozott helyezkedik el. Az intronok

hossza aranyaiban nagyobb részét teheti ki a lancnak, mint az exonok. Az érett mRNS-ben az
intron mar nem talalhaté meg.
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Az eukariétak genomja atlag 20-50% nem kdédolé szekvenciat tartalmaz. Ezek jelent8s része
tobb példanyban el6forduld, ismétl6dé, repetitiv DNS.

Az emberi genom szekvencia elemei
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Figure 4-17 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

e 20,687 fehérje kédold gén
11,224 pszeudogén
76% atirodik
8800 small RNA
9600 long noncoding RNS
3,9 millié fehérjekots hely

Az ismétlédé szekvenciak f6bb tipusai:



Géncsaladok:
o Ketténél tobb gén példany a genomban

Szétszort géncsaladok:

- Az egyes gének szekvencidi kilonbdzhetnek, az evolucié sordn eltéré funkciot
nyerhetnek

- Egy csalddon belil mutdciék sordn egy gén funkcioképtelenné is valhat:
pszeudogén

Tandem géncsaladok:

- Bizonyos gének termékeibdl a sejtnek nagyobb mennyiségre van sziiksége (rRNS-
ek, tRNS-ek, hisztonok génjei)
- Azilyen csaladok génjei egymast kdvetd sorozatokat alkotnak.

Nem kodold ismétléds szekvenciak

Telomer szekvencidk:
- A DNS linaris rovidulése ellen véd

Szatellit DNS:

- 5-200 bazispar egységekbdl allé ismétl6dé elemek
- Meéretik tobb szaz kb is lehet
- F6ként eukariétakban fordul el6
- Hatalmas blokkok a centromernél, a kromoszodmak végein
- Heterokromatint alkotnak, a
kromoszoma szervezésében vesznek részt Tandem

szekvenciak

—

o Miniszatellitek:

=  Maximum 25 bazispar egységek

=  Maximum 20 kb

= VNTR: Variable Number Tandem Repeats
o Mikroszatellitek:

= Maximum 10 bazispar

= Méretiik maximum 200 bazispar

= STR: Short Tandem Repeats




Transzpozonok (Ugrdlé gének) : a genomban kdnnyen helyet valtoztato
génszakaszok. Novelik a valtozatossagot, athelyezédésiik Uj gének atirdddasat
indithatja el. Evolucids jelentGsége lehet. Két tipusa lehet:

DNS-transzpozonok:

a DNS-szakasz kihasad a genombdl és egy masik helyen integralddik
(nonreplikativ transzpozicid), vagy a DNS-régié megkett6z6dik, az egyik kdpia
marad a helyén, a masik mashol integralddik (replikativ transzpozicio)

Retrotranszpozonok:

RNS-intermedier kdzvetitésével torténik, a donor DNS-régié RNS-be irédik at,
majd azon mint templaton reverz transzkriptaz segitségével kettGs l[anci DNS
szintetizalodik és az beépil a cél-DNS-be.

A retrotranszpozonok egyik csoportja hasonlit a retrovirus genom DNS-
masolatara, provirusara, ezek a viralis retrotranszpozonok.

A nonviralis retrotranszpozonok inkabb cellularis mRNS-ekre hasonlitanak, 3’-
véglikon példaul poli(A)-szekvencidt tartalmazhatnak.

Emberi genomban 1 millié masolat, a genom 11%!.



5. Az eukari6ta kromoszéma szervezddése, a ploiditas, a triszomia.

Az eukaridta sejtek esetében a prokariétdkhoz képest a DNS |ényegesen hatékonyabb
feltekeredése szilikséges, ami annak hosszat 6t nagysagrenddel csokkenti. Ezt az igen
kompakt kromoszéma szerkezetet kromatinnak nevezziik, melynek kialakuldsdban a
hiszton fehérjék jatszanak alapvetd szerepet. A hisztonok és a DNS kozotti erds
kdlcsonhatas kémiai alapja az, hogy ezen fehérjék rendkivil gazdagok bazisos, azaz
fiziolégias pH-n pozitiv t6ltési aminosavakban: lizinben és argininban, amelyek erésen
kotddnek a DNS negativ toltésh dezoxiribdz-foszfat vazahoz. Ezek segitségével alakul ki a
kromoszéma szerkezet alapja, ami egy fonalra felfGz6tt gyongysorhoz hasonlithaté. A
gyongyok a nukleoszémak, amelyeket 6sszesen 8 hiszton fehérje alkot. A nyolc hisztonbdl
allé nukleoszémadra kb. 150 bazispar hosszusagu DNS-szal tekeredik fel megkozelitdleg 1,5
fordulatot képezve. A hisztonok a DNS kis arkahoz kapcsoldédnak, igy a nagy arok mas —a
DNS muakodésének szabalyozasaban szerepet jatszd fehérjék szamdra szabadon
hozzaférhetd. Két nukleoszomat 20-90 bazisparnyi DNS-lanc kot Ossze, a DNS ezen
szakaszdhoz a H1 hiszton kotddik, amely a nukleoszémakkal is kolcsonhatasba lép, igy
kezdédik meg a DNS tovdbbi feltekeredése. A nukleoszdmdk a DNS-ldanc mentén
elmozdulhatnak, igy egyes szakaszok feltekeredése szorosabbd valhat, mig a szerkezet
mashol lazul, azaz a DNS jobban hozzaférhetdvé valik. A teljes DNS-lancra kiterjedd
rendkivil kompakt szerkezet alakul ki a mitdzis metafazisa soran (ilyenkor a kromoszémak
fénymikroszkdppalldthatdk). Ezzel szemben a DNS m(kodését, azaz a gének
transzkripciéjat éppen a lazabb kromatinszerkezet teszi lehetové.

Heterokromatin: a kromatin olyan tipusa, mely nem aktiv. A DNS-t korilvevs hiszton
fehérjék szoros kapcsolata miatt a polimeraz (DNS-rél RNS atirdst végz6) enzim nem fér
hozza a DNS-hez. Két fajtaja a konstutiv és a fakultativ heterokromatin. A konstutiv soha,
a fakultativ bizonyos esetekben kifejez6dik.

Eukromatin: a kromatin egy tipusa, mely gazdag génekben, legaldbbis a heterokromatin
régiohoz viszonyitva. Mivel a génjeit korllvevd hiszton fehérjék nem szorosan kot6dnek a
DNS-hez, ezért a génexpresszid (génkifejez6dés) aktiv, szinte folyamatosan irédnak at az
MRNS-be (messenger RNS-be) a gének informacidi.

A hisztonok aminosavainak acetilacioval, metilacioval, foszforilacioval torténé modositasa
befolyasolja a toltést, igy a kromatin allapotat.

Ploiditds: A kromoszdma készletek szama egy sejtben

- Monoploid: 1 kormoszéoma készlet, n db kromoszédma, diploid él6lények ivarsejtjeit
haploidnak nevezziik

- Diploid : 2 kromoszdma készlet, 1 anyai+1 apai= 2n db kromoszéma

- Triploid : 3 kromoszéma készlet

Ha a DNS replikaciot nem koveti osztddds, akkor poliploid sejtek jonnek létre.
Euploid: A kromoszémak szama egyenl6 n 2-szeres tobbszordsével(n, 2n, 4n, 8n stb)

Aneuploid: A kromoszémak szama NEM egyenlS n 2-szeres tobbszorosével. Pl triszdmia
soran egy kromoszémabdl 3db van



6. A DNS replikacidjanak elve, a DNS-polimerazok &ltalanos tulajdonsagai, a
replikacios villa, az Okazaki fragmentumok, a gap és a nick fogalma, a DNS-ligazok.
A DNS-topoizomerazok.

Mind egy élolény kifejlddése, mind pedig egy faj fenntartdsa soran mindazonaltal alapvetd
jelentdségl, hogy a sejtek osztddasa soran a genomi DNS (csaknem) hibatlan masolata
mindkét utddsejtben jelen legyen. Ez a folyamat a DNS replikacidja, ami alapelveit
tekintve minden é16 sejtben (pro- és eukariotakban egyarant) hasonlé médon valdsul
meg.

A DNS azon alapvetd szerkezeti jellegzetessége, hogy adenin mindig timinnel, guanin
pedig mindig citozinnal képez bazispart, azt eredményezi, hogy a kettds hélix egyik
szaldanak szekvencidja egyértelmlen meghatdrozza a masik lanc bazissorrendjét, azaz
lényegében mindkét szal tartalmazza ugyanazt a genetikai informaciét. Eppen ez a
szemikonzervativ megkettozodés alapja, melynek lényege, hogy a két lanc elvalik
egymastdl, majd mindkettd alapjan egy-egy Uj szal szintetizalddik. Ez azt jelenti, hogy
minden DNS-molekula egy eredeti szUl5i és egy Ujonnan felépitett lancbdl all.

A folyamatban alapvetd szerepet jatszé enzimek a DNS-fliggd DNS-polimerazok. Ezek az
enzimek tobb kilonb6zd aktivitdssal rendelkezhetnek. Nélkiilozhetetlen a szintetikus
aktivitds, amely az uj DNS-lanc felépitését jelenti. A szintézis szigorian 5’-3’ iranyu!
Sziikséges tovabba egy mintdul szolgalé DNS-szal is, mivel ez fogja meghatarozni az Uj lanc
bazissorrendjét, azaz azt, hogy milyen bazist tartalmazé nukleozid-trifoszfatok képezik a
szubsztratot az egyes lépések soran. Az Gj nukleotid az 5’ foszfatjaval észteresedik a 3’
OH-hoz! Egy Uj nukleotid beépitése 2 nagy energidju, makroerg kotés felhasznalasaval
jar. A minta olvasasa mindig 3’-5" iranyu.

A polimerazok alaptipusai

POLIMERAZOK MINTA EGYEB

DNS-dependens-DNS-polimerdzok  DNS VA NUKLEOTIDOT CSAK
MEGLEVO LANCHOZ KEPESEK
KAPCSOLNI:
INDITOT, PRIMERT
TGENYELNEK

RNS-dependens-DNS-polimerdzok  RNS EUKARIOTA TELOMERAZ,
A RETROVIRUSOK

REVERZ TRANSZKRIPTAZA
INDITQT, PRIMERT

ITGENYELNEK
DNS-dependens-RNS-polimerdzok  DNS
RNS-dependens-RNS-polimerdzok  RNS RNS VIRUSOK ENZIME
Poli-A-polimerdz (RNS-polimerdz) nincs RNS LACHOZ KAPCSOL

ADENIN NUKLEOTIDOKAT

A DNS-fliggé DNS-polimerazok ezen alapfunkcido mellett 5’- és 3’-exonukledz aktivitassa is
rendelkezhetnek. Ezen reakcid soran az enzimek egy DNS lanc 5’- vagy 3’-végi nukleotidjat
tudjak lehasitani, ami a replikacid egyes lépései soran sziikséges, valamint alapvetd szerepet
jatszik a DNS-megkett6z0dés nagyfoku pontossaganak biztositdsaban.



Endonukledz aktivitas soran a lanc koztes foszfodiészter kotését szakitja fel az enzim. Ennek
soran létrejohet a foszfodiészter-kotés hianya a lancon beliil egy vagy két szalon, melyet nick-
nek nevezik. Megsziintetését a DNS-ligaz végzi.

A DNS replikacidja a két lanc szétvalasztasaval kezd6dik. Replikacids buborék alakul ki, amely
két replikacids villabdl all. A szétnyilé DNS mindkét szalaval szemben el6szor mindig egy rovid
(kb. 6-8 nukleotid hosszu) RNS-darab szintetizdlédik. Ennek az az oka, hogy a DNS-polimeraz
enzim mikodéséhez szliksége van egy olyan szakaszra, amely mar kett&s szald; a masodik szal
polimerizaciéjat csak annak a végétdl tudja folytatni. Ezt a rovid RNS-darabot (primert)
hasznadlja majd fel a DNS-polimeraz, hogy dezoxiribonukleotidokkal hosszabbitsa meg a révid
RNS-szakaszt. A primdaz, egy DNS-dependens-RNS-polimeraz amely az RNS primert késziti.
nukleinsavak polimerizaciés folyamatdnak szubsztratjai mindig nukleozid-trifoszfatok. A két
foszfo-anhidrid kotés felszakadasanak energidja nemcsak a nukleozid-monofoszfatok kozotti,
vizkilépéssel jard foszfoészter kotés létrejottéhez, hanem a reakcid irreverzibilissé tételéhez
is elegendd. Mivel a polimerizacié mindig 5’-3’ a templat olvasasa pedig 3’-5’ iranyu, ennek
kovetkezménye hogy mindkét szalon csak az egyik irdnyban torténhet meg a folyamatos
szintézis. A replikacids villdban megkilonboztethetd az a rész, ahol a szintézis folyamatosan
torténik (vezetd szal), és ahol szakaszosan torténik (kovetd szal). A vezetd szdlon a primaz
enzim szintetizalta révid RNS-szakaszt kovet6en a DNS-polimerdaz folyamatosan épiti fel a DNS
masodik lancat, mig szemben vele, a kdvetd szalon, mindig Ujra és Gjra kell a primaznak egy
rovid RNS-primert szintetizalni, hogy a DNS-polimerdz azutdn megszintetizalja a hianyzé
szakaszt. Ezeket a kovetd szalon taladlhatd, most még kiléndlld 1000-2000 nukleotid
hosszusagu fragmentumokat felfedez6jikrél Okazaki-fragmentumoknak nevezziik .

DNS-topoizomerazok:

e Topoizomeraz |: a kettdsszdlG DNS egyik szdlat vagja el, majd a lancvégeket
Ujraegyesiti, pozitiv szupertekercset |étrehozva energiabefektetés nélkil.
Mechanizmusa:

o Az enzim el6sz6r a DNS-hez kdtédik

o ezutdn elvagja az egyik DNS lancot (nick)

o koézben kovalensen megkéti a 3’ lancvéget az energiat konzervalva
o az ép lanc magatdl atbujik a masik szal végei kdzoétti résen

o megszunteti a nick-et, amihez nem igényel energiat

e Topoizomeraz Il: a DNS lanc mindkét szalat elvagja, igy hoz létre negativ
szupertekercseket. Energiaigényes folyamat, ATP hidrolizisével jar.
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7. A cirkuléris prokariota genom replikicigjanak menete, a prokariota DNS-
polimerazok. A plazmidok.

Prokaridtakban a replikdcid a cirkuldris DNS egyetlen pontjan, a replikaciés origdban
(oriC) indul meg mindkét irdnyban. Ezt a DNS-szakaszt a dnaA fehérje ismeri fol, és ehhez
a dnaC segitségével a dnaB fehérje kotddik. A dnaB egy helikdz enzim, amely a DNS két
szalat egymastol széttekeri, ez a replikacio alapfeltétele. A folyamat energiaigényes, ATP
terhére torténik, és a két szal a helikdz aktivitdsi dnaB—dnaC komplex mogott egybdl djra
kettds hélixe alkotna, ezt az SSB (single strand binding) fehérjék akadalyozzak meg: a
DNS-t egyszalt formaban tartjak. igy jon létre a két egymassal szemben elhelyezkedd
replikacids villa, melyek egyitt az iniciacidos buborékot alkotjak. A DNS egy ponton
torténd széttekerése azonban a széttekert szakasz elotti kettds hélix tultekeredését
eredményezi. A replikacid sordan éppen ezért fontos szerepet jatszik a Il. tipusu
topoizomerazok csoportjaba tartozé DNS-girdz, ami — ATP felhasznalasa mellett — képes
negativ szupertekercset létrehozni, illetve pozitiv szupertekercset megsziintetni.

A kovetkez6 fehérjék, illetve enzimek sziikségesek a DNS replikacié elinditdasdhoz
prokariétakban:

e Topoizomeraz ll: negativ szupertekercseket hoz létre
e dnaA protein: az oriC-hez kot6dve elinditja a repliszdma kialakuldsat, kotédése
negativ szupertekercset igényel
e dnaB protein: helikdz aktivitassal rendelkezé enzim, mely széttekeri a DNS kettGs
lancat
e dnaC protein: a dnaB-vel egyltt el6segiti a primaz bekotbdését, illetve a primer
szintézisének meginditasat
e Primaz: (dnaG) a DNS-hez két6dik a dnaB és dnaC fehérjékkel egyiitt, ezt a strukturat
primoszémanak hivjuk
e Rep protein: ennek is van helikaz aktivitasa
e HD vagy SSB fehérjék: hélix destabilizalé (HD) vagy ,single strand- binding” (SSB)
fehérjék
A replikacids villdban prokariétakndl a DNS-polimeraz Il enzim taldlhatd, ez katalizalja a
polimerizaciét. A plomeraz lll egy sok alegységbdl allé holoenzim, amely egy irdnyba mozogva,
egyzerre szintetizalja a vezetd és a kovet6 szalat. A késleked6 lanc szintézisekor a harom karja
kozul kettd felvaltva dolgozik.

Az Okazaki fragmentumok szintézise és egyesitése:

A DNS-polimeraz Ill az RNS-primerekig szintetizdlja a DNS-ldncokat. Van egy masik DNS-
polimeraz is, a DNS-polimeraz I, amely 5’-3’ polimeraz és 3’-5’ exonukledz aktivitason kivil
rendelkezik 5’-3’ exonukleaz aktivitassal is. Ez a polimerdz tehat megtalalja azokat a helyeket
a szdlon, ahol szakadas van, és ott elkezdi 5’-3’ irdnyban leemészteni a ribonukleotidokat
(majd a dezoxiribonukleotidokat is), és szintetizalja az Uj komplementer DNS szélat is helyette.
Ezt kovet6en a DNS-ligaz 6sszekapcsolva az 5’ és 3’ véget megsziinteti a nick-et, folyamatossa
teszi az (j lancot.



A baktériumsejtek gyakran tartalmaznak a genom mellett tovabbi [ényegesen kisebb, szintén
gylrQs szerkezetl DNS-molekuldkat, ezeket plazmidoknak nevezziik. A plazmidok a genomtdl
fliggetlendl replikaléddhatnak, igy egy sejten belil tobb masolat jelen lehet. Ennek kiilonos
jelentdsége az, hogy a plazmidokat a baktérium sejtek egymasnak at is tudjak adni, igy a
genetikai informacié nem csak generiacidrél generacidéra adhaté at, hanem rendkivil gyorsan
horizontalisan is kicserélhetd. Ebben a folyamatban jatszik alapvetd szerepet az ,,F” plazmid,
mely olyan fehérjéket kédol, melyek segitségével két baktérium sejt — plazmid atadasa
céljabol — 6ssze tud kapcsolddni. Mas plazmidok (,,R”) antibiotikummal szembeni rezisztenciat
okozd fehérjéket kodolnak. Ezek a gének mobilis genetikai elemekben helyezkednek el
(transzpozonok). A transzpozonok olyan fehérjét kodold gént is hordoznak (transzpozaz),
amely képes kivagni a transzpozont a DNS-b8l és beilleszteni egy masik DNS-be. gy a
rezisztencia-gén atkerilhet a baktérium kromoszémajaba



8. A DNS replikaciojanak menete eukariota sejtekben, az eukariota DNS-
polimerazok. A telomeraz miikodése és jelentésége.

Az eukariota replikdcio a folyamat elvét és menetét tekintve a prokaridta DNS
megkettdzodéssel lényegében azonos, a folyamatban azonban természetesen mas fehérjék
és enzimek vesznek részt.

A kovetkez6 eukaridta DNS polimerdzokat ismerjlik: a,B,y,6,€ stb.

Polimeraz neve Feladata

a A késlekedd szdl szintézise, hignyzé
DNS szakasz pétldsa

) Vezetd ldnc szintézise

£ RNS primerek cseréje, hibajavitas
B DNS hibajavitas

Y A mitokondridlis DNS szintézise

Az eukariéta DNS polimerazoknak nincsen exonukleaz aktivitasuk fliggetlen nukleazok segitik
a replikaciét. A polimerizacidékor beépitett nem komplementer nukleotidokat a FEN1 3’
exonukledz tavolitja el a replikacié soran, az RNS primert az RNAz H endonukledz darabolja
fel.

Az eukaridta replikacié egyik legfdbb jellegzetessége, hogy a DNS megkett6z0dése még egy
kromoszéman beliil is szamos ponton egyszerre kezdddik meg. Erre nem csak azért van
sziikség, mert az eukaridéta genom lényegesen nagyobb, hanem azért is, mert az eukariota
DNS-polimerdzok kb. egy nagysagrenddel lassabban épitik fel az Uj DNS-lancokat( 50
nukleotid/sec) . A replikacié kiindulé pontjait az ORC (origin recognition complex) ismeri fel,
majd ehhez egy masik, helikaz aktivitdsi komplex kotddik.

Eukaridta sejtekben az Okazaki fragmentumok sokkal révidebbek.

Az eukaridtak genomja linearis DNS-szakaszokba van csomagolva. Ezek a kromoszédmak,
melyeknek a végeit teloméreknek hivjuk. A telomérek a kromoszoma igen fontos részei;
specialis fehérjék kotédnek hozzajuk, épségiik a megfeleld sejtosztédashoz elengedhetetlen.
A telomérek minden osztédasi ciklus utan rovidiilnének, hiszen a kovets szalon az 5’ végen
maradna egy olyan szakasz, amely a replikacio sordn nem tudna atirédni (a replikacié ugyanis
egyiranyu), ezéltal minden egyes osztddds utan egyre rovidebb DNS addédna tovabb az
utddsejtbe. A telomér szekvencidk atirdsat a telomeraz enzimek (reverz transzkiptazok)
segitik. A telomérek tobbszordésen ismétl6d6é motivumokat tartalmazo, Ugynevezett repetitiv
(ismétléd6) szekvencidkkal rendelkeznek. A telomerdz enzimhez asszocialédva taldlhaté egy



rovid RNS-szekvencia, mely komplementer ezekkel a szekvencidkkal, és egy rovid részen
hibridizalni tud a telomér tulnyuld 3’ szalaval. Ez a kis hibridizalt szakasz megfelel6 primernek
bizonyul ahhoz, hogy az enzim sajat polimeraz aktivitasat kihasznalva meghosszabbitsa a 3’
véget. A véghosszabbitas utan a telomeraz athelyez6dik ugy, hogy az RNS-e ismét Ossze
tudjon parosodni az Ujonnan szintetizalédott 3’ véggel, ezdltal ismét primerként hasznalva
azt. A ldnchosszabbitds tobbszor megismétlédik, a megfelel6en hosszu 3’ tulnyuld véghez egy
primaz most mar tud RNS-darabot szintetizalni, és a DNS-polimeraz segitségével feltoltédik a
masik szal.



9. A DNS replikacio hibajavit6 mechanizmusai prokariotdkban és eukaridtakban.

Bar tobb mechanizmus biztositja a DNS-replikacié nagyfoku pontossagat, a folyamat mégsem
100%-o0s. Ennél is fontosabb, hogy a sejtet és annak genetikai dllomanyat szamos hatas éri:
nemcsak a kilso, karosité tényezbkre (pl. sugdrzasokra) kell gondolni, hanem bizonyos
anyagcsere folyamatok, pl. oxigén tartalmi szabad gyokok keletkezése is alapvetd
jelentdségl. Mindezen faktorok mellett teljesen spontan folyamatok (oxo-enol tautoméria) is
eldidézhetik a DNS karosodasat. A DNS-kdarosodasokat hibajavité mechanizmusok
folyamatosan javitjdk azon egyszer( elv alapjan, hogy a parhuzamos ép DNS lanc alapjan a
karosodott szakasz eredeti szerkezete visszaallithaté. Ha azonban egy DNS-kdrosodds javitdsa
mégsem torténik meg a replikacidig, a hiba az Uj DNS-be bemasolddik, rogzil, és tobbé mar
nem korrigalhatd. A még javithatd DNS-kdarosodasok igy a DNS-megkettdz6dése soran mar
nem javithaté mutaciova alakulnak.

A mutacidk nagy része Un. csendes mutdcio, mert vagy nem kodold teriiletet érint a DNS-en
(kb. 10% a kédold szakasza az emberi genomnak), vagy pl. nem jar aminosav-cserével.

1. Dezaminacio

Az adenin, a guanin és a citozin ionizdld sugdrzas, alkildlészerek vagy spontdn folyamat
kovetkeztében dezaminalédhat, a folyamat soran hipoxantin,xantin, illetve uracil keletkezik.
Ezek a DNS-ben idegen bazisok.

Mivel az aminocsoport a H-hidak létrehozdsa sordn H-donor, az oxo-csoport pedig H-
akceptor, ezen atalakulas kijavitasa dontd fontossagu. Ha ez a replikacidig nem torténik meg,
a DNS-szintézis soran az adeninbdl létrejovo hipoxantinnal szembe timin helyett citozin
épllbe, és hasonldan: a citozinbol keletkezo uracil guanin helyett adeninnel képezbazispart.
(A guanin—xantin atalakulas a bazisparosoddst nem valtoztatja meg.) Feltételezheté hogy
éppen ezen viszonylag gyakori — minden sejtben naponta tobb ezerszer lejatszédod —, spontan
folyamattal magyarazhatd, hogy a DNS-ben uracil helyett fizioldgiasan timin fordul eld, azaz
az uracil a DNS-ben idegen bazis, hibanak szamit. Ha ugyanis ez nem igy lenne, akkor a javité
mechanizmusok a citozin dezamindldédasa révén keletkezo uracilt a tobbi uraciltél nehezen
tudndk elkiloniteni.

2. Dimerizacio
Ultraibolya fény hatdsara kovetkezik be leggyakrabban a pirimidinek dimerizalédasa. Ez
leggyakrabban két szomszédos timin kozott torténik meg: a gylrik 5-06s, illetve 6-0s C-atomjai

kozott alakul ki egy-egy kovalens kétés, de két egymads mellett elhelyezked®d citozin, vagy egy
citozin és egy timin is képezhet dimert hasonlé maédon.

3. Depurinizacié

Rendkivil gyakori, spontan folyamat a depurinizacié, azaz a dezoxirib6z és a purin bazis
kozotti B-N-glikozidos kotés elhasaddsa, ami atlagosan 5000-szer torténik meg naponta
minden emlds sejtben. A folyamat ritkdbban a pirimidin tartalmu nukleotidokat is érintheti.
Oka a sejten belili metabolitok hatasa.



4. Delécid-inzercio

Delécidnak nevezziik, ha egy vagy tobb nukleotidpar kiesik a szekvencidbdl, inzerciénak pedig
azt, ha egy vagy tobb nukleotidpar beépll a szekvencidaba. Ha a tobblet, vagy hidnyzo
nukleotidparok szama nem oszthaté harommal, akkor Ugynevezett kereteltolddas kovetkezik
be; az atirodo polipeptidlanc szinte bizonyosan funkciévesztett vagy sulyosan sériilt lesz.

A DNS replikacié el6tt a hibat ki kell javitani, melyhez a komplementer lanc szolgdlja az
informdaciét (pl. depurinizacié esetén).

Repair mechanizmusok

1. Bazis kivagason alapulé DNS javitas

A DNS-ben |évd hibdk javitdsa (repair) legtobb esetben azonos médon, az érintett szakaszon
a kdrosodott bazis, illetve nukleotid kivagasaval torténik pro- és eukariotakban egyarant. A
hibas bazisokat specifikus DNS-glikozidaz enzimek tavolitjdk el a DNS-bdl a B-N-glikozidos
kotés elhasitasaval. igy a depurinizcié eredményéhez hasonld hely keletkezik. Ezt az AP-
endonukleaz ismeri fel, és a bazis nélkili dezoxiribdzt a lancbdl kihasitja egy masik enzimmel
egyuttmlkodve. Az ilyen lanchidnyt gap-nek nevezziik. A hidnyzé nukleotidot a
prokariotakban a DNS-polimeraz |, az eukariétakban a DNS-polimeraz- épiti fel. llyenkor a
lanc még nem folytonos: hidnyzik a foszfodiészterkotés, ez a nick. A két lancot a DNS-ligaz
enzim koti 6ssze.

2. Pirimidin nukleotidok dimerizacidjanak javitasa
a. Nukleotid kivdgdson alapuld repair
Egy UV specifikus endonukeleaz kivagja a sérilt nukleotidot, majd a DNS-
polimeraz szintetizalja a hianyzé nukleotidokat 5’-3’ iranyban, végil a DNS-
ligdz kialakitjia a foszfo-észter kotést (nick megsziintetése). Eu- és
prokaridtakban egyarant mkédé mechanizmus.

b. Kizardlag prokariotakban el6fordul egy enzim (fotolidz), mely kék fény(lathato
fény) hatdsara aktivalddik és elvagja a timin dimérek kozott kialakult kovalens
kotéseket.

3. Mismatch repair mechanizmus

Ha a replikacid sordn a DNS polimeraz nem jé nukleotidot épit be az Ujonnan szintetizalédd
lancba, ennek bazisa nem lesz komplementer a templaton talalhaté bazissal. Ezt hivjuk angol
nyelvbél atvett széval MISMATCH-nek.

Ahhoz, hogy a hibasan beépitett nukleotidot ki lehessen javitani, a repair rendszernek fel kell
ismernie, hogy melyik a sziil6i vagy templat lanc, és melyik az Uj lanc.

Prokariotakban a szil6i lanc metilalodik bizonyos poziciokban (GATC szekvencianal, ahol az
adenin metildlodik az N-6 nitrogénen). A metilaciot a Dam metildz végzi. Azonban az Uj lanc
csak késleltetve metilalédik, miutdn a mismatch repair rendszer ellenérizte a nukleotidok



korrekt beéplilését. Hiba esetén a hibajavitd rendszer a hibas bazisparokat felismeri, és a még
nem metildlt szalbdl ennek meglehet&sen hosszu kornyezetét kivagja. Majd a DNS-polimeraz
enzimek potoljak a hianyzo szakaszt.

Eukariotakban a mismatch repair elve nagyon hasonlé. A fontos kiilonbség az, hogy nincs
metilacio, helyette az Gjonnan szintetizalt lanc ,,nick”-eket tartalmaz. Mut S protein felismeri
a mismatch-t, amig a Mut H és Mut L fehérjék, hasonléan a bakteridlis rendszerhez,
megkeresik a legkozelebbi nick-et, majd az endonukelaz kivagja az Gj lancon a nick és a
mismatch k6zo6tti szakaszt, amit a DNS polimeraz és ligaz kipétol.



10. A DNS karosodas, a replikacios hiba és a mutacié fogalma. A nukleotidok
leggyakoribb kémiai karosodéasai. A timin jelent6sége a DNS-ben. A DNS
karosodasok javit6 mechanizmusai.

A 9. tétel kidolgozas ezt is lefedi.

Mutdcidk kiegészités:

Sajnos a repair rendszer kapacitdsa korlatozott!
--- Igy, ha a DNS hibak szama tul nagy (tul sok UV vagy ionizalé

sugarzas éri szervezetet, fokozott rakkelt6 anyag expozicid, stb.) a repair rendszer nem tud
minden hibat elimindlni

--- Maganak a DNS repair rendszernek is lehet sériilése (enzimhiany, stb)
A kett6 egyiittese MUTACIOK kialakuldsédhoz vezet!

Mutdcidk lehetnek a csira sejtekben

Mutdcidk lehetnek a testi sejtekben

-- a sejtre, illetve a szervezetre lehetnek haldlosak

-- a sejt mlikodését megvaltoztathatjak

-- RAK: egyetlen sejtben bekdvetkezd tobbszords mutacidk okozzék, az érintett gének a sejt
osztéddasat szabalyozzak (proto-onkogének és tumor szuppresszor gének)



11. A pontmutaciok tipusai, a kodol6 régiokat érint§ pontmutaciok
kovetkezményei, a szupresszor mutacio. Az Ames proba.

Ha a DNS-ben létrejott kdrosodas javitasara nem kerul sor a replikacidig vagy éppen a DNS-
megkettdzddés folyamata soran keletkezik hiba, akkor a DNS mindkét szalanak bazissorrendje
megvaltozik. Ez a késdbbiekben mar nem korrigdlhatd, a DNS szekvencia ilyen végleges és
o6roklodé megvaltozasat mutacidonak nevezziik. Leggyakrabban ezek egyetlen bazispar
megvaltozasat jelentik, ezeket pontmutacidonak hivjuk. A pontmutdcié az esetek tulnyomd
tobbségében szubsztiticid, azaz egy bazispar egy masikra cserélodik, de egy nukleotid
kiesése (delécio) vagy egy extra nukleotid beépiilése (inzercid) is a pontmutacidk
csoportjaba tartozik. Tranzicionak nevezziik azokat a baziscseréket, melynek soran pirimidin
pirimidinre vagy purin purinra cserélodik (C<->T vagy A<->G mutdciék). Ezek létrejohetnek ki
nem javitott dezaminalédds révén, vagy ugy, ha a mismatch hibajavitd rendszer az oxo—enol
tautoméria kovetkeztében kialakult hibas bazispart nem korrigalta. Ha pirimidin helyére
purin vagy purin helyére pirimidin keril (A«T vagy C«G mutaciok), transzverziordl beszélink,
ez minden esetben a DNS-polimerdz enzim tévedésére vezethetd vissza. Delécié hatterében
depurinizacid allhat: a DNS-polimerdz a bazis nélkiili dezoxiribdzt atugorja, vele szembe nem
épit be semmilyen nukleotid egységet. Inzerciéhoz vezethetnek olyan vegyiiletek (féként
policiklusos aromds szénhidrogének) melyek a DNS bazisparjai kdzé ékelddnek. Ezeket a
molekuldkat a polimeraz tévesen bazisként értelmezi, és igy szamfeletti nukleotidot épit be
az Uj lancba.

Ha a pontmutacio a DNS kddold szakaszdban taldlhatd (exonban az eukaridtakban) a fehérje
aminosav szekvencidja valtozhat meg, igy el6fordulhat:

e Samesense mutdcid: azonos aminosavat jelent.
e Missense mutdcié: mas aminosavat jelent.
e Nonsense: egy stop kodon kialakuldsat jelenti. A stop kondontdl megsz(inik a fehérje
tovabbi szintézise, ez durva fehérje/enzim-sériilést eredményez
o Stop kodonok a DNS-ben: TAA, TAG, TGA
o Stop kodonok az RNS-ben: UAA, UAG, UGA

Inzercié és delécié soran, ha a tobblet, vagy hidnyzd nukleotidparok szdma nem oszthato
harommal, (tehat egy nukleotidpart érint6 pontmutdcié esetén is) akkor ugynevezett
kereteltolodas kovetkezik be; az atirédd polipeptidlanc szinte bizonyosan funkcidvesztett
vagy sulyosan sérlilt lesz, megvaltozik a fehérje komplett szerkezete a mutdciotdl a fehérje C-
terminalisa felé.

Ames-préba

A legkulonfélébb vegytleteknek mutagén/karcinogén hatasuk lehet. Szamos teszt ismeretes
az irodalomban, melyben ezt a mutagén hatast szdmszerdsiteni lehet. Ezek kozil a
legismertebb, legelterjedtebb az Ames teszt. Az Ames teszt alapja, hogy a vizsgalandd



vegylletet baktériumokhoz adjuk és mérjiik, hogy mennyi Un. szupresszor mutaciot okoza
vegyllet.

Szuppresszor mutacio: egy masodik mutacid, mely funkciéndlisan helyreallitja az elsé mutacio
hatdsat (pl.: inzercié utan delécid).

A teszt soran a szalmonelldk torzsébe tartozé baktérium egy mutacid soran elvesztette a
hisztidin termelési képességét, ezért csak olyan taptalajban névekszik, amiben van hisztidin.
Bizonyos anyagok mutagén hatasara a baktérium visszanyerheti ezt a képességét. Az Ames
proba lényege, hogy adott anyag esetén 1019 baktériumbdl mennyi nyeri vissza a hisztidin
képzb képességét.



12. A prokaridta transzkripcios egység, a promoter és funkcidja, a konstitutiv
gének, a transzkripcié menete prokariétakban, a prokariota mRNS szerkezete.

A transzkripcid folyamatat ugy definidlhatjuk, hogy DNS-minta (templdat) alapjan RNS-szintézis
torténik a DNS-fiiggé RNS-polimerazok ( nem igényel primert, nincs exonukleaz aktivitasa)
segitségével, ribonukleozidtrifoszfat-szubsztratok (ATP, GTP, CTP és UTP) felhaszndlasaval. A
transzkripcidé folyamata sejttipustdl, fejlodési stadiumtdl és egyéb tényezoktdl fliggden csak
bizonyos RNS-t és fehérjét kddold gének teriletét érinti, mely esetenként igen kis hanyada a
teljes genomnak. A transzkripcié soran kilonb6zo RNS-ek képzodhetnek, mint példaul a
fehérjék szintézist iranyité hirvivd vagy messenger RNS (mRNS), az aminosavak szallitasat
végzs transzfer RNS (tRNS), a riboszdmakat alkotd riboszomalis RNS (rRNS),valamint tovabbi,
kisebb méretli RNS-ek, mint példaul a sejtmagban maradd kis magi RNS-ek (snRNS-ek), vagy
a citoplazmadba juté mikro-RNS (miRNS). Bar a kiillonb6z6 RNS-eknek valtozatos funkcidja van,
valamennyi RNS szintézise az un. elsodleges transzkiptum elkészitésével kezdodik, mely az
RNS vagy fehérje gének terileteinek h( masolata.

A transzkripcié iranya megegyezik a DNS-szintézis iranyaval, azaz a szintézis 5’-3’, a templat
masoldsa 3’-5’ irdnyban folyik.

A DNS-fliggd RNS-polimerazoknak egy kettds szali DNS-szakaszhoz, a promoter régiohoz kell
kapcsolédniuk ahhoz, hogy a promdter mogott talalhatd kettds szali DNS szétnyiljon, és az
egyik DNS-szdl leolvasdsa megkezdddjon.

A transzkripcié szempontjabdl megkiilonboztetiink egy kodolé DNS-szalat (pozitiv,értelmes,
sense szal), melynek szekvencidja azonos a szintetizalddé RNS-sel(timin helyett uracil),
illetve egy minta DNS-szalat (negativ, templat, antisense szal), mely leolvasasra keriil.

Fontos megjegyezni, hogy az atiras irdnya génenként valtozé lehet, azaz egy adott DNS-szal
valéjaban az egyik génre nézve lehet kddold (pozitiv, értelmes), a masik szempontjabdl pedig
minta (negativ, antisense) szal, annak megfelelden, hogy a gén milyen orientacidban
helyezkedik el a DNS-szalon.

Transzkripcios egység: A DNS-rél RNS-re valo atirast végz6 egység

5 1. H Gén I termindciés jel |3
3

5

5'—| olvasdsi keret : 3

Promdter: a transzkripciot eldsegité szekvencia

olvasdsi keret = egy polipeptid-Ildncra vonatkozo informdcio a
START kodontdl az elsé STOP kodonig

transzkripcios egység = olvasdsi keret!

transzkripcio kezdépontja = START kodon,
termindcios jel = STOP kodon!



A prokariota DNS-dependens-RNS-polimeraz miikodése

a DNS-fliggd RNS polimeraz teljes formajaban (holoenzim) 5 alegységet tartalmaz (2 alfa,
béta, béta’ és szigma), a szigma-alegység levaldsa utan ,core” vagy apoenzimrdl beszéllink.

20BB' apoenzim,
20fB' holoenzim

Subunit Size #/Molecule Function
- _ig O 36.5 kD 2 Ldnckezdés, kdlcsonhatds
— v szabdlyozé fehérjékkel
“i] o B 151 kD 1

P 155kD 1 DNS kétés

Lo 70 kD 1

A transzkripcié folyamata harom szakaszra bonthato: iniciacio, elongacid és terminacio.

Az iniciacio elso lépéseként a szigma alegység csatlakozik az RNS-polimeraz core enzimhez
és igy létrejon a holoenzim, mely a DNS-hez kapcsolédva a promoéter meghatarozott
szekvenciaihoz kotodik, |étrehozva a zart prométer komplexet. Ezutdn az enzim egy rovid
szakaszon (kb. 25 bazispar) felnyitja a kettds szald DNS-t (transzkripcidés buborék, 10-12
nukleotidnyi szakaszon egyszali DNS a szintetizdlodé RNS-el), és elkezdi a gén mdsolasat
(nyitott promoter komplex), azaz elkezdodik a bazisok komplementaritasa alapjan torténd
atirads. Amikor az atirds soran létrejon egy kb. 9 bazispar hosszisagui RNS-DNS hibrid, akkor a
szigma faktor levélik, és Gjabb inicidlashoz hasznalédik fel.

A transzkripcid elongdaciés szakaszaban a transzkripcids buborék folyamatosan halad a
pozitiv, kddolé szalat tekintve a 3’ iranyba, az RNS 3’ végére uUjabb nukleotidok épilnek be,
mikdzben az 5 vége folyamatosan letekeredik az RNS-DNS hibridrol és elhagyja a
transzkripcids buborékot. Prokaridétakban gyakran eldfordul, hogy az 6sszetartozé funkcioju
fehérjék génjei kozvetlenil egymas mellett helyezkednek el a DNS-en, és ezek a gének
hordozza, azaz policisztronos. Természetesen a policisztronos mMRNS-rél képzddd fehérjék a
transzlacié soran mar 6nallé polipeptid lancként fognak megszintetizalddni, mivel az egyes
polipeptidlancok elejét és végét jelzik a start és a stop kodonok.

Amikor a transzkriptum az atirandd DNS szakasz vége felé kozeledik, a terminacio szakaszaba
lépink. A prokaridta terminacid lehet rho faktor fiiggo vagy rho faktor nélkili. Ha a
transzkriptumban megjelend terminacios szekvencia hatasara az RNS polimerazhoz egy Ujabb
alegység, a rho kapcsolédik, ami megdllitja a tovabbi atirdst. akkor rho-fliggd terminaciérol
beszéliink. A prokariéta transzkripcié megallitasahoz azonban nem feltétlen sziikséges fehérje
faktor, esetenként a transzkriptum végén taldlhaté termindcids szekvencia 6nmaga is le tudja
allitani az atirdst. A terminacid altalaban egy palindrom, G-C gazdag szekvencia segitségével
torténik, mely lehetové teszi egy hurok kialakulasat, ez viszont akadalyozza a transzkripcids



buborék tovabbhaladasat, és kirantja a DNS-hez gyenge U-A hidrogén hidakkal kapcsolédo
RNS-t a polimerazbdl.

A prokariotakban a fehérjét kddolo gének transzkripcidjaval kozvetleniil mRNS sziiletik. Mar
a transzkripcid ideje alatt megindul a transzlacid. ( A transzkripcids buborékbdl tdvozé RNS 5’
végéhez kotédik a riboszoma). Az RNS gének atirdsa esetében azonban az elsddleges
transzkriptum tobb RNS-molekula informdacidjat tartalmazza, és ezeket utdlag kell
szétvagdosni. E. coliban példaul a haromféle rRNS egyetlen elsddleges transzkriptum
formajaban képzddik, sot, ugyanebben a transzkriptumban van még egy tRNS is. Az egyes RNS
géneket meghatarozott szekvencidk (spacer) valasztjak el egymastdol. A megfeleld
feldaraboldsban egy kisméretl RNS vesz részt(RNazP), amely egyes esetekben endonukledz
fehérje nélkil is képes katalizalni a hasitdst. Az olyan RNS-t, mely enzim-szer(en katalizal egy
adott reakciot, ribozimnek nevezik.

A transzkripcié szabalyozasa prokaridtakban

Konstitutiv gén: az atiras gyakorisdgat csak a promaéter erGssége szabdlyozza.
Prométer: hivdjel a szigma faktor szamara

Minél jobban hasonlit a konszenzus szekvencidra a prométer, anndl kdnnyebben ismeri fel a
szigma faktor, annal er6sebb a promoter.



13. Az operon fogalma, a prokariota transzkripcidé negativ és pozitiv szabalyozasa
a lac-operon péld4jan.

A bakterialis szabalyozé rendszer masik fontos sajatsaga, hogy az egyes metabolikus utakhoz
tartozo enzimek génjei altaldban egymds mellett helyezkednek el a genomban, létrehozva
a prokaritota transzkripcids egységet, az operont. Az operon egy adott funkciéhoz sziikséges
minden fehérje génjét tartalmazza. Példdul a laktdz transzportjahoz és bontdsahoz sziikséges
fehérjék génjei az un. lac operonban tomorilnek.

A lac operon negativ szabalyozasa

A laktéz metabolizmusdhoz E. coliban harom enzim sziikséges, melyeknek génjei lacZ, lacY és
lacA. Ennek a harom strukturdlis génnek a képzodését a gének el6tt talalhatd lacO
operatorhoz és a lacP prométerhez kapcsolddo fehérjék szabalyozzak. A lacl egy szabalyozo
fehérjét kddold gén, melyrdl a lac represszor fehérje képzodik.

A lac represszor fehérje kis sebességgel, de allandéan képzddik, igy a sejtben allanddan
taldlhaté néhany molekula lac represszor, mely a DNS-hez igen erdsen kotodik az operator
(lacO) régidjaban. Ha a lacO-hoz represszor fehérje kotodik, az RNS-polimeraz nem tud
hozzakapcsolédni a promoter régidhoz, és az atirds nem kezdddhet el. Ha a baktérium
laktdéztartalmu kézeggel érintkezik, néhdny laktézmolekula bejut a sejtbe, és a lac represszor
fehérjét inaktivalja, azaz a lac represszor nem tud bekdtddni a lac operator génhez. igy az
RNS-polimeraznak lehetGsége adddik arra, hogy a prométerhez kapcsolédva elkezdje a
policisztronos mRNS szintézisét, és a lac strukturalis gének kifejezodjenek.

Mivel alacO és a lacP régiok részlegesen atfednek, az operdtorhoz kotodott represszor fehérje
fizikailag akadalyozza az RNS-polimeraz promdterhez valé kotdodését. Az operator régié az Un.
cisz-regulacids elem, mivel a promodterhez kozel helyezkedik el. A represszor fehérjét kédold
lacl gén un. transz-regulacios elem, mert a lac operontél tavolabbi DNS-szakaszon talalhaté.

A lac operon pozitiv szabalyozasa

A lac operon azonban pozitiv szabalyozassal is rendelkezik, ebben az esetben a regulator
fehérje elGsegiti az RNS-polimeraz promoéterhez valé kotodését és a transzkripcid
elindulasat. llyen regulator fehérje a CAP (katabolit aktivator protein), mely minden olyan
operont szabdlyoz, mely katabolikus (bontd) enzimeket kédol, a glukdéz anyagcsere
enzimeinek kivételével. A CAP cAMP-al egyiitt tud bek6todni a promaéterekhez, és igy cAMP
jelenlétében segiti eld a katabolikus enzimek szintézisét. A cAMP koncentracié névekszik, ha
a glikoéz koncentracio csokken.



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

Az eukaridta gén szerkezet bonyolultabb, mint prokariétaknal. A gén nem minden szakasza
kddol fehérjéket. Azok a szakaszok, amik fehérjét kddolnak, exonnak nevezzik. Intron az
olyan génszakasz, ami nem kédol fehérjét, és két exon kozott helyezkedik el. Az intronok
hossza aranyaiban nagyobb részét teheti ki a lancnak, mint az exonok. Az érett mRNS-ben az
intron mar nem taldlhaté meg.

Az eukariota génkifejezodés elsd |épése, hogy a szuperhelikalis strukturabol kitekeredjen a
kromatin és létrejojjon az aktiv kromatin szerkezet, amelyben tovabbra is kettds spiral
allapotban van a DNS. Ezutan koétddnek a transzkripcid iniciacidjahoz sziikséges obligat és
specifikus transzkripciés faktorok a DNS promoéter és egyéb szabalyozd régidihoz, és az igy
kialakult DNS-fehérje komplexhez fog hozzak6tddni az RNS-polimeraz.

Eukaridtdk esetében a transzkripcido a sejtmagban torténik, és valamennyi transzkriptum
szamos valtozdson megy at, mieldtt kikeriil a citoplazmdba, a sejtmagot csupan az érett RNS-
ek hagyjak el és igy jutnak a fehérjeszintézis helyére, a citoplazmaba. Az eukaridtakban tehat
a transzkripcid és a transzlacio térben és iddben elkilondl.

Az eukariota DNS-fliggo RNS-polimerazok

Eukariotakban a DNS-fliggd RNS-polimerazoknak harom fo tipusat ismerjik. Ebbdl kettd, az
I. és a lll. tipus olyan RNS-eket szintetizal, melyekrdl nem traszlalédik fehérje: az I. tipus a
rRNS-ek szintéziséért felelds, mig a Ill. tipus kisméretli RNS-eket készit, mint pl. tRNS-t és a
legkisebb riboszomalis RNS-t (5S rRNS). A DNS-fliggd RNS polimeraz-ll feladata a fehérjét
kodolo gének atirasa, azaz a mRNS szintézise

RNS | szintetizalt RNS erett RNS termeék a-amanitin hatasa

pol

I nagy rRNS-kezdemény 285,185 és 5,85 nem gdtol

rRNS-ek

IT | hnRNS-ek mRNS -ek nagyon kis
pri-miRNS miRNS koncentrdciéban
snRNS-ek snRNS-ek gdol

ITT |5S rRNS-kezdemény 55 rRNS magasabb
tRNS-kezdemények tRNS-ek koncentrdcioban
snRNS U6 snRNS gdtol
egyéb

Az eukariota mRNS érési folyamata

A mRNS érése harom fo folyamatot foglal magdba: (1) az 5’-sapka (cap) képzése, (2) az
intronok kivagasa (splicing) és (3) a 3’-végen képzddo poliA farok.



Az 5’-sapka (cap) egy specifikus (capping) enzim segitségével képzddik. Ez az enzim GTP-bal
egy guanozint kapcsol a szintetizalodé mRNS 5’ trifoszfat végéhez, |étrehozva egy igen
specialis, 5’-5’ iranyu kotést. Ezt kovetGen specifikus metilazok S-adenozil-metionin
felhasznaldsaval metilaljak az 5’ végre rakott guanin bazist és az elsd két ribdzt . Tehat az
eukariéta mRNS-nek nincs szabad 5’ vége. Az 5’-sapka még a transzkripcid befejezése elott,
tehat ko-transzkripciondlisan képzddik. Feladata az mRNS stabilitdsanak novelése, tovabba a
fehérjeszintézis iniciacidjdban is szerepe lesz.

A leendd mRNS 3’ vége altalaban jéval hosszabb, mint ami a fehérjeldnc kddolasahoz
sziikséges. A fehérje informacid végét jelzd stop kodon utan talalhaté mRNS szekvenciat 3’-
nem kddolo régidnak (3’ untranslated region, 3’ UTR) nevezziik. Ez az RNS szakasz hordozza
példaul a transzlacidt szabdlyozé miRNS kotShelyeket (ldsd az eukaridta génkifejezddés
szabalyozasardl sz6lé fejezetben), és itt talalhatd a transzkripcidt termindlé szignal ami
egyben a poliadenilaciés szignal is. A 3 UTR vége felé taladlhatéd konszenzus AAUAAA
szekvencidhoz egy specifikus vagd komplex kapcsolddik, és kb. 20 bazissal lejebb (3’ iranyban)
elvagja a transzkriptumot. A transzkriptum igy keletkezé szabad 3’ OH végéhez egy poliA-
polimeraz 50-150 AMP-b4l allé poliA farkat szintetizal. A poliA-polimeraz templat nélkiil
makodik, szubsztratja az ATP, és a szokasos foszfodiészter kotést hozza létre a nukleotid
egységek kozott. Vagyis az érett mRNS 3’ végén mindig megtaldlhaté egy olyan poliA
szekvencia, ami a genomban nincs jelen.



15. Az eukariéta mRNS splicing mechanizmusa, lehetéségei és eredménye. A
miRNS szintézise, szerepe a génexpresszid szabalyozasaban.

A pre-mRNS érésének egyik legfontosabb lépése a fehérje informaciét hordozd exon-
szekvencidkat elvdlaszto intronok kivagasa, a splicing. A szintetizalodd pre-mRNS kibujik a
transzkripcids buborékbdl, és a kis nuklearis RNS-ek (snRNS, mds néven U-RNS) fehérjével
alkotott komplexeihez (snRNPs, snurps) kapcsolédva egy intron kivagé komplex
(splicesosome) jon létre.

A pontos vagasi hely felismerésében szerepe van az intronok kezdo és végso szekvencidinak,
ugyanis minden intron GUval kezdodik és AG-vel végzodik. Ugyan a két-két bazis sziikséges,
de nem elégséges feltétele a kivdgando szekvencia pontos felismerésének, mivel sok olyan
GU dimer van, ami mellett nem torténik hasitas. A splicing folyamataban részt vevd harmadik
fontos szerkezeti elem az intronban talalhaté elagazédasi hely nevii szekvencia (UACUAAC;
a szekvencidn belll vastag bet(vel irt A vesz részt a hasitas folyamatdban). Akkor térténhet
splicing, ha mindhdarom emlitett szerkezeti elem jelen van a pre-mRNS-ben annyiszor, ahany
intront tartalmaz.

Az intron kivagasa a kovetkezGképp torténik. Elsé |épésként az eldgazddasi hely adenozin
nukleotidjanak 2’—OH csoportja megtamadja az el6tte taldlhaté exon 3’ és a kivagandé intron
5’-vége kozti foszfatcsoportot, igy foszfotriészter kotés alakul ki. Ez a kotés gyorsan
visszaalakul foszfodiészterré, olyan mdédon, hogy az elsd exon 3’-OH csoportja felszabadul, az
adenozin pedig az intron 5’ végi guanozinjaval formal 2’-5’ foszfodiészter kotést. Az elsd exon
szabaddd valt 3'-OH csoportja ekkor megtamadja az intron madsik, 3’-vége és a kovetkezo
exon 5’-vége kozotti foszfodiészter kotést, igy most itt alakul ki egy foszfotriészter kotés. Ez a
foszfotriészter kotés is rovid életd, az elsd exon 3’- és a mdsodik exon 5’-vége kozott marad
meg egy foszfodiészter kotés, az intron 3’-OH csoportja pedig felszabadul. A kivagott intron
egy érdekes, 2’-5’ foszfodiészter kdtéssel kialakult hurkot tartalmazé,lasszdszer( struktura
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Alternativ splicing

A gének exon-intron szerkezete lehetdvé teszi azt, hogy egy adott génnek tébbféle fehérje
produktuma legyen. Egyes fehérje izoformdak génje azonos, de a mRNS érése soran eltérd



exon szam alakul ki, azaz egyes szovetekben az intron kivago rendszer bizonyos pre-mRNS
szakaszokat szovet-specifikusan kezelhet exonként vagy intronként.

A miRNS szintézise, szerepe a génexpresszio szabalyozasaban

A miRNS-ek olyan 20-24 nukleotidbdl allé egyszalu RNS-ek, amelyek dontden a transzlacio
szintjén szabalyozzak a génexpressziét argonauta fehérjék segitségével. A miRNS-eket
kddold DNS-szakaszok lehetnek 6ndll6 miRNS gének, amelyek legtébbszér csoportosan
fordulnak el6 a genomban. Sokszor egy promoter régiéo mogott tébb miRNS szekvencidja is
megtalalhaté. Erdekes azonban, hogy a miRNS-ek kozel felének (kb. 40%-anak) a DNS
szekvenciaja fehérjét kédold gének intronikus régidjaban helyezkedik el, amely az intronok
kivagasa soran nyer 6nallo életet.

Az 6nallé miRNS gének elsédleges transzkriptumat legtobbszor az RNS-polimeraz-Il késziti
el —afehérje kédold gének atirdsdhoz hasonldan — s6t, az 5’-sapka és a poliA-farok is elkésziil.
Erre az an. primer miRNS (pri-miRNS) kozti termékre jellemzdek a hajtli-szerkezetek, melyek
megfelelnek a kettds szald RNS kritériumanak. igy a Drosha nev(, kettds szald RNS-re
specifikus endoribonukleaz hozzdkapcsolddik, és levagja a kettds szali RNS-région tullogd
szekvencidkat, beleértve az 5’-sapkat és 3’-poliA-farkat is.

Ezt kovet6en a pre-miRNS-ek a citoszélba keriilnek, ahol a Dicer nevli enzim
(endoribonukledz+helikdz) tovabb hasitja. Az érési folyamat végén a kivagott kettds szald RNS
argonauta fehérjékhez kotddik, |étrehozva a Dicer-rel és mas specifikus RNS koto fehérjékkel
az un. RISC komplexet (RNA-induced silencing complex). A komplex helikdz aktivitasa
szétvalasztja a kettds szalu miRNS-t, melybél csak az egyik szal fog a komplexhez kotve
maradni. igy a RISC komplex részévé valt miRNS a komplementaritds elve alapjan képes
hozzakapcsolddni a cél mRNS 3’ UTR részéhez.

A miRNS-ek gatlé hatasa leggyakrabban a fehérjeszintézis csokkenésével jar, ezt a folyamatot
atirédas utani géncsendesitésnek (post-transcriptional silencing) nevezzik.

A |étrejott komplex mechanizmusai:

- deCapitdlas (5’ sapka eltavolitasa), deAdenilalas (poli-A farok levagdsa)
- Transzlacio gatlasa
- Hasitas a komplementer szekvencianal



16. A transzkripci6 szabalyozasa eukariotakban. Altalanos (obligat) és specifikus
(génszelektiv) transzkripcios faktorok, a hisztonok acetilacidjanak jelent6sége. A
magi receptorok csaladjaba tartozoé transzkripcids faktorok.

A génatirodast eukaridtdkban a promoter régidhoz, illetve ettdl messzebb esd, de még
ugyanazon a DNS-szdlon levd, un. cisz-regulator elemekhez bek6tddo transzkripcids faktorok
inditjak el. Ezek a fehérjék a kettds szalid DNS-hez valé kotddés utan toborozzak az RNS
polimerazt (recruitment folyamata). Azokat a cisz-elemeket, amelyek a gén kifejez6dését
pozitivan szabalyozzak erosité (enhancer), mig a negativan haté szekvencidkat csendesitd
(silencer) elemnek nevezziik.

A gén atirodast befolydsold transz-elemek ko6zé tartoznak a transzkripcios faktorok
(aktivatorok és represszorok), illetve kofaktorok (koaktivatorok és korepresszorok). Ezek
olyan fehérjék, amelyek a szabdlyozandd géntdl fliggetlen gének termékei, igy térben
elkiilonlilnek (innen a transz elnevezés). Az aktivator fehérjék az erdsitd (enhancer)
szekvencidkhoz, a represszorok a csendesitd (silencer) szekvencidkhoz kétddnek.

A fehérjéket kddold eukariota gének promoter régidja tobbféle konszenzus szekvenciat
tartalmazhat az an. obligat, altalanos transzkripcids faktorok bekétodésére, amelyek
szlikségesek az RNS-polimeraz-Il toborzdsahoz. llyen konszenzus szekvenciak :

- Iniciator elem

- Disztalis promdter elem

- TATA-box-TATA binding protein
- GC-box

- CAT-box

Az 3ltalanos transzkripcios faktorok mellett specifikus transzkripcids faktorok bekotodése
erositi vagy gyengiti az adott gén transzkripcids aktivitdsat. Az enhancer és silencer elemek a
promotertdl tavolabb helyezkednek el. Ezek a cisz-elemek a kromatinhurok tekeredése révén
kerlilnek kozel a preinicidciés komplexhez. A transzkripcids faktorok kozvetlenil vagy
kofaktorokon keresztil tudnak kapcsolatot létesiteni a preinicidciés komplexszel, elGsegitve
(koaktivatorral) vagy gatolva (korepresszorral) annak funkcidjat. A koaktivatoroknak altalaban
hiszton-acetil-transzferaz, mig a korepresszoroknak hiszton-dezacetildaz aktivitasa is van, igy
egyszerre tobb szinten is mddosithatjak az adott gén atirasat.

Jellegzetes transzkripcios faktor motivumok:

- Leucin-cipzar: a fehérje alfa-helix szakaszan hat aminosav tavolsagaban leucinok
ismétlddnek, igy a leucinok mindig a helix azonos oldalara kertilnek.

- Hélix-hurok-hélix: a fehérjében lévo két alfa-helix szakaszt egy rugalmas hurok rész
kot dssze

- Hélix-kanyar-hélix: a fehérjében lévd két alfa-helix szakaszt egy kanyar kot 6ssze

- Cink-ujj: a fehérje hurokban levd négy aminosav oldallanc egy Zn2+-ionnal létesit
koordinalt kotést.
A magi receptorok csaladjaba tartozé transzkripcios faktorok. ???



17. A tRNS és az rRNS szerkezete, transzkripcioja és érése eukaridtakban, a
nukleolusz. A prokaridta és eukariota riboszémak szerkezete és kotShelyei.

A TRANSZLACIO ADAPTERE A tRNS

A transzkripcié soran keletkezd mRNS-ben 1évd kodonokat nem ismerik fel az aminosavak,
azaz a genetikai kéd nem fordithatd kozvetlenil fehérjére. A probléma athidaldsanak
kozrem(kodoi a transzfer RNS (tRNS) molekulak, melyek egyrészt az mRNS kodonjahoz
kapcsolédnak antikodonjukon keresztiil, masrészt kovalensen kotve hordozzak a kodonnak
megfeleld aminosavat.

A tRNS-ek transzkripcidjukat kovetden nyerik el végleges formajukat, melynek sordn bizonyos
részeik kihasadnak, szamos nukleotidjuk médosul, a 3’ végiikre pedig egységesen CCA triplet
kerdl ( aminosav-akceptor hely). Az érett tRNS mintegy 80 bazis hosszlsagu, sajatos térbeli
szerkezettel rendelkezd molekula. A sematikus szerkezeti dbrazolason lathatd, hogy a tRNS
bazisparosoddsokon keresztiil 3 nagy és egy kis hurkot hoz létre, igy egy l6herére
emlékeztetd alakzat jon létre. A molekula térbeli szerkezete azonban ettdl eltéréen egy
olyan L betd, amelynek egyik végén az antikodon hurok, masik végén pedig a CCA triplethez(
a transzkripcié utan kapja meg) észterkotéssel kapcsolva az aminosav helyezkedik el.

A mRNS-RNS kodon-antikodon bdazisparosodasa alapjan varhaté lenne, hogy minden
kodonhoz tartozik egy azzal komplementer tRNS. Az él6lényekben azonban a 64 kodonhoz
csak joval kevesebb, példaul emberben mindossze 48 kilonb6zd tRNS tarsul. Az
ellentmondds magyarazata az un. l6tyogo bazisparosodds jelenség, azaz bizonyos tRNS
molekuldk abban az esetben is kapcsolédni tudnak az mRNS-hez, ha csak a kodon elso két
nukleotidja komplementer az antikodon bazisaival. Azonban egy tRNS altal felismert
kilonb6z6 kodon mindig ugyanazt az aminosavat kodoljak!

Ide kapcsolédik
az aminosav
észterkdtéssel

Antikodon 044540 hurok

kar Ff I ¢
A

Py
AN \_/ -

Antikodon




RIBOSZOMA: A POLIPEPTID LANC SZINTEZISENEK HELYE

Két alegységbdl allé szerkezet, ami az aminosavlanc szintézisét végzi. Inaktiv allapotban a két

......

alegység disszocidl. A riboszdma ciklus az alegységek ciklikus disszociaciéjat és
0sszekapcsolddasat jelenti.

o S=Svedberg egység, a molekula méretére és alakjara egyarant jellemzé. A
centrifugas Ulepités mértéke alapjan hatarozzak meg

o prokaridta riboszéma: molekula asszocialt szerkezetben 70S

* nagy alegység: 50 S alegység, két rRNS-t tartalmaz: 5S rRNS, 23 rRNS (0sszesen 3120
nukleotid), + 34 kiilonb6z6 fehérje

= kis alegység: 30 S alegység, 16 S rRNS (kb 1500 nukleotid) + 21 fehérje
o eukariota riboszdma: az aktiv, asszocialt szerkezet 80S

» nagy alegység: 60S alegység, harom rRNS-t tartalmaz : 28S rRNS, 5,8S rRNS, 5S rRNS
(5280 nukleotid) + 45 fehérje

» kis alegység: 40S alegység, 18S rRNS-t + 33 fehérjét tartalmaz

Az eukariota riboszomalis RNS-ek és a tRNS-ek érése

Mind az rRNS, mind pedig a tRNS érése poszt-transzkripciondlisan térténik, azaz az
elsddleges transzkriptum elkészitése utdn. A riboszomalis gének transzkripcidja a
sejtmagvacskaban, a nukleoluszban torténik. Az eukariéta rRNS-ek atirdsa némiképp
emlékeztet a prokaridtaknal leirtakhoz, mivel itt is egy kozds, hossza, elsodleges
transzkriptum késziil, mely tartalmazza mindharom rRNS szekvencidit. A végleges rRNS-ek
kivagdsa meghatarozott sorrendben torténik egy nagy, fehérjéket és RNS-eket tartalmazé
komplex hatasara. Az érés soran specifikus helyeken bazis-metilacio is torténik, sot,
pszeudouridin is képzddhet. Ezt a reakciét egy kis magi, RNS-eket és fehérjéket tartalmazd
partikulum végzi, melyet snoRNPnek neveziink. Az snoRNP-k tartalmaznak egy segéd RNS-t,
mely komplementer azokkal az rRNS szekvenciadkkal, ahol médositas fog toérténni. igy a
metilacio és a pszeudouridin képzés szekvenciaspecifikus. Végiil az érett rRNS-ek a megfeleld
fehérjékkel egyiitt riboszdmava rendezdodnek a nukleoluszban.

A kilonb6zo tRNSek egyenként irédnak at, azaz az elsdodleges transzkriptum csak egyetlen
tRNS informaciojat tartalmazza. Az elsddleges transzkriptum mindkét végén hosszabb, és
tartalmazhat intront is. Az 5’ véget a ribonukleaz P vagja le, amely endonukledz aktivitasu
ribozim. A 3’ végen exonukleaz fogja lehasitani a felesleges nukleotidokat. A prokariotakhoz
hasonldan, az eukariétak tRNS-ének 3’ végére is utdlag, templattol fiiggetlen reakciéban
keriil ra a jellemzo CCA szekvencia. Ha van intron az elsédleges transzkriptumban, akkor az
is kivagdsra keril. A tRNS érési folyamatdra rendkiviil jellemzd a nukleozidok utélagos
maddositasa.



A prokariéta és eukariota riboszomak szerkezete és kotéohelyei

A riboszéma kis alegységéhez kapcsolédik az mRNS, mig a nagy alegységben alakulnak ki a
peptidkotések. tRNS a kodon-antikodon bazisparosodas mellett a riboszéma meghatdrozott
helyeivel is kapcsolatba Iép. Ebbdl a szempontbdl hdrom, mindkét alegységén ativeld helyet
kilonboztetlink meg a riboszoman: A (aminoacil-tRNS), P (peptidil-tRNS) és E (exit) hely.

A RIBOSZOMA

MUKODESE Hosszabodé
TN polipetidlanc

az EXIT
helyrdl Peptidil-transzferdz
centrum
tRNS egy (j
aminosavval

Dekédolé centrum

z z — E: Exit hely
| A riboszéma mozgdsa p: Peptidil-1RNS hely
A: Aminoacil-tRNS hely




18. A kodszotar, az aminoacil-tRNS szintetazok, a kodon-antikodon kapcsolat, a
l6tyogés biologiai jelentdsége.
A kodszotar

A fehérjék elsddleges szerkezetére, azaz aminosav szekvencidjara vonatkozé informacié
bizonyos virusoktdl eltekintve DNS-ben tarolddik. A fehérjék alapvetden huszonegyféle
aminosavbdl éplilnek fel, a DNS-t alkotd négy nukleotidnak azonban csak hisz aminosavat
kell leirnia, mivel a huszonegyedikként szamon tartott szelenociszteinnek nincs sajat genetikai
kddja. Ahhoz, hogy a négyféle nukleotiddal hisz aminosav leirhaté legyen, a genetikai kddnak
minimalisan harom betlsnek kell lennie. A harom betls kéd 43 = 64 variaciot tesz lehetové,
és mivel minden kombindaciénak van jelentése, a genetikai kdd degeneralt (redundans), egy
adott aminosavat, illetve a transzlacid végét jelzd stop jelet tobbféle nukleotid triplet, Un.
kodon is leirhat. A genetikai kéd ugyanakkor generalizalt (univerzalis) is, néhdny ritka
kivételtdl eltekinetve az egész élovilagra érvényes. Az egy meghatarozott aminosavat jelenté
kodonok szdma valtozd, mig a fehérjékben legritkdbban eldofordulé metioninnak és
triptofannak minddssze egy kodonja van, addig tébb olyan aminosavat is talalhatunk, amelyek
hat kodonnal rendelkeznek.

1. tablazat
Aminosav kodon tablazat
Masodik nukleotid
u C A G
kodon |aminosav| kodon |aminosav| kodon |aminosav| kodon aminosav
uuu ucu UAU uGU U
we | e UCC| uae | " wee | 98 c
U s uca | IR stor GAM sor | A
we | ' [ ucs UAG " STOP | UGG | Tm G
cuu ccu CAU His CGU U
o cuc Loy cce Pro CAC CGC Ag C =
% CUA CCA CAA &n CGA A 3
= cuG CCG CAG CGG G =
o AUU ACU AU | AGU Sar u =2
w AUC lle ACC - AAC AGC C %
AUA ACA AAA s AGA Ag A
AUG Met ACG AAG AGG G
GUU GCU GAU Asp CGU U
GUC GCC GAC CGC C
= aua | @ gea | AR Gan qy | OGA Gy A

A kodonok ismeretében és annak tudataban, hogy az mRNS olvasdsa 5’-3" irdnyq, a fehérjék
polipeptidlancainak aminosav-sorrendje a nukleinsav szekvencidbdl az olvasasi kerettel
megadhatd. Olvasasi keret a polipeptid lanc aminosvait kddold szakasz az mRNS-ben,a START
kodon (mindig AUG-metionin) els6 nukleotidjatdl a STOP kodonig. Az olvasasi keret
folyamatos, azaz a kodonok egymast kozvetlenilik kovetik, nem fednek at.

Az aminoacil-tRNS szintetazok

A genetikai kod értelmezéséért a kettds funkcioval rendelkezd aminoacil-tRNS szintetaz (ARS)
enzimek feleldsek. Az enzimcsalad tagjai ATP terhére a tRNS 3’ végén talalhatd ribdz kettes



vagy harmas szénatomjanak hidroxil csoportja és a megfeleld aminosav karboxilcsoportja
kozott egy észterkotést hoznak létre. A reakcio két |épésben, aminoacil-AMP intermedieren
keresztiil valosul meg. Az aminoacil- tRNS komplex kialakuldsa tulajdonképpen az aminosav
aktivacidjanak tekinthetd, mivel a létrejott észterkotés fedezni tudja a fehérjeszintézishez
elengedhetetlen peptidkotések kialakuldsanak energiaigényét. Az aminoacil-tRNS-szintazok a
tRNS-ekeket a teljes nukleotid szekvencia alapjan ismerik fel (masodik genetikai kéd), nem
az antikodon alapjan! A 20 aminosavnak megfelelden a legtobb organizmusban 20 féle
aminoacil-tRNS szintetaz fordul eld. Ezek az él6vilag legspecifikusabb enzimjei. Az aminoacil-
tRNS szintetazok tobbsége hibajavitd aktivitassal is bir.

A lotyogés biologiai jelentésége

A mRNS-RNS kodon-antikodon bazisparosodasa alapjan varhaté lenne, hogy minden
kodonhoz tartozik egy azzal komplementer tRNS. Az él6lényekben azonban a 64 kodonhoz
csak joval kevesebb, példaul emberben minddssze 48 kiilénb6z6 tRNS tarsul. Az ellentmondas
magyarazata az un. |6tyogd bazisparosodas jelenség, azaz bizonyos tRNS molekuldk abban az
esetben is kapcsolédni tudnak az mRNS-hez, ha csak a kodon elsd két nukleotidja
komplementer az antikodon bazisaival.A kéd igy ellenallébb a mutaciokkal szemben!



19. A transzlacio iniciacibs szakasza prokariotakban és eukariotakban.

Prokariotakban

A transzlacié soran beépil6 els6 aminosav a metionin egy mdodosult formaja, az formil-
metionin. A bakteridlis mRNS-ben a start kodon el6tt néhany bazissal egy purin gazdag
szakasz, az un. Shine-Dalgarno motivum helyezkedik el. Ez a nukleotid szekvencia rész
komplementer a riboszoma kis alegységében talalhaté 16S rRNS 3’ végével, igy ezen
keresztlil az mRNS a megfeleld pozicioban koétodik a riboszoma kis alegységéhez. A
policisztronos mRNS-ekben minden start kodont megeldz egy Shine-Dalgarno motivum, igy a
riboszéma az mRNS belsd szakaszain is megkezdheti a fehérjék szintézisét. A transzlacidhoz a
riboszéman és az aminoacil-tRNS-en kivil szamos egyéb fehérje faktorra is szlikség van. Ezek
kozul az inicidcioban harom jatszik szerepet. Az IF1 és IF3 (iniciacids faktor) fehérjék a
riboszéma kis alegységéhez kotddnek. Az eldbbi megakaddlyozza a két alegység idd elotti
kapcsolddasat, az utdbbi a f-Met-tRNS-t a kis alegység P-helyére irdnyitja. A f-MettRNS a
GTPaz aktivitassal rendelkezé IF2 segitségével kapcsolédik a Shine—Dalgarno motivum
kodzelében 1évd AUG triplethez. Az IF2-fMet-tRNS™et kapcsolat szigorian monogam, az IF2
mas aminosavval toltott tRNS-t sohasem szallit! Az iniciacidban résztvevo tRNS kiilonbozik a
peptidlanc belsejében taldlhaté metioninok tRNS-étél. A f-Met-tRNS start kodonhoz
kotodését kovetoen mindharom iniciacids faktor levalik a riboszéma kis alegységérdl, és az
IF2 hidrolizalja a vele komplexben |évo GTP makroerg kotését, igy az GDP-vé alakul. Ezeket
a lépéseket kovetden a két riboszdma alegység kapcsolddasat mar nem gatolja az IF1,
kialakulhat a funkcionalis, két alegységhdl allé 70S riboszdma, és a transzlacié az elongacio
fazisaba léphet.

AZ INICIACIO PROKARIOTAKBAN, INICIACIOS FAKTOROK: IF @
5" purin-gazdag AUGNNNNNNNNNNNNSTOP 57
[

IF1 lefedi az A-hely kezdeményt, N1 165 RS |
ﬂ IF3 akaddlyozza a
(1r3)  negy alegység csatlakozdsét IF2 GTP-kts fehérje, GTP-t kitve szllitja
PA7) az infcidtor fMet-tRNS M-t
a P-hely kezdeményre.
@ Az IF2-fMet-tRNSMet
kapcsolat szigordan monogdm
A 165 rRNS komplementer az mRNS az IF2 mds aminosavval toltott
5' purin-gazdag régiéjéval, poziciondlja tRNS-t sohasem szdllit!
a START AUG kodont a P-hely
@ kezdeményhez.
3 AN
AN 5" purin-gazdag AUGNNNNNNNNNNNNSTOP 37
& pui-zaideg AUGNNNNNNNYNRNNSTOF 3 NS B TET T

AV,
5’ purin-gazdag AUGNNNNNNNNNNNNSTOP 3"
S| 165 rRNS

A nagy alegység csatlakozik,
Peptidil-transzfers az IF2 hidrolizdlja a 6TP-t,
entrum minden inicidciés faktor levdlik,
@ kialakul a funkciondlis E-, P- és A-hely.
I

LA ST RED
!
SlaeseRNS [




Eukariétakban

Az eukariota transzlacid inicidcidja szamos ponton eltér és jéval 6sszetettebb a prokariétaknal
latottaktdl. Az eukaridota mRNS sajatossagai, um. a Shine—Dalgarno-motivum hidnya, az 5’-
metil-guanozin- sapka, a 3’-poliA-farok és a hosszu, akdr tébb szaz bazisnyi nem transzlalédo
régiok (UTR) a transzlacidval osszefliggésben vizsgalva nyernek igazi értelmet. A transzlacio
elso fazisaban a riboszéma kis alegysége koti a Met-tRNS- t szallito elF2-t és szamos mas elF-
t, igy létrehozva a 43S inicidcids komplexet. Az iniciacids komplex az elF4E fehérjével 6sszealld
sapka komplexen keresztiil kotddik a 7-metil-guanozinhoz, és ezen keresztiil az mRNS-hez. Az
igy létrejott 48S iniciacids komplex 5° = 3’ irdnyban mozogva az mRNS-en megkeresi és a P-
hely kezdeményre illeszti a START AUG kodont (scanning). A nagy alegységet az elF5B GTP-
koto fehérje szallitja. Az elF2 és az elF5B hidrolizaljak a GTP-iket GDP + Pi-re. Ekkor az iniciacids
faktorok disszocidlnak a riboszdmatdl, kezd8dik az elongacio.

AZ INICIACIO EUKARIOTAKBAN

eIF2: az iniciator Met-tRNSM<t szdllitdja, GTP-kété fehérje.
Csak a Met-tRNSM<t szdllité eIF2 komplex képes a kis alegységhez
kotddni mRNS nélkil, tovabbi eIF-ek jelenlétében - 435 /nicideids komplex

eIF4E: az 5' Cap felismerése az mRNS-en - sapka komplex

elF2

elFaF

435

A 48S inicideiés komplex 5'  3' irdnyban mozogva az mRNS-en
megkeresi és a P-hely kezdeményre illeszti @ START AUG kodont: scanning.
Ez aktiv folyamat, ATP hidrolizise adja az energiéat.
AZ INICIACIO EUKARIOTAKBAN
A nagy alegységet az eIFSB 6TP-kété fehérje szdllitja.
Az eIF2 és az eIF5B hidrolizédljék a 6TP-iket GDP + P;-re.
Ekkor az inicidciés faktorok disszocidlnak a riboszémdtél, kezdddik az elongdcid.

elF5BeGTP
+60S

olF5B+GDP

Elongation



20. A transzlacid elongacids szakasza, terminalas. A fehérjeszintézis gatloszerei.

Az inicidcio befejeztével a riboszdma mindkét alegységének P helyét f-Met-RNS, ill Met-RNS
foglalja el. Az mRNS masodik kodonjdhoz az aminoacil-tRNS-t a funkcionalisan az elF2-nek
megfeleld EF1 (elongdcids faktor-1) szallitja a riboszéma A-helyére. A folyamat az EF1
esetében is egy GTP hidrolizisével jar egyutt.( Ez id6t ad a helyes kodon-antikodon illeszkedés
kialakulasahoz, ellenérzéséhez) Az aminoacil-tRNS A-helyre torténd kotddését kovetden a
tRNS szdra az aminosavval egyetemben 4thajlik, a nagy alegység P-helyére, ahol az
észterkotéssel tRNS- hez kapcsolt metionin talalhaté. Ez a poziciondlds lehetdvé teszi, hogy az
A-helyrdl athajolt aminosav aminocsoportja megtdmadja az észterkotést, és ennek nyoman
kialakuljon az els6 peptidkotés, a masodikként érkezett tRNS-hez kapcsoltan egy dipeptid
jojjon létre. A reakciod kovetkeztében egyuttal az inicidtor tRNS is megszabadul aminosavatdl,
és a 3’-vége a riboszéma nagy alegységének E-helyére kerdil.

A transzlacié végso szakasza, a terminacid akkor veszi kezdetét, amikor a riboszéma a 3 stop
kodon valamelyikébe Utkozik. A folyamat soran egy érdekes molekularis mimikrit figyelhetiink
meg. A stop kodonoknak nincs megfeleld tRNS pdrja, ehelyett egy a tRNS-hez
haromdimenzids szerkezetében nagyon hasonlé fehérje, az un. RF (release factor) fehérje
kapcsoldédik a stop kodonhoz. Az RF katalizalja a peptidil-tRNS észterkdtésének hidrolizisét,
igy a mar teljes aminosav szekvenciat hordozo fehérje kiszabadul, a riboszéma pedig szétesik
két alegységére.

A fehérjeszintézis gatloszerei
Prokariétakban: ( a mitokondrium sajat fehérjeszintézisére is hathatnak!)

- Mupirocin : tRNS"® szintetaz gatlas

- Tetraciklin : Aminoacil-tRNS kotés gatlas

- Kléramfenikol: Peptidil transzferaz aktivitas gatlas

- Streptomicin: Iniciacié gatlas és mRNS helytelen olvasasa
- Kanamicin, neomicin, gentamicin: 30S alegység kotése
- Eritromicin: 50S alegység kotés

Eukariotakban:
- Cikloheximid: Transzlokacié gatlas
Mindkett6ben:

- Puromicin: Aminoacil-tRNS mimikri
- Torokgyik
- Ricin



21. Az eukariota transzlacio szabalyozasanak mechanizmusai.

A kordbbiakban mar lathattuk, hogy az eukariéta mRNS metil-guanozin sapkaja és poliA farka
egyfajta mindségi kontrollt is lehetové tesz. Ezeken tul a sejtmagbdl kikerild mRNS elsd
transzlacidja soran egy olyan tipusu ellendrzésen is atesik, amely biztositja, hogy csakis a
megfelelGen hasitott mRNS szolgdlhasson a fehérjeszintézis templatjaként. Az mRNS érése
soran az intronok eltavolitasra kerlilnek, és a két exon hatarara bekotddik a tobb fehérjébdl
feléplild exon kapcsolédasi komplex (exon junction complex, EJC). A sejtmagbdl kijutott
MRNS olvasasa kézben a riboszéma eltavolitja az Gtjaba kerild EJC-eket, majd a stop kodonnal
szétesik két alegységére. Az atvizsgalt és EJC mentesitett mRNS tovabbi riboszomdaknak
szolgalhat transzlaciés templatként. Egészen mas lesz az mRNS sorsa, ha a riboszéma ugy
Utkozik stop kodonba, hogy attdl 3’ irdnyba még taldlhato EJC. Az ilyen szituacio egyértelmlen
jelzi, hogy az érési folyamat sordn az mRNS nem a megfeleld mdédon vagddott, igy hibds
fehérje létrejottét eredményezné a transzlacidja. Ezekben az esetekben az mRNS tovabbi
fehérjék kozremlkodésével degradalddik. Az mRNS tobb Iépcsds, szigord mindségi
kontrolljanak jelentésége konnyen beldthatd annak tudatdban, hogy a fehérjeszintézis a
legenergiaigényesebb biokémiai folyamat.

A mindségi kovetelményeknek megfeleld mRNS sok esetben varakozik a citoplazmaban, nem
keriil azonnali transzlacidra, a fehérjére torténd forditdsa csak bizonyos feltételek teljesiilése
esetén kovetkezik be. A transzlacié szabalyozasanak legkdzvetlenebb maédja a prokariétaknal
latottakhoz hasonlatos, amennyiben az mRNS-hez k&étodd reguldtor fehérje kozvetlendl
befolyasolja a fehérjeszintézis sebességét. J6 példa erre a szabdlyozdsi mddozatra a ferritin
szintézisének kontrollja. A szabad vas reaktiv gyokok keletkezését katalizalja, igy azt a sejtek
ferritinhez, vasat tarolé fehérjéhez kotve raktarozzak. A ferritin  mRNS-nek 5-UTR
szekvencidja hajth strukturat hoz létre, amelyhez vashidny esetén a citoplazmatikus akonitaz
az akonitaz a vassal komplexet képez, konformacié valtozason megy at, levdlik a hajtrol, ily
modon szabad utat adva a transzlacionak.

A preiniciacids komplexhez a harom alegységhdl allé elF2 GTPaz széllitjia a MettRNS-t. Az
iniciacidé soran GTP GDP-vé alakul, az elF2 ezaltal inaktivalédik. Az Gjraaktivalasban, azaz GDP-
GTP cserében az elF2B fehérje m(kodik kozre, ez a reaktivadlas azonban fehérje kinazok
segitségével gatolhaté. Amennyiben az elF2 a-alegysége foszforilalédik, a csere nem
kovetkezik be, a harmas komplex GDP kotott formaban csapddaba esik, és igy a tovabbiakban
nem tud részt venni a transzlacioé beinditdsaban. Az inhibitor foszforilaciot szamos, kiilonb6z6
stresszek hatasara indukalddo fehérje kinaz kivitelezheti. Ezek kozil a legismertebbek a viralis
fertdzés nyoman megjelend, duplaszali RNS altal aktivalt PKR kindz, az aminosavhiany esetén
indukalodé GCN2 kindz, a hem hidnyaban aktivalodé HRI1 és az ER stressz kovetkeztében
aktivva valé PER kindz.

A korabbiakban mar lathattuk, hogy a metil-guanozin sapka az elF4E és elFAG fehérjéken
keresztlil l1ép kapcsolatba a preiniciacidos komplexszel. Az inicidcidénak ez a lépése is



szabdlyozhatd foszforilacion keresztil, habar a foszfatcsoport kapcsolasanak ebben az
esetben transzlaciot fokozd hatasa van. Az elF4G kompeticidban van az elF4E-BP transzlacids
represszor fehérjével, mivel mindkettd képes az elF4E-vel kapcsolatba lépni. Az elF4E-BP
foszforilaciot kovetoen azonban elveszti elF4E koto képességét, igy lehetové teszi az elF4E-
elF4G komplex kialakulasat, ezen keresztil pedig a preinicidciés komplex sapkdhoz torténd
kotodését. Az elF4E-BP foszforildcidjaért az mTOR kinaz felelds.

Gatlo hatasok (elF2 foszforilalodik) Fokozd hatasosok (elF4E-BP foszforilaladik)
- aminosav hiany (éhezés) - Jollakott allapot
- sok félkész fehérje az ER-ben - Novekedési faktorok hatdsara
- virusfert6zés
- hem hidny a vorosvértes el

Iniciacid sapka komplex nélkiil

Bizonyos esetekben el6fordul, hogy a transzlacié szabdlyozdsa nem az iniciazicés faktorokon
keresztil valdsul meg :

- mitdzis soran
- apoptdzisban
- virusfert6zés esetén

Ilyenkor nem a metil-guanozin sapka bekot6dése inditja be az inicacidt, hanem az mRNS egy
specidlis, a start kodon el6tt elhelyezkedS tobb szdz bazisbdl allé szekvencia motivum
helyettesiti, az un. IRES (Internal Ribosome Entry Site). Az IRES bazisparosodasokon keresztiil
olyan bonyolult masodlagos szerkezetet hoz létre, amelyhez az elF4G kozvetlendil
kapcsolédik, igy a preiniciaciés komplex a metil-guanozin-sapka kézrem(kddése nélkiil, a start
kodon kozelében kétddik az mRNS-hez.



22. A fehérjék szortirozasa a citoplazméaba, a sejtmagba és a mitokondriumba. A
citoplazmai fehérjék leggyakoribb poszt-transzlaciés moédosulésai.

Protein sorting ( fehérjék szortirozasa): Az Ujonnan szintetizdlédott fehérjék funkcidjuknak
megfelel§ sejtkompartmentbe juttatasa.

A fehérjekildeményre irt specialis, un. szignal szekvenciak dontik el, hogy a fehérje melyik
kompartmentbe keril. A citoplazmai, a magi, a mitokondrialis (amiket nem az mDNS kddol)
és a peroxiszémalis fehérjék a szabad, citoplazmai riboszémakon szintetizalddnak, igy a
citoplazmai fehérjéken nincs jelzés. A tobbi fehérje poszt-transzlacids transzporton esik
keresztiil az aminosav szekvencidk alapjan.

Bizonyos citoplazmai fehérjék a membranokhoz rogziilnek lipid oldallancok segitségével,
melyeket enzimek kapcsolnak a fehérjék specidlis szekvencidihoz poszt-transzlacids
modositas soran:

- Palmitoilacio (peptidlancban Iévé Cys-hez vagy Ser-hez)
- Mirisztoilacié ( N-termindlis Gly-hez)
- Prenilacié (C-terminalis Cys-hez)

A nuklearis lokalizacios szignal (NLS) jel6léssel és az IMPORTIN és a Ran GTP-az enzimek
segitségével keriilnek be a megfelel6 fehérjék a sejtmagba. A nuklearis export szignal (NES)
jeloléssel és az EXPORTIN és a Ran GTP-az enzimek segitségével keriilnek ki a megfelel6
fehérjék a sejtmagbdl a citoplazmaba.

Az organellumok fehérjéinek donté tobbsége a citoplazmaban szintetizalddik és a transzlacio
befejez6dését kbvetben transzportalddik az organellumba.

A transzportot biztositd szignal rendszerint a fehérje N-terminalis része, amit a transzportot
kdvetden a szignal peptidaz levag.

A mitokondriumot alkoté fehérjék kisebb része a mitokondriumban, tobbsége a
citoplazmaban szintetizdlodik. Elhelyezkedésiik a mitokondriumban szerepiknek
megfelel6en szigorian meghatarozott és lehet a kiils6 vagy bels6é membran , a két membran
kozotti tér, illetve a matrix.

A mitokondriumba irdnyuld protein transzport megvaldsitéi a:

- TOM(translocase of the outer membrane): minden mitokondriumba iranyuld protein
transzportjahoz kell. Transzport a kiils6é membranon at és kils6 membranba illesztés.

- TIM(... inner ...) : TIM22, TIM23 : transzport a matrixba és bels6 membranba illesztés

- OXA complexek :a mitokondriumban szintetizalddott fehérjék beillesztése a belsé
membranba

A komplexek tartalmazzdk a szigndl szekvenciat megkots fehérjéket és a transzlokacids
csatornat kialakité fehérjéket. A TOM és TIM komplexek a két mitokondrium membran
érintkezési pontjainal tartésan egyiitt fordulnak el6 és a transzport a matrixba egy
folyamatban zajlik. A transzporthoz sziikséges energiat részben az ATP hidrolizis,részben a
bels6 membran két oldala kozott fennallé elektrokémiai proton gradiens biztositja.



A citoplazmai fehérjék leggyakoribb poszt-transzlaciés médosulasai.

Az intracellularis fehérjék leggyakoribb poszt-transzlaciés modosulds a foszforilacio. ( A
fehérjék 30 %)

?



25. A virusok csoportositasa replikacios mechanizmusuk szerint. Az alfa és béta interferonok
jelentdsége.

* A virus: fertézéképes nukleinsavbol és az azt koriilvevd fehérjekopenybdl ( egy vagy kétfajta
fehérje, spontan Osszedlld geometriai alakzat, hengeres, spiralis, vagy ikozahedralis) 4llo
részecske. Kizarolag €16 sejtekben képesek dnmaguk replikacidjara, mert energiaszolgaltatd €s
fehérje szintetizald rendszeriik nincsen (abszolut parazita). Burka is lehet, amely az el6z6
gazdasejttol rabolt lipid membranbol és a virus altal kodolt glikoproteinekbdl all.

e virion: Egy egyedi virus részecske (egyes szamu alak).

* Bakteriofag: Baktériumban ¢l0sk6dd virus.

crer

crer

RNS-polimeraz sziikséges, amit a gazdasejt nem is tartalmaz. Ezeket a fehérjéket maga a
virusgenom kodolja. Eléfordulnak atfedd génszakaszok is, vagyis az olvasasi kerettdl fliggden
mas-mas fehérjét kodol ugyanaz az a rovid RNS.

A virusok replikacios mechanizmusai:

I.  Ha a virus orokitéanyag dsDNS
A gazdasejt enzimjeit hasznalja a virus a replikaci6 és transzkripcid soran:

DNS-fligg6-RNS polimeraz (transzkripcid)=>MRNS-> transzlacio—=> virusfehérjék
DNS-fligg6-DNS polimeraz-> replikacio

Kettdsszdld DNS virus replikdcidja:
a gazdasejt enzimeit haszndlhatja
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I1.  Ha a virus orokitéanyag ssDNS

A gazdasejt enzimjeit hasznalja a virus a replikacié €s transzkripci6 soran:
sSDNS—> DNS-fiigg6-DNS polimeraz—> dsDNS

Ha elkésziilt a dupla szala DNS, akkor az el6z6h6z hasonlé modon replikalodik,
illetve transzkriptalodik a genom.

Egyszdld DNS virus replikdcidja:
a gazdasejt enzimeit haszndlhatja
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I11.  Ha a virus orokitéanyag tisztan kettosszala RNS

A replikaciohoz és az mRNS szintéziséhez is RNS-dependens-RNS-polimeraz:
replikaz sziikséges, amelyet a virusnak kell magaval hoznia.

RNS-dependens-RNS-polimeraz elballitia a dsRNS replikaciojat és az mRNS
transzkriptumot, melyr6l a transzlacié €s a virusfehérjék kifejezodése megkezdddhet.
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IV. Ha a virus orokitéanyag tisztan egyszali, negativ RNS

A replikacidhoz és az mRNS szintéziséhez is RNS-dependens-RNS-polimeraz
szlikséges, amelyet a virusnak kell magaval hoznia.

RNS-dependens-

Translation
RNS-polimerdz

(+) Viral mRNA
mRNS szintézis
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V. Ha a virus orokitéanyag tisztan egyszalu, pozitiv RNS

A virus azonnal mRNS-ként funkcionalhat, ezért az RNS-dependens-RNS-polimerazt
nem kell magaval hoznia, elég kodolnia.
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V1. Retrovirusok esetén

Az orokitéanyag egyszala, pozitiv RNS.
A replikacidhoz reverz transzkriptaz sziikséges, melyet a virusnak magaval kell
hoznia.

A virus orokitdanyaga alapjan késziilt DNS-nek kotelezo integralodnia a gazdasejt
DNS-ébe.
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Az alfa és béta interferonok jelentésége.

Interferonok: A virusgenom replikacidja kozben atmenetileg mindenképp megjelenik a kettds
szalu RNS lanc. Ez a gazdasejtben egy védelmi reakciot indit be, amit a tobbi sejt felé az
interferonok kozvetitenek. = A kettds szali RNS megjelenése utan a gazdasejt interferonnak
nevezett fehérjéket szintetizal és szekretdl. = A tobbi sejtben harom enzim szintézisét
indukaljak: = = Ezek a szintézist kovetden nem aktivak, csak védelmi késziiltségben allnak. = Ha
a kettés szala RNS megjelenik, az enzimek miikddésbe jonnek. A hatdsmechanizmus
meggaltolja, hogy vironok termelddjenek. = oligoA szintetaz: a kettds szala RNS hatasara
aktivalja az oligoA-dependens endonuklazt = oligoA-dependens endonukledz: degradalja az
mRNS ¢és rRNS molekulakat

= kettds szala RNS-dependens protein kinaz: leallitja a sejtben a fehérje szintézist (elF-2
iniciacios faktor foszforilacio)

Interferon a és P: RNS virusok elleni védekezés

RNS virus qgp

dsRNS

. Leukocita aktivalas
@ RNS virus

Oligo-A-szintetaz
Ribonukleaz L
dsRNS-fiiggs PK

dsRNS

szekretalt
IFNa/p

IFNP
vészjelzés TF

szintézis

fibroblaszt

Megfertozétt, mar menthetetlen Felvértezett, a szervezetben
sejtek: vészjelzést kiildenek még menthetd sejtek



Az IFNa/p hatdsdra expresszadlt enzimek
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Minden RNS lebontdsa a citoplazmdban A transzldacié inicidcioja gatolt

korai virusgének expresszidja lehetetlen



26. A fagok replikacigjanak litikus és lizogén utja, a fag represszor. A restrikcids
endonukledzok.

A fagok replikacidjanak litikus és lizogén Utja: A bakteriofagok replikacioja két uton folyhat
le: litikus/lizogén vonalon:

* Litikus ut: A gazdasejt azonnali pusztulasaval jar o Példa T4-fag tamadésa E. Colin: A T4-
fag az E.Coli kiils6 membranjanak egy meghatarozott helyére csatlakozik, €s bejuttatja a 150
nukleotidos kettds DNS-ét. A DNS-en két féle gén kodolodik: = Korai gének (azonnali korai +
késleltetett korai): Azokat a fehérjéket kodoljak, amelyek ledllitjdk a baktérium sajat
makromolekulainak szintézisét és lebontjak a gazdasejt DNS-ét. = Késo6i gének: A fag DNS
replikacidja. Ez kodolja a virus kopenyt alkoto fehérjéket, és a lizozim nevii enzimet, ami
lebontja a gazdasejt falat = Az 6sszerendezddott T4 fagok a lizozim éltal készitett lyukon at
kiszabadulnak, és fertézOképesek. A baktériumsejt szétesik (bakteriolizis).

* Lizogén 1ut: A gazdasejtet generaciokon 4t nem karositja. o Cirkularis virus DNS: A linearis
DNS virusgenom a gazdasejtbe jutva cirkularis DNS-¢ alakul, és 6nallo replikaciora képes. °
Profag: Bizonyos koriilmények kozott a virus DNS rekombinécioval a gazdasejt DNS-ének egy
jol meghatarozott helyére integralodik. Ez a profag. o Lizogén baktérium: olyan baktérium,
aminek kromoszdmaja a profagot is tartalmazza ° fag represszor fehérje: A profag kihasitasat a
baktérium genombol egy olyan fehérje végzi, amit a profag genom kodol. Ennek a fehérjének
a transzkripcidjat azonban gatolja az Gn. fag represszor fejérje. Amig a represszor fehérje jelen
van, a profag nem hasitodik ki, a virus inaktiv marad. A lizogén baktérium szaporodhat tovabb,
szaporitva ezzel a profagot is, de a sejt kdrosodasa nélkiil. A profag altal kodolt fejérjék koziil
kizardlag a represszor fehérje szintetizalodik. A represszor fehérje a profag operator régidihoz
kotodve akadalyozza meg a tobbi fagfehérje transzkripciojat. o cro fehérje: Abban az esetben,
ha kornyezeti hatasokra (pl. UV) a represszor fejérje szdma csokken, az elsd, nem represszalt
profagbdl szintetizalodik a cro fehérje, ami viszont a fag represszor transzkripcidjat gatolja.
Ezzel a profag aktivizalodik, termel6dni kezd a kimetszésért felelos fehérje, és a fag
irreverzibilisen atvalt a litikus atra. « Temperalt fagok: a két ut kozil a koriilményektdl fiiggden
valasztanak.

4.4. A bakteriofagok

Bakteriofagoknak a baktériumokat fert6z0 virusokat nevezziik, melyek atprogramozzak a
gazda-baktériumsejt teljes bioszintetikus apparatusat. A bakteriofagok tulajdonsagait az A-
bakteriofag példdjan mutatjuk be. Ez a fag sokkal dsszetettebb, mint a dohanymozaik-virus
(TMV). Ennek ellenére sokat tudunk a szerkezetérdl, mivel gyakori alanya a biokémiai és
genetikai vizsgalatoknak.



A \-fag a nyalvanya révén a E. coli sejt maltoz transzportfehérjéjéhez kotddik. Ezutan a virion
DNS-¢e a ny¢len keresztiil beinjektalodik a baktériumba. A A-fag DNS-e 12 nukleotid hosszu
egyes szali komplementervégeket tartalmaz. Ennek révén cirkularizalodik a A-DNS (kohéziv
végek) kettds szalava (DNS-ligdz segitségével), és végiil szuperhelikalodik a DNS-
topoizomeraz kozremukodésével (4.9. abra).

4.9. abra. A A-fag ,,életciklus” variacioi. 1. A A-fag specifikusan kotodik a E. colihoz és
bejuttatja abba a DNS-ét. 2. A linearis kettés lanci DNS ezutan cirkularizalédik. 3. A
lizogén utvonal soran a fag DNS-e integralédik a gazda sejt DNS-ének adott helyére
(profag). 4. A gazda sejt kromoszoma ezutian az integralodott .-DNS-el egyiitt
replikalédik. 5. A fag fert6zés utan a litikus titvonal is lehetséges, ilyenkor a fag DNS a
sajat replikaciojat iranyitja. 6. A fag DNS felszaporodasa utan megtorténik a fag fehérjék
szintézise is. 7. A fag részecskék osszeallasa utan a gazda sejt feloldodik és mintegy 100 uj
részecske szabadul Kki. 8. A lizogén utvonal ugy fog uj részecskék szintéziséhez vezetni,
hogy a DNS-bél valamilyen hatasra, pl. hémérséklet emelkedés vagy UV sugarzas
hatasara kiszabadul a fag DNS, majd a szokasos moddon (5, 6, 7) igy is fagpartikulumok
képzoédnek.
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Ezutan a A-fag kétféle ,.¢letstilust” valaszthat. Az egyik a litikus utvonal, ahol a fag-DNS
iranyitdsaval azonnal sok fagrészecske képzddik. A masik a lizogén ut, amikor a fag-DNS
profagként integralddik a gazdasejt genomjéaba, avval egyiitt szaporodik, és csupan valamilyen
indukcio hatasara (pl. hdmérséklet-emelkedés) szabadul ki abbol és irdnyitja 1) fagrészecskék
szintézisét (4.9. abra). A lizogén Utvonalat kdvetd fagot temperalt, mig a litikus Utvonalat
kovetdt virulens fagnak nevezziik..


https://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/2011_0001_531_molbiol/ch04s04.html#fgr_4_9
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Restrikcios endonukleazok:

Tobb fajtajuk van, de szamunkra csak azok fontosak, amelyek a DNS-specifikus szekvenciait
ismerik fel és hasitjak azokat, pl a DNS palindrom (oda és visszafele olvasva is ugyanaz)
szekvenciat ismeri fel és hasitja a megfeleld helyen.

A sejt a sajat DNS-ét nem hasitja, mivel azon DNS-szekvenciak, amelyeket a sajat restrikcios
endonukleazok felismernének, mar metilalva vannak az un. ,,modifikacios metilazok™ altal.

A baktériumok restrikciés endonukledz - metilaz
enzimpdrokkal védekeznek a fagok ellen

Felismert szekvencia,

dltaldban palindrom 4 pNS replikicist kaverd metildcié
| GAATTC |
CTTAAG
Restrikeids
endonukledz
— BAATTC e Metildlt DNS,
c TTAAG [ nem végja el
Nem metildlt DNS a restrikciés endonukledz

elvdgja a restrikciés endonukledz

Bejdvé DNS
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elvdgja

Sajat
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nem vdgja
Restrikciés el
endonukledz




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

A transzformalé DNS virusok (bizonyos HPV, Herpes, Polyoma) litikus ciklussal
szaporodnak az ezt megengedd, permissziv gazdasejtekben ( olyan sejt, amelyben a virus teljes
genomja tud replikalodni). A nem permissziv gazdasejtekben nem képesek szaporodni,
azonban ritkan, kis valosziniiséggel integralodhatnak a gazdasejt genomjaba véletlenszerti
helyen: provirus. (Esetenként csak a virus DNS egy része integralodik.) Ezek az életben
maradt, transzformalt sejtek.

Az integralodott provirus nem szaporodik a hagyomanyos modon (nem képzddnek virionok),
de DNS-érol olyan fehérjék fejezédnek ki, amelyek a Rb (retinoblasztoma) és a p53 fehérje
miikodését gatoljak.

A Rb és a p53 a sejtciklus G1/S kontroll pontjat ellenérzé fehérjék, biztositjak, hogy a sejt
ne osztodjon felszolitas nélkiil és/vagy sériilt DNS-sel. Nagyon stlyos DNS sériilés esetén a
p53 a sejtet apoptozisra (ongyilkossagra) birja.

Az ilyen, a sejtosztddast lassitd, ellendrzd, adott esetben apoptdzist kivaltd fehérjék a tumor
szupresszor fehérjék, génjeik a tumor szupresszor gének.

A tumor szupresszor fehérjék gatlasa miatt a fertdézott sejt gyakrabban osztodik, ami a virus
szamara elény (nem a hagyomanyos értelemben, de szaporodik). Ugyanakkor a gyakori,
kontroll nélkiili osztdddsok miatt a provirussal transzformalt sejt utédai konnyebben
szenvednek mutaciokat és valnak daganatsejtekké.

Hepasztitsz B virus daganatképz6 hatasa:

A Hepatitis B virus 6rokité anyaga cirkularis molekula, nagy része kettdsszali DNS, de nick-
et, gap-et és egy kis RNS-t is tartalmaz:

Ezt reverz transzkriptaz késziti RNS-bdl a kapszidon beliil a virus érésekor.
A sejtbe jutott 6rokitdanyagat a repair enzimek cirkularis DNS-s¢ alakitjak: episzéma.
Nem retrovirus, de esetenként integralodhat a gazdasejt DNS-ébe.

A p53 fehérje miikodést gatolja: transzformaciét okozhat!
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28.A retrovirusok replikacioja, a reverz transzkriptaz.

A virus genom replikaciéja A DNS virusok altaldban kdzvetleniil DNS-s¢é, az RNS virusok
pedig kozvetleniil RNS-sé masoljak magukat. Van azonban kivétel a fenti szabaly alol: a
retrovirusok RNS genomukat reverz transzkriptaz enzim segitségével DNS-s¢ alakitjak.
Az elkésziilt DNS-nek kotelez6 integralodnia a gazdasejt DNS-ébe a virus
szaporodasahoz.

A reverz-transzKkriptaz miikodése:

1. Aretrovirus drokitdanyga mRNS jellegii, mindkét végén egy R szekvencidval. A reverz
transzkriptaz DNS-polimeraz: primert igényel! A primer egy részben Kkitekert
tRNS 3’ vége, mely a pbs szekvencidaval komplementer.

2. Areverz transzkriptaz elkezdi a negativ DNS lanc szintézisét, kozben az RNS mintat is
bontja maga mogott.

3. Az mRNS végén, és a szintetizal6do 0j DNS lanc végén 1év6 R szekvencidk egymassal
komplementerek, igy 0sszeilleszkednek

4. A reverz transzkriptaz folytatja a negativ DNS lanc szintézisét, mikdzben az RNS mintét
is bontja maga mogott, de a ppt szekvencia ellenall.

5. A ppt szekvencia a primer a pozitiv DNS lanc szintéziséhez, amelyhez a pbs szekvencia
végéig van minta. Elfogy a negativ lanc mintéja is.

6. Minden RNS lebomlik, miutan a reverz transzkriptaz atirta DNS-re. A pbs szekvenciak
Osszeilleszkednek.

7. A reverz transzkriptdz befejezi a negativ DNS lancot a mar elkésziilt pozitiv DNS
szakasz alapjan, kozben a pozitiv lancot elvalasztja a negativ lanc 5° végétdl.

8. A reverz transzkriptaz befejezi a pozitiv DNS lancot a negativ alapjan. A reverz
transzkripcid eredményeként a DNS mindkét végén megtalalhatd az U3-R-U5
szekvencia = LTR.

A reverz transzkripcio soran az US és U3 az R szekvenciak segitségével megduplazodnak
az elkésziilt DNS mindkét végén: LTR (Long Terminal Repeat). Az integralodast az LTR
szekvenciak iranyitjak, és részt vesznek a virusgenom transzkripcidjanak szabalyozasaban is.
A virus gyartasa a virion alkotorészeinek alacsony expresszidja miatt altaldban nem pusztitja el
a gazdasejtet. Az integralodott retrovirus a gazdasejt osztodasakor 6roklédik.



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

Egyes allati retrovirusok azonnal daganatot okoznak: ezek onkogéneket is hordoznak. A
retrovirusok onkogénjei altal kodolt fehérjék Kiilsé novekedési jelet szimuldlnak
folyamatosan: gyorsabban osztodik a fert6zott gazdasejt.

Protoonkogének ( c-onc gének): Ep sejtekben talalhato, a sejtosztodast szabalyozott médon
elosegitd fehérjéket kodold gének

Onkogének: A sejt mutaciot szenvedett protoonkogénjei (c-onc), amelyekrdl vagy tal sok,
vagy allandoéan aktiv fehérje szintetizalodik, szabdlytalan sejtosztodashoz vezetve
(proliferacio).

Tumor szupresszor gének : A sejt olyan génjei ,amelyek ép sejtekben a proliferacidt gatlo,
bizonyos koriilmények kozott apoptodzist, esetenként differencidlodast eldsegité fehérjét
kédolnak. Funkcidjuk kiesése, példaul mutacio kovetkeztében a sejt kontroll nélkiili

crcr

A szabdlyozatlan proliferdcidhoz, a rosszindulati daganat kialakuldsdhoz tobb tumor
szupresszor gén kiesése (altaldban mindkét allélon) és tobb protoonkogén onkogénné
mutalodasa vezet.

A klasszikus, Vogelstein-modell szerint bizonyos mutaciok kovetik egymast a tumor
kialakulasaban: APC inaktivaci6, KRAS aktivacio, TGFp tutvonal aktivalédasa, p53
inaktivalodasa.



30.Az elektroforézis és a kromatografidk alapelvei. Makromolekulak szintézisének
mérése jelzett prekurzorokkal. Enzimek a diagnosztikaban.

Kromatografias eljdrasoknak nevezziik azokat a szepardacids eljarasokat, melyek soran egy
mozgo fazisban levé oldott keveréket egy all6 fazison (hordozoé) visznek at és ennek soran a
keverék komponensei — legaldbbis részben — elvalaszthatok egymastadl.

gélkromatografia (eltéré molekulaméret alapjan)

Ezt a jelenséget el6szor specidlis dextrangéleken hasznaltak fel, ezért
gélkromatografidnak, vagy gélszlirésnek is hivjak, de ma mar joval korszer(ibb
folyadékkromatografias valtozatait hasznaljak.

adszorpcios kromatografia

ekkor a keverék komponensei eltéré mértékben kotédnek a hordozéhoz, a kot6dé
molekulakat kiilonb6z6 maddszerekkel lehet leoldani a hordozoérdl, ami tovabbi
szeparacio lehet6ségét rejti magaban

megoszlasi kromatografia (eltérd oldhatosag kiilonbo6z6 oldészerekben)

Ha egymassal nem elegyed6 poldros és apolaros olddszerek keverékét hasznaljuk
poldros és apolaros vegylletek elvalasztdsara, ezek a megfelel6 karakteri
olddszerben fognak jél oldédni, és egymdstél ennek alapjan elvdlaszthatok.
ioncserélé kromatografia (toltéssel rendelkez6é molekulaknal)

Toltéssel rendelkez6 molekuldk esetében — megfelel6 tulajdonsagu hordozé
(ioncseréld gyanta) felhasznaldsaval — a megoszlasi és adszorpcids kiilonbségek
mellett a toltések kilonbsége is szolgdlhat elvalasztas alapjaul, ezt a mddszert
ioncserél6é kromatografianak hivjak.

affinitaskromatografia (biospecifikus adszorpcié alapjan)

el6zetes tisztitdsi |épéseket kovet6en haszndljdk a legspecifikusabb
kromatografids moddszert, az affinitds-kromatografidat. Ez un. biospecifikus
adszorpcidén alapul. Megfelel6 hordozdon kémiai mddszerrel megkotnek egy olyan
molekuldt (ligand), amely teljesen specifikusan kétédik az altalunk tisztitani kivant
vegyllethez (pl. fehérje antigénhez, hormonreceptorhoz). Ezen a kezelt hordozén
atfolyatva a keverékiinket, abbdl csak az az egyetlen molekula kétédik meg, amely
specifikus kot6désre képes a hordozora kotott ligandummal.

Elektroforézis: toltéssel rendelkez6 molekuldk - pl. aminosavak, peptidek, fehérjék,
nukleotidok, nukleinsavak — szétvalasztasa elektromos térben torténd vandorlas alapjan. A
szétvalasztas a molekuldk mérete és toltése alapjan torténik (fajlagos toltés). A nukleinsavak
esetén ez csak a mérettdl fligg, de ez fehérjék esetén is elérhetd, ha a toltéseket egyenlévé
tesszik (SDS-kezeléssel).

Makromolekulak szintézisének mérése radioaktiv prekurzorokkal

Sejtes vagy sejtmentes rendszerben is felhasznalhatdk a fehérjék és nukleinsavak radioaktivan

jelzett prekurzorai ezek szintézisének mérésére.



Radioaktiv megjel6lést hasznalé mddszerek:
e Maxam-Gilbert médszer:

Polinukleotid-kindzzal 3’-végén 32P-vel jelzett DNS-lanc hasitdsa preferencialisan
hasité kémiai mddszerekkel. Elektroforetikus szétvdalasztaskor a legkisebb nukleotidok
vandorolnak a leggyorsabban, igy a bazissorrend a foltok sorrendjébdl leolvashaté.
Max. 150 tagu nukleotidokat lehet igy szekvenalni.

e Sanger modszer:

DNS-polimerdaz I-gyel egyszalu DNS szintézise primer jelenlétében; az 5’-véget
radioaktivan jelolik, a terméket négy részre osztjak. Mindegyikhez hozzadadjak a
négy dNTP-t és az egyiknek a 2’-3’-didezoxi valtozatat is, ennél a lanc megszakad.
A didezoxi- nukleotid statisztikus valdszin(iséggel éplil be az Uj lancba, amelybdl
kilonb6z6 hosszusagu fragmentumok keletkeznek. Ezeket elektroforé-zissel szét
lehet valasztani és a hosszuk szerint megallapithatd, milyen pozicidkban van jelen
az adott bazis.

DNS-szintézis kvantitativ mérése - jelzett 3H vagy 14C-timidint adunk a sejtekhez, 30-60
percig hagyjuk beépiilni, majd a sejteket kicsapjuk (1 M perklérsavval), utdna 0.5 M
perklorsavval hidrolizaljuk és a centrifugdlds utani oldatbdél folyadék-szcintillaciés mddszerrel
mérjik a radioaktivitast. DNS kvantitativn mérés: a dezoxirib6z fotometridsan
meghatarozhato.

RNS-szintézis kvantitativ mérése: a fentiekhez hasonldan, de 3H- vagy 14C-uridin beéplilését
kell mérni és a ribdzt kell meghatdrozni

Fehérjeszintézis mérése: 3H vagy 14C-jelzett esszencidlis aminosavat kell a sejtekhez adni és
a fentiekhez hasonldéan kicsapni, a kicsapddott fehérje NaOH-ban feloldhatd, a jelzés
mérhetd. A fehérje mennyisége biuret-reakcioval, vagy coomassie-blue festékkel hatarozhatd
meg.

Enzimek a diagnosztikaban.

Az enzimoldgiat az orvosi gyakorlatban diagnosztikai célokra is hasznaljak. Ennek az az oka,
hogy a kiilonb6z6 sejteket, szoveteket — eltéré anyagcseréjiik miatt — bizonyos enzimek
jellemzik, igy egy szerv betegsége esetén az elpusztult sejtekbdl ezek az enzimek a vérbe
keriilnek és a szokasos alacsony szérumszint és aktivitas sokszorosa is mérhetd.

Mérési modszerek: a keletkez6 termék mérése spektrofotometriaval, spektrofluorimetriaval

radioaktivitas mérés: jelzett szubsztratbdl jelzett termék mérése alapjan



31.A Western-blot és az ELISA alapelve és felhasznal4asa. AlphaLISA mébdszer.

Western blot- az expresszalt fehérje azonositasa

A fehérjekeverék komponenseit SDS-gélelektroforézissel szétvalasztjuk, ez csak a méret
alapjan szepardl. Ezutdn transzferdljuk a szétvalt komponenseket nitrocelluléz membranra.
Ott egy blokkolast kovetGen a keresett fehérjére specifikus antitestet adunk hozza (primer
antitest), majd ezt kovetGen egy masodik, az els anti- testtel reagdld, enzimmel (peroxidaz,
alkalikus foszfataz) kapcsolt anti- testtel reagaltatjuk. Végil egy, az adott enzimmel reagdlo
jelzett (pl. fluoreszkald) szubsztratot adunk hozza és a jelet rontgenfilmen tessziik lathatdva.
Molekulatémeg-standard illetve pozitiv kontroll segitségével azonositjuk.

ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Fehérjék, kozvetve RNS expresszidjanak kvantitativ meghatdrozasara alkalmas médszer. Elve:
egy polisztirol lemez 96 lyukdba egy adott fehérje ellen termelt (,capture”) antitestet
rogzitenek. Ehhez adjak a mintat, amelybdl az adott fehérje megkotédik a lyukakban. Ezutan
egy masodik, biotinnal konjugdlt antitestet kotnek ra, majd streptavidin-peroxidaz
konjugdtummal kezelik, amely kot6dik a biotinhoz. Végil peroxidaz szubsztratot adunk a
rendszerhez, ebbdl szines (z6ld) termék keletkezik, amely savas kbzegben sarga szintvé valik
és spektrofotometridsan mérheté.

AlphaLISA moédszer
Alpha" = Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay

Nincs szikség radioaktivitasra, két gyongy kozotti energia atvitelt lehet detektdlni
lumineszcens vagy fluoreszcens vizsgalattal.

Donor gydngy: fotoszenzitizald ftalocianint tartalmaz, amely a normal oxigénbdl gerjesztett,
reaktiv szinglet oxigént allit el6, ha 680 nm-en gerjesztik. Nem gyok, csak egy gerjesztett
elektront tartalmaz; élettartama rovid (4 psec félidg), ezalatt kb. 200 nm-re diffundal
oldatokban.

Akceptor gyongy: ha megfelel6 kdzelségben van a donorhoz, a szinglet oxigén atadja az
energiajat az akceptor gyongy tioxin szarmazékdnak, amely 615 nm (AlphalISA)
tartomanyban fényt sugdroz ki. Ha nincs a kozelben akceptor gyéngy, a szinglet oxigén
visszaesik alapallapotba és nincs jel.

Az AlphalLISA sandwich assay (Perkin-Elmer) alapelve:

A donor gyongyoket streptavidinnel vonjak be, ezzel azok képessé valnak biotinilalt antitestek
megkotésére. A biotinilalt antitest egy adott epitopra specifikus, amely a vizsgdlandd
molekulan taldlhaté. Egy masik, ugyancsak a vizsgalandd molekulan levd epitopra specifikus
masik antitestet az akceptor gyongyre kotnek. A vizsgdlandd molekula ezaltal szoros
kdzelségbe (< 200 nm) hozza a két gyongyot. Ha ekkor 680 nm-es excitacios hulldmhosszon
gerjesztjik a donort, szinglet oxigén keletkezik, amely az akceptor gyéngyre jutva 615 nm-nél
fényemissziot idéz el6. Az emittdlt fény intenzitdsa ardnyos a vizsgalandé anyag
koncentracidjaval.



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

Az aptamerek olyan 15-60 tagu egyszadlu DNS, RNS vagy peptidmolekuldk, amelyek
specifikusan képesek egy fehérje- vagy DNS-szakaszhoz, s6t kismolekuldju ligandumokhoz
is hozzako6tddni. Specifitasuk vetekszik az antitestekével, de vellik szemben szdmos el6nyiik
van:

Szintézislk teljes mértékben in vitro torténik, a kémiai szintézis viszonylag olcsé
Toxikus vagy nem-immunogén célmolekulahoz is hozzakothet6k

Alacsony az immunogenicitasuk

Szobahémérsékleten tarolhatdk

Nagy affinitasiak (pM-nM tartomanyban hatasosak)

Nagyfoku a specifitasuk (pl. mar egy plusz metilcsoportot is megkllonboztetnek egy
kismolekulan), nagy fellileten kapcsolddnak, hatékonyak

7. Stabilak, oldatban gyorsan felveszik és megtartjak a konformacidjukat

8. Mivel nukleinsavak, nem toxikusak

oV kwnNPeE

Az aptamerek specifitdsa felhaszndlhaté egy, az ELISA-hoz hasonld, nukleotid-alapu analitikai
modszerhez is. Ezt ELONA-nak — Enzyme Linked Oligonucleotide Assay — nevezik. Annyiban
kiilonbozik az ELISA-tél, hogy a microplate edénykéibe a befogd antitest helyett aptamereket
rogzitenek és ezekhez adjak a vizsgaland6 anyagokat. A mintakban levé ligandum specifikusan
kotédik az aptamerhez és megvaltoztatja annak konformaciojat. A konformaciévaltozast az
aptamerhez kotott fluorogén molekula segitségével tobb mddon is lehet — fluoriméterrel
kvantitative is - detektdlni. Az aptamerek nagy specifitdsa és érzékenysége miatt ezzel a
modszerrel — megfeleld aptamer — ligand par megtalaldsa esetén - az ELISA-nél érzékenyebb,
olcsébb kvantitativ mérés valik lehetségessé.

Detektalasi lehet6ségek ELONA-val:

A ligand kot6dése megvaltoztatja a konformaciot és a fluoreszcenciat

A ligand/nukleotid kot6dése megsziinteti a FRET hatast, a fluoreszcencia né

Aligand kot6dése nyomdn szétvalik a kett6s lanc, a FRET megsz(inik, fluoreszcencia n6
A ligand altal okozott konformacid-valtozas miatt az F2 nem tud energiat atadni Fl-re,
fluoreszcencia csokken
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A spiegelmer technika

Az RNS-aptamerek stabilitdsa nem megfelel6 a mindeniitt jelenlevé RN-az enzimek miatt.
Ezért dolgoztak ki a tlikorképi viszonyokon alapuld spiegelmer technikdt, ami az enzimek
sztereospecifitasan alapul. Az RN-dzok nem ismerik fel az L-ribdzt tartalmazd nukleotidokat.
El6sz6r egy target-enantiomert hoznak létre D-aminosavakbdl és erre optimalizdljdk a D-
ribdzt tartalmazé oligonukleotidot. Ezt Selex-mddszerrel feldusitjak, tisztitjak, majd
szekvenaljak. A szekvencianak megfelel6 L-ribdzt tartalmazd aptamert szintetikusan allitjak
elé — ,spiegelmer” — ez viszont az L-aminosavakbdl allé ,igazi” célfehérjét ismeri fel. Az igy
eléallitott spiegelmerhez terdpias kismolekuldk kothet6k, amelyeket a vérplazma RN-aza nem
képes lebontani.



33.Az aramlasi citometria elve és felhasznalasa.

Sejtbioldgiai modszer, de bizonyos molekuldris bioldgiai vizsgdlatokra is alkalmas.
Gyors, objektiv vizsgalat, automatizalhato.

Alkalmas a sejtméret meghatarozasara; a sejtek eloszlasanak meghatarozasara; funkciondlis
allapotdnak kovetésére; a sejtekben levé makromolekuldk detektaldsara és mérésére; sejtek
egymastol torténd elvalasztasara

Detektalds: fényszoras, illetve fluoreszcencia mérése alapjan

A laminaris dramlast biztositd, tolcsér alaki kamraban kétféle folyadék dramlik
parhuzamosan: az egyik a tolcsér belsé fala mellett, amely egy folyamatosan aramlo,
ugyancsak csé6 alaku folyadékkopenyt hoz létre a kamran beliil. Ez lesz a viv6folyadék, amely
a tolcsér szlikiileténél sorba kényszeriti a sejteket. igy a tdlcsér also, csészerl részén ennek a
viv6folyadék-palastnak a kozepén fog aramlani a masik, sejteket szallitdé folyadék-
oszlopocska, amelynek éppen akkora az dtmér6je, hogy egyszerre csak egy sejt férjen el
benne. A viv6folyadék laminaris aramldsa fenntartja az egyes sejtek kozotti tavolsagot, ilyen
modon akadalyozva meg azok 6sszetapadasat.

A ,kicsopogd” sejtek a fluoreszcencia alapjan elektromosan feltdlthet6k és a toltés alapjan
szeparalhatdk, illetve a fluoreszcens jelek alapjan analizalhaték. A fluoro-krém valamilyen
sejtfelszini antigénhez, vagy intracelluldris makromolekuldhoz koté6dé specifikus
monoklonalis antitest, vagy nukleinsav-festék.

Minta
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34.A DNS bazisszekvenciajanak meghatarozasi modszereinek elvi alapjai (kémiai
hasitds — Maxam-Gilbert; megszakitott enzimatikus szintézis — Sanger; uj
generacios szekvenalasok — piroszekvenalas, ion-félvezetds szekvenalas)

A Maxam-Gilbert médszer

A kettds ldncu DNS-t két killonb6z6 restrikcids endonukleazzal hasitjak és a kihasitott darabot
két részre osztjak. Az egyik mintaban az egyik szalat, a masikban a mdsik szdlat a 3’-végén
egyegy radioaktiv (32P) nukleotiddal meghosszabbitjak polinukleotid-kindz enzim
segitségével. Mindkét mintat négy tovabbi részre (aliquotra) osztjak és mindegyik aliquotban
mas-mas bazisra specifikus kémiai hasitasi mddszert alkalmaznak (G, A+G, C és C+T mellett),
majd a két lancot denaturdcidval elvalasztjak. A hasitdas eredményeképpen kilonboz6
hosszusagl darabok hasadnak ki, ezek 3’-vége ismert és jelzett, az 5'-végeken pedig a
specifikus hasitasnak megfelel6 bazis 3all. Elektroforetikus szétvdlasztdskor a legkisebb
nukleotidok vandorolnak a leggyorsabban, igy a bdzissorrend a foltok sorrendjébdl
leolvashaté. Max. 150 tagu nukleotidokat lehet igy szekvenalni.

Sanger modszer

DNS-polimeraz I-gyel egyszali DNS szintézise primer jelenlétében; az 5’-véget radioaktivan
jelolik, a terméket négy részre osztjak. Mindegyikhez hozzaadjak a négy dNTP-t és az egyiknek
a 2’-3’-didezoxi vdltozatat is, ennél a lanc megszakad. A didezoxi- nukleotid statisztikus
valdszinlséggel épill be az Uj lancba, amelybdl kilonb6z6 hosszUsagu fragmentumok
keletkeznek. Ezeket elektroforézissel szét lehet valasztani és a hosszuk szerint megallapithato,
milyen pozicidkban van jelen az adott bazis. Az utébbi idében a 32P-jelzés helyett 4 kiilonb6z6
fluoreszcens festék jelzi a didezoxi-nukleotidokat, igy nem kell négy kiilon vizsgalatot végezni,
raaddasul a radioaktivitas hasznalata is elkerilhetd.

lon félvezetds szekvenalas(lonTorrent)

Elvi alapja: az Uj nukleotidnak a névekvé lanchoz kapcsoldédasakor pirofoszfat- és hidrogén-
ionok (protonok) keletkeznek. Az el6bbi az Un. piroszekvenalast teszi lehet6vé, utdbbi pedig
az ion-félvezet6s mddszert. A keletkezett protonok csdkkentik a pH-t, ami szelektiv szenzorral
detektalhato.

A templathoz jelzetlen dNTP-ket adva csak akkor szabadul fel proton, ha az Uj nukleotid
komplementer a templat soron kovetkezé nukleotidjaval. Ha nincs reakciéd — nincs proton
felszabadulds. Ha van reakcid, a pH-csokkenés detektdlhatd. Egymast kovet6 azonos
nukleotidok esetén a pH-csokkenés tébbszoros, nagyobb jelet ad.

Piroszekvenalas

Az egyes dezoxinukleozid-trifoszfatok hozzdadasa sordn a DNS-polimerdz a templatnak
megfelel6 dezoxinukleotidot épiti be a lancba. A beépitéssel egyid6ben pirofoszfationok
szabadulnak fel, amelyeket adenozin-5-foszfoszulfattal (APS) reagdltatnak ATPszulfurilaz
enzim jelenlétében. Ekkor ATP és szulfat-ionok szabadulnak fel, a keletkez6 ATP pedig D-



luciferinnel reagal, és luciferaz enzimmel végtermékként oxiluciferint, AMP-t és széndioxidot
képez, mikozben fotonokat emittal. Ezeket fotomultiplikatorral detektalni lehet és a
fényfelvillanasok jelzik, ha az adott nukleozid-trifoszfat beépilt az Uj lancba, amibdl a
komplementaritas alapjan a szekvenalt templat szekvencidja meghatarozhaté.



35.Restrikciés endonukleazok jellemz6i. DNS fragmentek elektroforézise.
Restrikcios térképek készitése.

Restrikcids enzim: olyan endonukledz (belilrél hasitja a nukleinsav-lancot), amely specifikus
(legtdbbszor palindrom, mindkét szédlon 3’ 5’ iranyban olvasva ugyanaz) szekvencidknal (4-10
tag) hasitja a DNS-t.

Az endonukleaz aktivitas utan kétféle hasitasi mintazat alakulhat ki, ragadds és tompa végek.
Ragadds végek esetén egy komplementer véggel ,6sszeragad” és a DNS-ligdz befoltozza a
hidnyt. Ezt nevezziik rekombinans DNS-molekulanak.
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Restrikcids térkép - ismert specifitasu restrikcids enzimekkel feldarabolhaté a DNS, kiilonb6z6
atfedd szekvencidk lehet6vé teszik rovidebb szakaszok alapjan a DNS szekvenaldsat. A 150-
200 nukleotidos szekvencidk sorrendje megallapithatd és az atfedések segitségével a teljes
nukleotid-sorrend 6sszeallithato.

A restrikcids emésztéssel elGallitott DNS fragmentumokat gélelektroforézissel lehet
szeparalni és a méretiiket is meghatdrozni. A kétszalu linedris DNS fragmentumok vandorlasi
sebessége forditottan ardnyos a bazisparok (pontosabban a nukleotidok) szamanak
logaritmusaval.



36.Hibridizaciés modszerek — Southern blot, Northern blot, in situ hibridizaci6

Hibridizacid: kettG6s DNS-szal |étrehozasa a bazis-komplementaritas alapjan, mesterségesen
elallitott DNS-probak segitségével.

Southern-blot: az egyszalu DNS-szakaszokat elektroforézissel méretiik alapjan szétvalasztjuk.
Ezutan a gélrél egy ahhoz hozzatapadd nitro- celluléz membranra elektromos térben
atmossuk a szepardlédott DNS- mintdkat (ez a blottolds, vagy transzferdlds). A keresett
szakasznak megfelel6 radioaktivan vagy fluoreszcensen jelzett DNS-prébdkat hozzaadjuk,
ahol megfelel6en hosszi komplementer szakasz taldlhatd, ott létrejon a hibridizacié. A
kotédott radioaktiv nukleotid rontgenfilmen nyomot hagy, igy a kérdéses DNS-szakasz helye,
mérete autoradiografidval azonosithato.

Northern-blot: a fenti mddszer alkalmazdsdval egyszali RNS-szakaszok is azonosithatok, a
proba itt is jelzett DNS-szal. Problémat okoz az RNS bomlékonysaga (RN-az szennyezés
mindentt van) - sterilitas szlikséges.

Az in situ hibridizacioé - immunhisztokémiai vizsgalat

Szamos esetben izolalas nélkil, a sejtben kell azonositani egy fehérje vagy nukleinsav
jelenlétét. llyenkor jelzett komplementer DNS-t vagy antitestet haszndlnak (pl. kémiailag
jelzett DNS, FITC-antitest) Az el6zetesen fixalt sejt-preparatumhoz hozzaadott proba kotédik
és a helye és a kot6dés mértéke mikroszkdppal (fest6dés vagy fluoreszcencia alapjan)
meghatarozhato.



37. A rekombinans DNS vektorok (plazmid, fag, cosmid, YAC) jellemz6i, a vektor
tervezés szempontjai.

Vektorok — DNS-darabok atvitelére alkalmas virdlis vagy bakterialis eredet(i DNS-szakaszok.
Prokariota gazdasejtbe: plazmidok és bakteriofagok

Eukariota gazdasejtbe: virusok

Plazmid, mint vektor

A plazmidok, mint extrakromoszomalis cirkuldris DNS-ek, a baktériumok védekezéséhez
sziikséges informacidkat, pl. antibiotikum-rezisztencia géneket hordoznak. Ha egy plazmidot
ugyanolyan restrikciés endonukleazzal hasitunk, mint az atvinni kivant DNS szakaszt, akkor
ragados végek keletkezése esetén az atvinni kivant DNS-darab beilleszkedik a plazmidba,
DNSligdzzal integralhatd és a plazmidban levé antibiotikum-rezisztencia gén segitségével
antibiotikumot tartalmazoé taptalajon kiszelektdlhatok a tuléls baktériumok (klénok), amelyek
a plazmidban az atvitt DNS-t is tartalmazzak.

A fag, mint vektor

Maga a A-fag egy kettds szalu DNS-bé| és az azt becsomagolé fehérjékbdl all. A fag DNS-ének
restrikcids enzimekkel torténdé hasitasat kovetéen a A-karok kozé az altalunk beépiteni kivant
DNS ugyanazon restrikcids enzimekkel valé hasitast kovetéen beépithet6, az inzertet
tartalmazé fag-DNS pedig in vitro a fagfehérjékkel ,becsomagolhatd”. A faggal ezutdn
megfert6zik az E. coli tenyészetet és ahol tarfoltok keletkeznek, ott a fag elbontotta a
baktériumokat. Ilyen médon fagokbdl kiilonb6z6 DNS-szakaszok inzertalasaval a teljes genom
konyvtdra létrehozhato.

Cosmidok, mint vektorok

A cosmidok (mesterséges plazmid) a A-fag cos szekvencidjanak egy plazmidba épitésével
jonnek létre, ezekbe 40 kb hosszlisagu szekvencia illeszthet6 be és a cos szekvencia jelenléte
miatt A-fagba csomagolhaté. Baktériumba juttatva azonban plazmidként szaporodik tovabb.

YAC és BAC, mint vektor

Nagysagrendileg hosszabb, 200-2000 kb hosszisdgu DNS-szakaszok inzertalhatdok a
mesterséges bakteridlis illetve éleszt§ kromoszémdkba (Bacterial Arteficial Chromosome,
BAC és Yeast Arteficial Chromosome, YAC).



38.Génkonyvtarak. Genom konyvtar készitése, hasznélata, gének azonositasa,
kromoszoma séta, genom térképezési stratégiak. A cDNS fogalma, készitése, vektor
konstrualasa, a cDNS konyvtar jellemz6i. EST konyvtarak.

A génkonyvtar olyan génkollekcid, amelyben kiilonb6z6 gének vektorokhoz kapcsolva
fordulnak el6. Ez jelentheti egy faj teljes genomjat, de jelentheti azoknak a kdédold
szakaszoknak megfelel§ DNS-vektorokat is, amelyeket a kédolé fehérjéknek megfelel6 mRNS-
szakaszokrdl madsolnak at. Ez utdbbi konyvtdar, amely nem tartalmaz intronokat, a
komplementer ¢cDNS konyvtar (mRNS-sel komplementer), a masoldst reverz transzkriptaz
végzi, melynek primere oligoT. A teljes genomot tartalmazoé génkonyvtarat leggyakrabban
vérsejtekbdl készitik, mivel a DNS-allomany minden sejtben azonos. A cDNS k&nyvtarak
azonban szovetenként eltérdk lehetnek, mert a kiiléonb6z6 szovetekben nem fejezédik ki a
teljes genom.

2?7



39. Helyspecifikus nukleazok (cinkujj- és meganukleazok)

Restrikcids enzimek hatranya — ott bontanak, ahol 6k akarnak Célzott DNS-bevitelre ez
altaldban nem alkalmas.

Cinkujj-nukleazok

ElGallitasuk sordn egy DNS-kot6 cinkujj-domént kapcsolnak egy DNS-hasitd doménhez. A
cinkujj-domént ugy hozzak létre, hogy abban a cél-DNS szekvencia specifikus részeihez kot6d6
fehérjeszekvencia legyen, igy a cinkujj-nukleaz igen szlk szubsztratspecifitassal rendelkezik, a
DNS-nek egy egyedi szakaszahoz kotddik. Ez tehat egy elGzetesen tervezett domén. Ennek
révén a majdani ragadds végek helye igen pontosan meghatarozhaté. A nukledz nem-
specifikus DNS-hasité doménje a Fok | 2-es tipusu restrikciés endonukledzbdl szarmazik. Ezt a
domént dimer formaba kell hozni ahhoz, hogy aktiv legyen, igy egy par ZFN sziikséges ahhoz,
hogy megtaldlja a nem-palindrom hasitdsi helyet. A hasité domént altaldban a cinkujj-domén
C-termindlisara helyezik.

A cinkujj-nukleazok altal elérheté iranyitott DNS-beépités

1. lépés: a cink-ujj nukleaz dimer a DNS molekulan lila szinnel jelélt hibahely
kozelében elhasitja a DNS lancot.

2. lépés: a sejt javité mechanizmusa az eredeti DNS-sel homolog végeket
tartalmazo templat jelenlétében a (vilagoskékkel jelolt) helyes szekvenciat
épiti be az eredeti DNS-be.

Cinkujj-nukleazok gyakorlati alkalmazasi lehetdségei

Allél-gyengités — heterozigdta dominans hatdsok elnyomasa — betegségek
Triplet ismétl6dések javitasa — betegségek

Allél-szerkesztés — szekvencidk atirasa homoldg rekombinacidval
Génterapias felhaszndlasok — sajat Gssejtek atszerkesztése

.

A gyakorlati felhasznalas problémai

Hibas hasitas — a cinkujjak szdmdanak novelésével csokkenthetd
Immunogenitds — a rovid expresszids id6 miatt nem nagy probléma



Meganukleazok

Az ugyancsak a restrikciéos endonukledzok kozé tartozé meganukledazok mar a cinkujj-
nukleazok el6tt ismertek voltak, természetes valtozataik azonban csak korlatozottan voltak
haszndlhatok. A hosszui felismer6 szakasz miatt ezt tartjdk a legpontosabb hasitasi
modszernek. A moddositott a4n. hibrid meganukledzok hasznalatara kiilonbozé
szabadalmaztatott génmaddositd mddszerek épiilnek.



40.A CRISPR/Cas technoldgia alapelve és alkalmazasi lehetGségei. ,,Gene
drive”.

A CRISPR (kiejtése ,kriszper”) a Clustered regularly-interspaced short palindromic repeats
roviditése. Ezek a prokariota DNS révid ismétl6d6 szakaszai, amelyeket egy révid kitdlté un.
,Spacer DNS” kovet, amely egy kordbbi virus vagy plazmid maradéka. A rendszer bioldgiai
funkcidja a prokariota védelme idegen genetikai elemek (pl. plazmidok, fagok) ellen. A CRISPR
kitolt6 elemei felismerik és kivagjak az idegen elemeket. A CRISPR-hez asszocidlodott géneket
Cas (CRISPR-associated) géneknek hivjak. Ezek a gének nukleaz és helikaz fehérjéket kédolnak.
A Cas fehérjék a CRISPR-ek kozotti helykitoltdk alapjan felismerik a baktériumsejtbe behatold
idegen nukleinsavakat és darabokra vagjak oket.

Génszerkesztés a CRISPR/Cas rendszerrel

A CRISPR/Cas9 génszerkesztés egy Il. tipust CRISPR-rendszert hasznal, melynek része a Cas9,
a CRISPR-RNS (crRNS), a transzaktivald crRNS (tracrRNS) és egy opciondlis DNS-repair templat,
amely vagy nem-homoldg végkapcsoldst (NHEJ: Nem igényel templdatot, 6sszef(izi a tulnyuld
kompatibilis végeket), vagy homoldg irdnyitdsu repairt (HDR) hasznal

Komponens Funkcio

crRNS a Cas9 altal hasznalt RNS-t tartalmazza, amely a cél-DNS megfelelo
helyére ranyit egy olyan régidval, amely a tractRNS-hez kitodik (hajth
formaban), a Cas9-cel aktiv komplexet képez

tractRNS a crRNS-hez kétodik és aktiv komplexet képez a Cas9-cel
sgRNS single guide RNS, egy tractRNS-bdl és legalabb egy erRNS-bél all
Cas 9 egy DNS modositasra képes fehérje, amely erRNS-t hasznal iranyiténak;

Kiilénbozd valtozatai vannak, amelyek egy vagy mindkét lancon képesek
hasitani, ami a Cas9 DNS-felismerd funkeidjahoz kétodik és fiiggetlen a
két DNS-hasité doméntél

Repair templat | Egy olyan DNS-szakasz, ami a sejt repair folyamatait irdnyitja és
lehetévé teszi egy specifikus DNS-szekvencia beépitését

A CRISPR/Cas9 célsejtbe juttatasahoz (transzfekcid) gyakran plazmidot haszndlnak. A crRNS-t
minden alkalmazashoz kilon meg kell tervezni, mert ezt a szekvenciat hasznalja a Cas9 a
felismeréshez és a sejt DNS-éhez kétédéshez. A crRNS csak a kivant helyre kot6dhet. A repair
templatot ugyancsak meg kell tervezni, mert ennek a hasitas mindkét oldaldval atfedést kell
biztositania, és kddolnia kell a beépitend6 szekvenciat. Egy sgRNS-be tobb crRNS-t és egy
tracrRNS-t lehet becsomagolni.

Ha a konstrukciét beépitették egy plazmidba és transzfektaltdk a sejtekbe, akkor a Cas9
fehérje a crRNS segitségével megtaldlja a megcélzott szekvencidt és — a Cas9 varianstadl
figgben — egy egyszall, vagy kétszalu hasitast idéz el6. A megfelel6 egyszalu hasitasok
homoldgia-iranyitott repairt inditanak el, amely kevésbé téveszt, mint a nem homolég
végkapcsolas, amely a kett6s lanchasitast szokta kovetni. Egy DNS-repair templattal lehetévé
valik egy specifikus DNS szekvencia beépitése a genomba egy pontosan megtervezett helyen.



Gene-drive

Egy faj egyedeibe olyan gént visznek at, ami a néstényeket szaporoddsra képtelenné teszi.
Tobb generacid utan a terméketlen egyedek szdma né, és véglil a populacidban
elhanyagolhatéva valik a termékeny dllatok szama - a populacio kihal.

Zart populdacidban maldridt terjeszté szunyogokkal a kisérlet mikodott. A beépitett
endonukleaz gén a heterozigéta utédban elvagja a masik kromoszédma azonos helyén a DNS t
és

1. vagy HDR-rel dtmasolja sajat magat
2. NHEJ-vel kiesik a DNS-szakasz, mutdns vagdhely keletkezik

3. Nem torténik vagds, heterozigdéta marad ivarsejteken esetén terméketlen homozigétdk
keletkeznek

Problémak:
A.) mlkodik-e nyitott (vad) populaciéban?

B.) etikai kérdés: Van-e jogunk egy faj dnkényes kiirtasara; milyen 6koldgiai kovetkezményei
lesznek?



41. Prokari6ta expresszids vektorok, fuzios fehérjék, biologiailag aktiv anyagok
(inzulin, hormonok, véralvadasi faktorok) el6allitasa géntechnolégiaval

Rekombindacié soran Uj DNS-molekula képzédése torténik kilonboz6 eredetl DNS-
darabokbdl. A két alkotorészt vektornak és inzertnek nevezziik. A rekombindans DNS-ek
gyakori alkalmazasi terlilete az expresszios rendszerek.

Expresszids vektor: Olyan vektorok, amelyeket a célorganizmusba juttatva ott a szdmunkra
elényos fehérje termelheté.

A human gén elGkészitése a prokariota expresszidhoz
- csak exonok lehetnek benne (cDNS)
- bakteridlis promoter sziikséges

- bakteridlis riboszoma kot6hely sziikséges

Az idegen fehérje expresszidjanak ki/be kapcsolasa

A lac-operon jol alkalmazhaté — IPTG allandé jelleggel indukal ( IPTG = laktéz-analdg, de a B—
galaktozidaz nem tudja lebontani)

Tiszta emberi inzulin rekombinans géntechnoldgiaval allithaté elé. Ehhez meg kellett ismerni
az inzulin szerkezetét, beleértve aminosav-sorrendjét (Sanger 1958), majd a hatvanas
években megfejtett genetikai kéd alapjan  vissza  kellett  kovetkeztetni a
nukleinsavszekvenciara. Az inzulin két lancbdl all, ezért mindkét lancot kilon kell
megszintetizalni, ezek utdlag spontan 6sszekapcsolddnak a diszulfidhidak segitségével. A
viszonylag révid bazisszekvencidt mesterségesen meg lehet szintetizdlni és az ismert
inzertalasi mdédszerekkel ugy illesztik bele a vektorba, hogy a lac-operon B-galaktozidaz génje
utan épuljon be. Ez azért célszerl, mert a lac-operon jél ismert szabalyozasi modellje révén a
mesterséges inzulin-gén szabalyozhatéan fog expresszalédni. A vektor egy ampicillin-
rezisztencia gént is tartalmaz, ami lehet6vé teszi az expresszald klénok kiszelektalasat. Az E.
Coli lac-operonja a bakteridlis kromoszdma altal termelt represszor-fehérjéje miatt nem kezdi
expresszalni a B-galaktoziddzt. Ha azonban izopropil-tiogalaktozidot (IPTG), az operon
induktorat adjuk a kozegbe, ez megkoti a represszort és beinditja az expressziot (részletesen:
Adém V. Orvosi Biokémia) és a B- galaktozidazzal egyiitt az inzulin is szintetizalédni fog. Az igy
keletkezd un. fuzids fehérje (bakterialis fehérje + inzulin) a baktériumok lizise utan izolalhato,
tisztithato.



43.A polimeraz lancreakcio elve, restrikcios fragmentum hossztsag-
polimorfizmus (RFLP), allél-specifikus amplifikacié (ASA).

A polimeraz lancreakcio elve

Célja kevés DNS-bél analizdlhaté mennyiség eléallitasa. Elvileg akar egyetlen DNSmolekulabdl
is sok kopia allithatd el6. DNS-forrasként altaldban vérminta, nyalkahartya-minta, vagy
hajhagyma szolgdl. Az amplifikaciot kovetéen a keletkezett reakcidtermékeket
elektroforetikusan szétvalasztjuk, optikai modszerrel detektdljuk, majd a kapott eredményt
kiértékeljik, kovetkeztetiink a genotipusra.

A polimerdz lancreakcié soran két primerrel (egyszalu oligonukleotidok, oligdk) kijeloljik a
sokszorozandd szakasz két végét.

Az Un. termociklus els6 Iépésében a h6mérsékletet 95-96 °C-ra emelik, ekkor a kett8s lancu
templat lancai szétvdlnak. A kovetkez6 lépésben 40-70 °C-ra csokkentik a h6mérsékletet,
ekkor a primerek a DNS-szalakhoz kétédnek (,annealas”). Végil a harmadik Iépésben
altalaban 72 °C-on toérténik a polimerizacié (extenzié), melynek sordn a Taqg polimeraz
létrehozza az Uj DNS-szalakat. Egy teljes ciklus kevesebb, mint 10 percet vesz igénybe, igy a
folyamat rendkivil gyors.

Restrikcids fragmentum hosszasag-polimorfizmus (RFLP)

Sarlésejtes vérszegénységet egy Glu—Val csere okozza a hemoglobin B-lancdban. Ennek
okaegy timin-adenin (T-A) csere a génben. Kimutatdsa ugy torténik, hogy a vizsgalandd
egyénekbdl vett vérmintabdl izoldlt DNS-t PCR-rel amplifikaljak, majd a DNS-szakaszokat egy
olyan restrikciés enzimmel kezelik, amely csak a normalis alléInél képes bontani, a mutansnal
nem. Ezért az egészséges egyénekbdl szarmazé mintdkban két révid DNS-fragmentumot
taldlunk, a betegekben egy hosszut, a heterozigétakban (pl. a beteg egyén sziileiben) pedig
harom eltéré méretli DNS mutathato ki: a két rovid és a hosszu. A kimutatashoz etidium-
bromidos kezeléssel kombinalt agardz gél-elektroforézis haszndlhaté.

Allél-specifikus amplifikacié (ASA).

Ez a médszer azon alapul, hogy ha a PCR-amplifikaciéhoz olyan primert valasztunk, amely 3’
végén a mutacid helyét tartalmazza, akkor normal primerrel csak a ,vad” tipusd, mutdns
primerrel pedig csak a mutdns DNS-szalrél késziil kdpia.



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

Orvosi-diagnosztikai alkalmazas a mar emlitett RFLP, mely soran mutaciék hatdrozhatok
meg. Monogénes betegségek pedig ASA mddszerrel mutathatdk ki. (Fenolketondria, cisztas
fibroézis )
Markerek szerepe a betegségek diagnozisaban
Markerek: polimorf szekvencidk

SNP (egy nukleotidos polimorfizmus)

VNTR (valtozd szamu ismétlések)

Nem maga a betegséget okozo polimorfizmus, hanem egy olyan, amelyik bizonyitottan
asszocialt a betegséggel.

Mivel a polimeraz lancreakcié személyazonositdsra is alkalmas, f6leg az igazsagilgyi
gyakorlatban hasznaljak fel. Ezek az azonositasok is a rovid ismétl6d6 szekvencidk vizsgalatan
alapulnak, mert bar ezek mintdzata mindenkinél egyedi, de masokkal dsszevetve rokonsagi
fok megadllapitasara is alkalmasak. Maximum 300 bdazispdr hosszusaguak (short interspersed
nuclear elements, SINE), nagyon ritkdn kapcsolédnak betegségekhez, altaldban nem kdédold
régidkban helyezkednek el. F6 alkalmazasi teriiletiik a kriminalisztika, ,,DNS-ujjlenyomat”-nak
is hivjdk és a blnelkovet6k azonositdsara hasznaljak, hiszen gyakorta egy hajszal vagy
vérnyom is elegendd a mintavételhez.

A rokonsagi fok vizsgalata azon alapul, hogy milyen mértékd atfedések taldlhatok két személy
DNS-ujjlenyomatdban. Az igazsdgligyi orvostan féleg apasagi keresetekben hasznalja
bizonyitékként, mert sokkal egyszerlibb és megbizhatébb, mint a vércsoport-vizsgalatok.

Az utébbi id6ben egyre nagyobb jelent&ségre tesz szert a PCR élelmiszerbiztonsagi
alkalmazasa is. Ezzel a médszerrel lehetett bizonyitani 2013-ban a hirhedtté valt I6hdssal
késziilt lasagnehamisitast, vagy ugyanebben az id8szakban az Egyesiilt Allamokban szamos
étteremben és szupermarketben hamisitott halak arusitdsat. Bar ezekben az esetekben
,csak” a fogyasztok durva becsapdasardl volt sz6 (dragabban arusitottak olcsdbb termékeket),
az ilyen hamisitasok akdr sulyos mérgezésekhez is vezethetnek. A higiéniai elGirasok
mell6zése altal okozott fert6zések is kimutathatok a PCR-mddszerrel: a patogén baktériumok
idegen DNS-ének megjelenése bizonyitja az élelmiszerek bakteridlis szennyezését.



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

A real time PCR esetén nincs szlikség kiulon elektroforetikus elvalasztasra, mert a termékek
fluoreszkalova tehetSk. Ennek két f6 mddja van: vagy a DNS-be interkaldlédo festékeket (pl.
SYBR Green) vagy fluoreszcensen jel6lt hibridizacids prébat (pl. Tagman préba) alkalmaznak.
FG el6nyei: a gyorsasag (1-1,5 dra), a sok analizalhaté minta, az érzékenység (3 pg DNS mar
detektalhatd), a széles tartomany (10-1000 kdpia), a magas reprodukalhatdsag, a mennyiségi
analizis lehet6sége, a szoftver-vezérlés és a kis szennyez6dési kockazat. Hatranya, hogy igen
dragainfrastrukturat és magas technikai képzettséget igényel, tovdbba a jelenlegi szinten csak
két szekvencia egyidejl vizsgalata lehetséges. A kot6d6 festék jelet bocsat ki, ez aranyos a
képz6d6 termék mennyiségével, a DNS-szintézis a PCR soran igy ,,valds id6ben” (,real-time”)
kovethet6, ami kvantitativ meghatarozasra pl. génexpresszié mérésre is alkalmas. Az alapelv,
hogy a PCR-termék képz&désével aranyos intenzitdsu fluoreszcencia keletkezik, amit a gép
folyamatosan, ciklusonként detektal. Az abszolut kvantifikalds esetén ismert DNS-b4| higitasi
sort készitenek, a kalibracids gorbe kiszobértékeibdl leolvashatd a minta DNS-koncentracidja.
A relativ kvantifikalas gyakoribb, ilyenkor kezeletlen és kezelt szévetek mRNS-tartalmat
mérik a roluk készilt cDNS mennyisége alapjan. Egy konstitutiv gén és a vizsgdlt gén
expresszidjanak viszonya alapjan meghatdrozhatd, valtozott-e az adott gén expresszidja. A f6
alkalmazasi teriletek: génexpresszié vizsgalata, genomban tobbszor el6forduléd gének
szamldlasa, SNP-k genotipizaldsa, Uj polimorfizmusok kimutatdsa (Light Cycler).

A TagMan® probaval torténo detektalas a Tag DNS-polimeraz 5°-3’
exonukleaz aktivitasan és a fluoreszcencia rezonancia energia
transzfer (FRET) jelensegén alapszik. A FRET azért alakul ki, mert
a riporter festéek (R) emisszios spektruma atfed a quencher (Q)
abszorpcios spektrumaval, és terben kozel helyezkednek el
egymashoz. A detektalas soran a fényforrassal gerjesztett
fluoreszcens riporter festék gerjesztodik, igy energiat ad at az
akceptor quencher molekula felé. Intakt proba esetén az igy
keletkezo tobblet energiat a kozeli quencher elnyeli, igy a
késziilek nem detektal fluoreszcens jelet. A polimeraz lancreakcio
soran viszont az 5 exonukleaz aktivitasu Taq DNS-polimeraz
lehasitja maga elél a minta-DNS-hez bekotodott, fluoreszcens
festekkel jelolt probat. A proba elhasitasaval a riporter és a
quencher térbeli kozelség megszinik, igy a Kkioltds mar nem
érvényesiil, ezért a riporter altal kibocsatott jel (A,) intenzitasa
megno, amit a berendezés detektal.




Rekombinéz polimeraz amplifikacio (RPA)

Az RPA a polimeraz lancreakcid egyszerd(, izoterm alternativaja. Egy reverz transzkriptaz enzim
hozzdaadasa révén akar RNS akar DNS szakaszok is felismerhetdk, igy nincs szlikség cDNS
el6zetes elkészitésére az amplifikacio el6tt. 1zoterm jellege miatt, a PCR-tdl eltéréen joéval
egyszerlibb mdlszeres hatteret igényel, nincs szikség a h6émérséklet programozott
valtoztatdsara. Az optimalis hémérsékleti tartomany 37-420C kozott van, de kisebb
sebességgel szobahémeérsékleten is mikodik. A folyamathoz harom alapveté enzimre van
sziikség. A rekombindz képes arra, hogy primereket kapcsoljon egy kettés szalG DNS
molekuldhoz. Az egyszalu DNS-kot6 fehérje (single-stranded DNA-binding protein, SSB)
szerepe, hogy elvalasztva tartja a két DNS-szalat, ezzel megakadalyozza a primerek levalasat.
A harmadik enzim, a lancszétvalasztd polimeraz kezdi meg az Uj DNS-szalak szintézisét a
primerek kapcsolddasi helyénél. Két megfelel6 primer haszndlataval a PCR-hoz hasonldan
exponencidlis DNS-amplifikacié indul meg.



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

Az eljdrds a mar jol bevalt hibridizaciés technikan alapszik. Az Ujdonsdgot az jelenti, hogy
egyszerre tobb, egymastdl kilonb6z6 (akdr szazezer!) prébaként hasznalt oligonukleotidot
hibridizaltathatunk a mintaval. A vizsgalat id6tartama minddssze néhany perc. Mivel a préba-
oligonukleotidokat mi tervezzilk meg, lehetdségiink van elméletileg minden ismert és
ismeretlen mutdciét kimutatni a segitségével, ezért egyesek mar a diagnosztika forradalmardl
beszélnek. A DNS-chipek viszonylag kicsi (0,8—1,5 cm széles négyzet) szilard hordozora
(sziliciumlapka, specialis mlanyag) felvitt préba oligonukleotidokbdl dlinak. A hordozét kisebb
négyzetekre bontjak, gyakorlatilag ezeknek a kisebb négyzeteknek a szdma hatdrozza meg,
hogy hany féle probat vihetiink fel egy-egy chipre.

Technika:fotolitografia -a chip felszinén nukleotidokkal reagalé csoportok vannak, ezeket
védbesoportokkal védik. Gyartaskor meg- vilagitas hatasara lehasad a védGcsoport és a
nukleotid 3’-vége fog reagalni a lapkdval. Az 5’-vég is védve van, ez is csak megvilagitas
hatdsara fog tovabb reagalni. A négy nukleotidot kiilon-kilon viszik fel, 1-1 ,emelet” tehat 4
lépésben készil el. Ehhez maszkok is kellenek, amelyeket akkor tavolitanak el, ha a kérdéses
nukleotidot adjdk hozz4 a rendszerhez. gy 4 maszkkal elkésziil az els6 emelet, majd Gjabb
maszkokkal emeletenként épitik fel a chipet. Minimum 8 tagu, de a gyakorlatban 18-30 tagu
oligonukleotidokat épitenek ra a chipre. A chiptérképet szamitégéppel tervezik meg, elvileg
barmilyen mutdciot lehet keresni egy génszakaszban.

Vizsgalat:el6szor PCR-ral amplifikaljdk a DNS-vagy RNS-mintat, a DNS-t kdzben fluoreszkald
vegyllettel megjelolik. Denaturacid utan hagyjdk reagalni, ha csak 1-2 helyen is hibas a
bazisparosodds, nincs hibridizacio. A felesleges DNS lemoshatd, a fluoreszcencia vizsgélhato,
sotét és fényes helyek valtakoznak. Egyéb jel6lés: biotin, ehhez fluoreszcensen jelolt
streptavidint kell adni (mint ELISA-ndl). A minta nukleotidsorrendjét a szamitdgépes térkép
alapjan kapjuk meg. Ha a szkenner a jel intenzitasat is méri, akkor kvantitativ kiilonbségek is
nyerhet6k -pl. homozigdta (erésebb jel), heterozigdta (gyengébb jel).

Két-szin analizis-mutdns és normal DNS 6sszehasonlitdsara: a PCR-amplifikaciondla vad és
mutans mintat két kiilonb6z4 szinben fluoreszkald vegylilettel kezelik (z61d/piros). Két chipen
végzik el a vizsgalatot, az eredményt a szamitégép egymadsra vetiti. Ahol azonos a nukleotid,
ott sargakeverékszint ad, a tobbinél marad az eredeti szin. Igy az eltérések koénnyen
azonosithatok.

Eddigi felhasznalasok:

e BRCA-génekkimutatasa (eml6rdk, tumorok)

o fert6z6 mikroorganizmusok kimutatdsa (gyors eredmény)

e AIDS -HIV-virusok kozotti differencidlas (terapia-tervezés)

e p53 gén mutdcidi (daganatos betegségek, a p53 szupresszorgén)
e CF-gén, globinthalassemiagén stb.



47. A mutagenezis f6bb lehetfségei, kémiai mutagenezis, random és iranyitott
mutagenezis
A mutagenezis olyan mutdciok létrehozasat jelenti, amelyek nem maguktdl, véletlenszerlen
alakulnak ki, hanem a kutaté vagy mas szakember szdndékosan, ha lehetséges, ellendrzott
modon és helyen hozza létre 6ket.

Mutagenezist a kdédold és a nem kddold, szabalyozd régidkban is létre lehet hozni,
természetesen ennek eltéré kovetkezményei vannak. A mutdciok érinthetnek egy nukleotidot
(szubsztituciok), egy hosszabb szakaszt (kereteltolédasi mutaciok: delécio, inzercié). Mas
szempontbdl osztdlyozva lehetnek helyspecifikusak (site-directed mutagenezis),
oligonukleotid-iranyitott mutagenezis, vagy random mutaciok.

Random mutagenezis formai

1. Misinkorporacids mutagenezis
llyenkor a 4 nukleotid kozil az egyikb6l nagyon keveset tesziink a reakciéelegybe,
ezért az ,,éhez6” DNS polimerdz a mdsik harom nukleotidbdl fog beépiteni a hianyzé
helyére. Ez a mutacié csak akkor marad meg, ha a DNS polimerdaz rossz vagy hianyos
hibajavito képességl (pl. Klenow-fragment vagy Taq polimeraz).

2. Kémiai mutagenezis
Kémiai mutagének segitségével az NH2-csoportot tartalmazé harom bazis (adenin,
guanin, citozin) dezaminalhatd és ilyenkor az aminocsoport helyén hidroxilcsoport
jelenik meg, ami a keto-enol tautomer egyensuly kovetkeztében rogton ketocsoportta
izomerizalddik. A ketocsoport a hidrogénkotésben ,akceptor” jellegl, eltérGen a
,donor” aminocsoporttdl, ezért ezeken a helyeken a replikaciot kovet6en az eredetitdl
eltérd bazisparosodas jelenik meg. Hasonlé dezaminald hatdsa van a hidroxilaminnak,
biszulfit-ionnak, a hidrazin pedig a pirimidin gy(riket bontja le, a keletkezd (ires
hellyel szemben barmilyen nukleotid beépilhet a replikacié soran.
- arandom mutagenezis legjobb hatasfoku fajtaja
- altaldban max. 200 bp mutagenezisére hasznaljak

3. Kazetta-mutagenezis
Szintetikus oligonukleotidokkal tetszéleges mutacidkat hozhatunk létre a kldnozott
génben, és az altala kddolt fehérjében. A baloldali séma szerint a mutaltatni kivant
szakaszt restrikciés endonukledzzal kivagjuk és egy Uj, mutans szekvenciat tartalmazé
kis kétszalu szintetikus oligonukleotiddal helyettesitjiik. Ez a,kazetta A jobboldali
séma szerint M13 fagbdl, egyszalu formdaban izolalt génhez mutacids oligonukleotidot
hibridizalunk, és in vitro DNS szintézissel mutans masodik szalat hozunk létre. Ezzel a
,diploid” DNS-sel transzformalunk sejteket. Az utéd plazmidok egy része a mutans
szekvenciat fogja hordozni. Ezeket szekvenaldssal azonosithatjuk.
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Helyspecifikus (site-directed mutageneazis)

1. Oligonukleotid tervezése és szintézise (kémiai Gton)

Oligonukleotid hibridizacidja az egyszalu DNS plazmidhoz

A komplementer DNS lanc szintézise az oligonukleotid primer és DNS polimeraz
kozremUlkodésével, a 4 dNTP felhasznalasaval

Az Uj DNS lanc , korositése” DNS ligaz segitségével

Kompetens baktériumok transzfekcidja (DNS bevitele)

A mutans plazmidot hordozé baktérium telepek azonositdsa

7. A mutans DNS izolaldsa a baktériumokbdl

8. A mutans DNS megerdsitése DNS szekvenalds segitségével (a mutacio kimutatasa a
szekvenciaban)
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A mutdciok révén megvaltozott tulajdonsagu fehérjék hozhatdk létre, melyek valamilyen
szempontbdl el6nyosebbek lehetnek szamunkra, mint az eredeti forma. Példaul a
mosoporokban hasznalt fehérjebonto.



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

Az idegen gének (transzgének) atvitele szomatikus sejtekbe altaldaban valamilyen virussal
lehetséges, az egész él6lényt érint6 génbevitelt pedig az ivarsejtekbe specialis mddszerekkel
lehet elérni. A szomatikus sejtekben csak ideiglenes (tranziens) expresszio lehetséges, mert
a bevitt gén csak a sejtek egy részében és azok utddaiban jelenik meg, ezek pusztuldsa utdn
mar nem fog expresszadlédni. Ezt nem integralddd virus vektorral (adenovirus) érik el,
amelynek elénye, hogy nem transzformalja a sejtet. Az idegen gén stabil integralédasat a
megtermékenyitett petesejtbe torténé mikroinjektalassal érik el, ilyenkor a bevitt gén
stabilan beépiil a genomba, de random médon. Ezzel olyan transzgén egyedek hozhatdk létre,
melyeknek altaldban egy adott génje hidnyzik, vagy egy — idegen — génnel tobbet
tartalmaznak.

Riporter gén: olyan DNS szakasz, amelyet a human génnel egytt épitlink be egy virus vektor
konstrukcidba, és ezzel fert6zzilk meg az eukariota sejtet. A riporter gén a plazmid
vektorokban levé marker-géneket (pl. antibiotikum-rezisztencia gén) helyettesiti, expresszid
esetén valamilyen egyszerlen kimutathato fehérjét termel.(pl. B-galakoziddz, luciferdz)

Idegen gének — dltaldban vektorok segitségével torténd — bevitelével egy megtermékenyitett
petesejt genomjaba transzgén(ikus) allatok vagy névények allithatok el6. A transzgén tehat
egy fajidegen gén. ElGallitasuk [épései:

1. Mikroinjektalds (tobb szaz petesejt, mikromanipulator)
Beliltetés al terhes nésténybe

Az utédok ellen6rzése (PCR a farokbdl vett vérbdl)
Paroztatas

Beltenyésztés -Kldnozas?

uohWwWN

A knock-out él6lények elGallitdsa soran a megtermékenyitett petesejtbe egy adott gén hibas
valtozatat viszik be, ez rekombinacidval kicserélédhet és amennyiben a génhiba az élettel
Osszeegyeztethetd, akkor a knock-out (KO) él6lény jon létre. Ezzel tanulmanyozhatéva valik,
hogy egy gén hianya milyen hatdssal jar a szervezet egészének mikodésére.



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

A miRNS szintézise, szerepe a génexpresszio szabalyozasaban

A miRNS-ek olyan 20-24 nukleotidbdl allé egyszali RNS-ek, amelyek dontden a transzlacio
szintjén szabalyozzak a génexpresszidt argonauta fehérjék segitségével. A miRNS-eket
kéddolé DNS-szakaszok lehetnek ©6nalld6 miRNS gének, amelyek legtobbszor csoportosan
fordulnak eld a genomban. Sokszor egy promoter régido mogott tébb miRNS szekvenciaja is
megtaldlhatd. Erdekes azonban, hogy a miRNS-ek kozel felének (kb. 40%-4dnak) a DNS
szekvenciaja fehérjét kédold gének intronikus régidjaban helyezkedik el, amely az intronok
kivagasa sordn nyer 6nallo életet.

Az 6nallé miRNS gének elsédleges transzkriptumat legtobbszor az RNS-polimeraz-ll késziti
el —a fehérje kddold gének atirdsahoz hasonléan — s6t, az 5’-sapka és a poliA-farok is elkészuil.
Erre az un. primer miRNS (pri-miRNS) kozti termékre jellemzdek a hajtl-szerkezetek, melyek
megfelelnek a kettds szali RNS kritériumanak. igy a Drosha nev(, kettds szald RNS-re
specifikus endoribonukledz hozzdkapcsolddik, és levagja a kettds szali RNS-région tullogd
szekvencidkat, beleértve az 5’-sapkat és 3’-poliA-farkat is.

Ezt kovetéen a pre-miRNS-ek a citoszdlba keriilnek, ahol a Dicer nevli enzim
(endoribonukledz+helikdz) tovabb hasitja. Az érési folyamat végén a kivagott kettds szald RNS
argonauta fehérjékhez kotodik, |étrehozva a Dicer-rel és mas specifikus RNS koto fehérjékkel
az un. RISC komplexet (RNA-induced silencing complex). A komplex helikdz aktivitasa
szétvalasztja a kettds szalud miRNS-t, melybél csak az egyik szal fog a komplexhez kotve
maradni. igy a RISC komplex részévé véalt miRNS a komplementaritas elve alapjan képes
hozzakapcsolédni a cél mRNS 3’ UTR részéhez.

A miRNS-ek gatlé hatasa leggyakrabban a fehérjeszintézis csokkenésével jar, ezt a folyamatot
atirddas utani géncsendesitésnek (post-transcriptional silencing) nevezziik.

A |étrejott komplex mechanizmusai:

- deCapitdlas (5’ sapka eltavolitasa), deAdenildlas (poli-A farok levagasa)
- Transzlacio gatldsa
- Hasitas a komplementer szekvencianal

Mikro-RNS-t mesterségesen, egy adott szekvencidhoz tervezni is lehet, ebben az esetben ezt
kell az argonauta fehérjéhez kétni, amely felismeri a cél-mRNS-t, hozzakapcsolddik, lebontja,
a fehérje reciklalhaté (6-5. abra). Igy tetszés szerinti RNS-szakaszok transzkripcidja gatolhato,
és ennek megfelel6en adott gének expresszidja csokkenthetd.



50.A Huméan Genom Projekt és a hozza kapcsolédd wjabb humangenetikai
vizsgéalatok. Human mutaciok jelent6sége a diagnosztikaban és a terapidban. Az
egyéni genetikai adatok védelmének jelent&sége.

A Humdn Genom Projekt 1989-ben indult amerikai dllami programként és kb. masfél évtized
alatt sikerilt befejezni. A projekt — melynek elsé vezetdje James Watson, a DNS kettés spiral
egyik felfedezgje volt — a teljes emberi genom 3x109 bazisparjara irdnyult, és bazisparonként
1 S koltséggel szamolt. A kezdeti id6szakban viszonylag lassu volt a haladas az allami
szerepvallalas elégtelensége miatt. Ezért Craig Venter iranyitdsaval a kutatdk egy csoportja
maganbefektet6kon keresztil (Celera) versenyt tamasztott a HGP-nek. Ez egyfeldl jelentGsen
felgyorsitotta a projekt haladasat, masfel6l azonban a magdnt6ke bevondsa miatt komoly
politikai problémat is elGidézett. A két csoport eltérd stratégidval kozelitette meg a
problémat, 2001-re alakult ki a végsé eredmény. A teljes projekt befejezését hivatalosan
2003-ban jelentették be.

A HGP stratégiaja egy ,hierarchikus” megolddson alapult. El6szér kromoszémasdvokra
bontottdk a genomot, ezt térképezték tovabb, ugy, hogy kiilonbozé restrikcids enzimekkel
részben atfedd szakaszokra bontottdk, azokat térképezték, majd az atfedd szakaszok alapjan
sorrendbe raktdk. A stratégia |ényege tehat tradicionalis volt: az alacsonyabb felbontdstdl a
nagyobb felbontas felé haladt.

Els6 célként kisebb, jellegzetes markereket kerestek meg, amelyek 100-200 bazispart
tartalmaztak és kb. 100-150 ezer bazispar atlagos tavolsagban voltak egymastdl. Ennek
eredménye kb. 30 000 marker lett. Az izolalt kromoszémakat ritkdn vagd restrikcids
endonukleazokkal kb. 150 000 bazispart tartalmazé darabokra vagtdk, és BAC vektorokba
klénoztak. gy az emberi genom sorba rendezett kdnyvtarahoz jutottak. Ezutan a markerek
alapjan megkeresték ezeknek a daraboknak az atfedd részeit és sorba rendezték ezeket, igy
eljutottak egy minimalis BAC kromoszdmat tartalmazé sorba rendezett BAC-kényvtarig. A BAC
konyvtarak tovabbi daraboldsaval 1500 bp hosszisagu darabokhoz jutottak, ezeket
fagkonyvtarba épitették és hosszabb-rovidebb végeiket megszekvenadltak. Az atfedd
darabokbdl megdllapitottak az 1500 bp hosszu darabok sorrendjét, majd ezek sorrendje
alapjan a teljes kromoszémak DNS-bazissorrendjét. A projekt soran tobb ember genomjat
vizsgaltak, hogy az esetlegesen eltér6 allélok altal okozott kiilonbségeket figyelembe tudjak
venni.

A Craig Venter altal iranyitott Celera magancég kutatdi eleve jéval kisebb, 2000—-10000 bp
hosszusagu darabokra bontottdk a kromoszomdkat, ezeknek a szakaszoknak mindkét végét
szekvenaltdk és igy keresték meg az atfedéseket (,géppisztoly mddszer”). Ennek a
stratégidnak —kisebb alapossaga miatt — sokkal nagyobb a tévedési kockazata, amelyet erds
informatikai hattérrel tudtak kompenzalni.

HapMap Projekt (2002) legaldabb 1 % os gyakorisagot elér6 SNP polimorfizmusokra
koncentrdlo, tomeges vizsgalatok.

1000 genom projekt (2008) 30 millié dollaros koltséggel 6 trillio (6 x 10 18 ) DNS nukleotid
vizsgalata, Afrika, Azsia, Eurépa és Amerika mintdibdl Cél: 1 % nal nagyobb ardnyban



el6forduld polimorfizmusok (nemcsak SNP !) kataldogusanak oOsszeadllitasa betegségek
pontosabb diagnosztizalasahoz

Egészséges emberek kozt is el6fordul, hogy egy gén (kromoszémadarab) kiesik, egy gén
kl6nbo6z6 példanyszdmban van a kiilonb6z6 emberekben, vagy egy gén helye megvaltozik. A
mutaciok és polimorfizmusok kozotti kiilonbséget az aldbbi tablazat szemlélteti:

polimorfizmus mutacié
Gyakorisag >1% <1%
Hatas semleges, vagy Betegseg
rizikéfaktor

A polimorfizmusok tehat egyenként kis hatasuak, de széles kérben elé6fordulnak, az elterjedt
népbetegségek poligénes hatterét jelentik, mig a mutaciok kevéssé terjedtek el, mert
egyenként is erds hatasuak (monogénes betegségek).

A Human Genom Projekt eredményeinek hosszu tdvon egyik f6 haszonélvezdje a gydgyszeres
terdpia és ennek nyoman a gydgyszeripar lehet. A bioinformatika fejl6dése nyoman lehet6vé
valik Uj gydgyszer-tamadaspontok predikcidja. Ha ismerjik egyes molekuldk célfehérjéit,
akkor a hasonlé szekvencidk alapjan mas célpontok is szdba johetnek, amelyet tovabb
bbévithet a haromdimenzids szerkezetek szaporodé adatbazisa.

A human genom megismerése elvben lehetévé teheti az egyénre szabott orvoslast

1. agének betegségekkel vald asszociacidinak felderitése
2. azismert gyogyszertamadaspontok alapjan Ujabb tdmaddaspontok felfedezése
3. azismert tdmaddaspontokhoz Uj gyégyszerek tervezése

A probléma: a humdn genom driasi diverzitasa (bioldgiai el6ny, de terdpias hatrany); ha csak
a 2025 000 kodold génre 1 1 mutacidval szamolunk, és ezek lehetséges kombinacidit csak egy
10 milliés orszdgra vonatkoztatjuk elképesztéen magas a valtozatok szama A legtdbb
betegségnél nem egy gyogyszer, hanem gyogyszerek kombindcioi sziikségesek, ezek eleve
szamos mellékhatast is hordoznak Mar a genetikai vizsgalat is jelent6s 6sszeg + az egyedi
gyoégyszerkombindacid dra Az egyénre szabott orvoslasra lehet toérekedni, de a redlisan varhato
eredmények igen szerények, és magasak a koltségek; gazdasagosan ez a koncepcid
tomegesen nem valésithaté meg a technoldgia nem mindenhatd !

Az egyéni genetikai adatok védelmének jelentosége. ?



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

A génterdpia a paciens sejtjeinek genetikai mddositasan alapuld terapia. A klasszikus
génterapia sordn a célsejtekbe juttatjuk a gént és expressziét idéziink el. igy potoljuk a
hidnyzé aktivitast, vagy szelektiven megoljik a hibds target sejteket, vagy ez utdbbi célra
mozgositjuk az immun-rendszert. A nem-klasszikus génterapia alkalmazasakor a cél az adott
gén expresszidjanak gatldsa, a mutacié ,kijavitdsa”. Human vonatkozasban torvényes
korilmények kdzott ma csak szomatikus génterapia végezhet6.

A génterdpias eljarasoknal leggyakrabban virdlis vektorokkal viszik be a géneket az emberi
sejtekbe. A virdlis vektorok alkalmazdsanak fontos feltétele, hogy a fert6z6képesség
megbrzése mellett a patogenitast csokkenteni kell, vagy fert6z6, immunogén, de nem
patogén virust kell hasznalni, tovabba biztositani kell a ki- és bekapcsolds lehet6ségét. A
virusok altaldban random moddon integraljak a bevitt gén(eke)t. Ezeknek a feltételeknek
legjobban az adenovirusok felelnek meg. El6nyilk, hogy tranziens vektorok, gyenge
természetes patogének, nem okoznak sulyos betegséget. Osztddd sejtekben retrovirusokat is
lehet hasznalni, ez integrdlja a bevitt szekvenciat a genomba, azonban az ezzel kapcsolatos
tapasztalatok kedvezé6tlenek.

A virusokon kivil hasznaljak a génpuskat (nagynyomasu hélium sugar ,16vi be” a gént), vagy
csupasz DNS injektaldsat izomba. Egyes esetekben (pl. 1éguti sejteknél, cisztikus fibrdzisnal)
igéretes lehet a liposzémadkba zart DNS bevitele aeroszdl formajaban.

A NeoRez-TIL géntranszfer

Ez volt az elsé engedélyezett human génterdpias prébalkozas. Kérdéses volt, hogy a tumort
specifikus limfocitak pusztitjdk-e el. A tumorbdl tumor infiltrdlé limfocitak (TIL) izolalhatok.
Ezeket felszaporitottdk, tumor nekrdzis faktor (TNF-a) génjét inzertdltdk és neomicin
rezisztencia génnel jelolve visszainjektaltak a betegbe. A limfocitak egy része visszatalalt a
tumorba, de ez nem volt elegendé a gyogyuldshoz.

Az adenozin-dezamindaz (ADA) hidany génterapidja

Az ADA-hianyt ,nem-HIV AIDS-nek” is nevezik, egy sulyos immundeficiencidval jaré orokletes
betegség. Az enzim hidnya miatt felszaporodd adenozin dATP-vé foszforildlodik és gatolja a
ribonukleotid-reduktazt, ennek kovetkeztében a DNS-szintézist és a sejtosztddast is. A
limfocitak osztodasanak gatldsa vezet az immundeficiencidhoz. A terapids prébalkozast 1990-
ben kezdték. Egy 4 éves ADA-hianyos beteg kislany vérébdl Tlimfocitakat izolaltak, melyekbe
retroviralis vektorral vitték be az ADA génjét. Felszaporitds utdan a limfocitakat
visszainjektaltak a beteg vérébe. A terdpia hatasosnak bizonyult ugyan, azonban a limfocitak
rovid életideje miatt rendszeres ismétlésre van szlikség.



Cisztikus fibroézis aeroszélos génterapidja

A cisztikus fibrézis esetében megkonnyiti a terdpiat, hogy a légutakba aeroszél formajaban is
bevihetd a kijavitott génszakaszt tartalmazdé konstrukcié. Enhez a DNS-t kationos liposzémaba
kell zarni, melynek mesterséges membranja képes fuziondlni a légutakban levé egyes sejtek
membranjaval és igy azokba bejuttatni a DNS-darabot.



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

A szintetikus bioldgia Iényege, hogy — eltér6en az eddigi vektor-konstrukcioktdl, ahol a
beépitendd gént valamilyen természetes forrasbdl izolaltak restrikcidés enzimekkel torténd
kivagassal, a szintetikus bioldgia az integralandé DNS-t teljesen szintetikusan allitja eld. igy
elvileg barmilyen DNS-szekvenciat beépithetne egy vektorba, figgetlenil attél, hogy annak
van-e ,értelme”, tehdt kédol-e barmilyen fehérjét, vagy szabdlyozza-e barmilyen fehérje
expresszidjat.

Egy teljesen mesterségesen megszintetizdlt Mycoplasma mycoides genomot sikerilt el6sz6r
egy YAC vektorba, majd az éleszt6b6l egy sajat genomjatdl megfosztott Mycoplasma
capricolum baktériumba atvinni. Az igy atprogramozott baktérium nem csupdan tulélte az
»operaciot”, de osztddni is tudott és utddsejteket hozott létre és a M. mycoides fehérjéit
szintetizalta.

1. Pénzlgyi tdmogatas megszerzése 40 millio USD !

2. > 1000 db 1080 bazisbdl all6 DNS szekvencia megvasarlasa -atfed6 szakaszokat is
tartalmaznak

Szamitégépes tervezés a sorrendbe rakashoz

El6szor 10 kb hosszlUsagu darabok dsszerakasa

YAC kromoszémadkba vald beépités és felszaporitds éleszt6ben

100 kb hosszusagu darabok 6sszerakasa 10 kb darabokbol

YAC kromoszémdkba vald beépités és felszaporitds éleszt6ben

A teljes 1078 kb méret(i genom 6sszerakasa

NV AW

Szinte beldthatatlanok jo és rossz értelemben véve is !
Craig Venter rekldmhadjarata eltulzott varakozasok, szabadalmi hajsza—tizlet mindenek el6tt

Uzemanyag mesterséges el8dllitasa, olaj és gazkészletek kimélése; de: nem lenne
természetes korlatja az Gveghazhatasu gdzok kibocsatdsanak !

Mikroorganizmusok beprogramozdsa kilonféle anyagok termelésére

Bioldgiai hadviselés veszélye ,uUj baktériumok, ismeretlen betegségek ! — nincs
immunvédekezés !

Véletlen balesetek baktériumok kiszabadulhatnak a laboratériumbdl

Lehetséges védekezés: xenonukleinsavak beépitése, igy nem johetne létre hibridizacid a
,természetes” DNS-sel

Xenonukleinsav: az 5 , természetes” bazistol eltér6 bazisokat tartalmaz



53.Természetben nem létezé nukleinsavak és fehérjék el6allitasanak elvi alapjai.

Az a tény, hogy a tRNS-ekben tobbféle ritka nukleotid fordul elS, amelyek egy része képes a
DNS-t alkotd négy nukleotiddal parokat alkotni, szamos kutatét sarkallt arra, hogy olyan DNS-
t allitson elS, amelybe bizonyos helyeken a természetben nem |étez6 bdzisokat tartalmazé
nukleotidokat épitenek be, és megvizsgaljdk, hogy az igy kialakuld tripletek milyen
aminosavakat kddolnak. Ezek a prébdlkozdsok azonban Gjabb problémakat vetnek fel, hiszen
a DNS-ben levé tripletek az mRNS-en keresztiil kédoljak az aminosavakat, ahhoz pedig a
tRNSek jelentik a forditékulcsot. A megbizhaté kddolds miatt a tRNS-ek rendkiviil specifikusak
a megfelel6 aminosavakra, amelyet az aminoacil-tRNS szintetdz enzimek garantalnak, melyek
affinitasa a megfelel6 aminosav-tRNS parra atlagosan 4 nagysdgrenddel nagyobb, mint a
tobbi parra. A természetben nem létez6 nukleotidoknak/tripleteknek megfelel6 tRNS-eket,
s6t, elvileg a megfelel6 specifikus enzimeket is meg kell tervezni, méghozza a kdédolandd
aminosavhoz.

1. Uj, egymassal komplementer, de az eddigiekkel nem komplementer bazisok
dezoxiribonukleotidok , dNTP k) felfedezése, elGallitasa (DNS szint)

2. Akapott, Uj bazisokat tartalmazé koéd atirdsa ribonukleotidokba mRNS szint)

3. Az uj, komplementer ribonukleotidok beépitése tRNS be, az antikodon hurokba
(transzlacios szint)

4. A tRNS ek moédositasa az enzimfelismerd helyen a beépitendd aminosavra specifikus
aminoacil tRNS szintetazra (transzlaciés szint)

5. A riboszomdk esetleges mddositasa az Ujfajta mRNS ek megkotésére , a tRNS ek
riboszéma felismerd helyének mddositasa

Az elsé sikeres mesterséges nukleotid par, amely DNS be épithets , majd replikalhatd volt:
d5SICS-dNaM (2014)

A két gylir(it (naftalin/ izokinolin ) nem hidrogénhidak, hanem apolaros kolcson hatasok
tartjak 6ssze, a DNS lancok kozott ezek nem egy sikban vannak, hanem részben atfedve,
egymas felett helyezkednek el.

A KlenTaq polimeraz mikodése soran a d5SICS dNaM part a Watson Crick féle B DNS-nek
megfeleld 11 A tavolsagra allitja be, igy a DNS replikacié zavartalanul folyhat. Mivel a DNS
polimerazok dNTP ket igényelnek, megszintetizaltdk a megfelel§ trifoszfatokat , ezeket
bizonyos transzporterek a baktériumsejtekbe juttatjak. Az E. Coli hibajavitd rendszere nem
tavolitja el az ujfajta nukleotidokat.

A transzlacié azonban tobb szinten is nagyon specifikusan reguldlt folyamat:
1. Az aminoacil tRNS szintetaz erésen specifikus a megfelel§ aminosav tRNS parokra

2. Az antikodon két nukleotidja a komplementaritas alapjan specifikusan kapcsolddik, a
I6tyogd 1. bazis csak bizonyos aminosavak esetén okoz tévedést

3. A tRNS nek riboszéma felismeré helye (is) van

4. Eukariotakban mar a transzkripcio szintjén is probléma lehet ( intron kivagasok pontossaga)
Teljesen mesterséges, az Uj bazisokra/aminosavakra specifikus tRNS t pusztan az antikodon



megvaltoztatasaval nem lehet létrehozni, ehhez Uj, specifikus aminoacilaléo enzime ke )t is
kellene konstrualni.

Eddigi stratégiak ujabb aminosavak beépitésére fehérjékbe:

1. A stop kodonok és ritkdn haszndlt kodonok jelentésének megvaltoztatasa
Az E. Coliaz UAG (,,amber ”) stop kodont ritkan, és mindig az RF 1 terminaciés faktorral
egyUtt haszndlja. Egy archea tirozil tRNS szintetdza E. Coliban UAG kodon esetén O
metiltirozint épit be (UAC és UAU Tyr kodonok Ez azonban hibas terminalasokhoz és
ezzel a baktérium pusztuldsdhoz vezethet, ezért az RF 1 faktort eltavolitottdk , vagy
mas stop kodont is hasznaltak. Mas ritkdn hasznalt redundans kodonokat is hasznaltak
hasonlé célokra, pl. a AGG Arg kodont egy E. Coli toérzsben 6 N alliloxi karbonil lizin
kddoldsara kényszeritették.

2. Két Iépéses szelekcié ortogonalis tRNS-szintaz parokkal
Az ortogonalis tRNS ek egy része az endogén, mdsik része a nem természetes
aminosavval képes olvasni a stop kodont . A szelekcid kloramfenikol
acetiltranszferazzal (CAT) torténik, a korai stop kodon miatt endogén aminosavval a
CAT nem expresszalédik , a baktérium elpusztul. A nemtermészetes aminosavval stop
kodonon tullép a sejt, a CAT expresszaldodik , a sejt tulél. A 2. |épésben az endogén
aminosavval a toxikus barnaz enzim expresszalédik , a sejt elpusztul. Csak azok a sejtek
maradnak életben, amelyekben a nem természetes aminosavat kdédolé tRNS ek
maradtak meg.

3. Ortogonalis riboszomak és ortogonalis tRNS-enzim par készletek

Ortogonalis riboszomak:

Képesek a természetestdl eltér6 mRNS ek illetve tRNS ek megkotésére, sét,
kvadruplet(négy bazisbdl allé kodonok felismerésére is optimalizalhatdk).

Pl. a mRNS felismer6 Shine Dalgarno szekvencia illetve a kis riboszéma alegységen
levé, ezt felismerd komplementer szekvencia médositasa. Az egyik stop kodon (UAG)
szupresszalasara optimalizalt riboszdma, amely kevésbé koti az RF 1 termindcios
faktort. A nagyobb riboszéma alegység optimalizaldsa a mddositott kis alegységhez; a
nagy alegység peptidil transzferdz egységének moddositasa (ez hozz létre a peptid
kotést)



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

A bioinformatika a bioldgia és a szamitastechnika hatdran elhelyezkedd rendkivil széles
terllet, szamitégépes technikdk alkalmazasa az exponencidlis mértékben noévekvé bioldgiai
informacidk tarolasdra és analizaldsara. Ez magaban foglalja az adatbazisok létrehozdsat és
fenntartasat, az adatok olyan mddon torténd rendezését, hogy a kutatok kdnnyen
hozzaférjenek az informacidkhoz és Gjabbakat is hozzatehessenek.

Az aldbbiakban — a teljesség igénye nélkil — felsorolunk néhany, gyakran hasznalt olyan
adatbazist, amely kifejezetten a fehérjék bioinformatikai vizsgalatahoz alkalmazhato:

1. EXPASY — Az Expert Protein Analysis System szerverhez kapcsolddik, amelyen szamos
proteomikai adatbazist és online programot (DNS->fehérje transzlacio,
molekulatomeg és izoelektromos pont szamolds, motivum és poszttranszlaciés
modositasok keresése, szerkezeti predikcidk stb.) lehet elérni.

2. UNIPROT (kordbban SwissProt) — az Expasy-val kapcsolatban 4all6, annotdlt
aminosavszekvencia-adatbazis

3. BRENDA - az egyik legteljesebb enzim-adatbazis, amelyben szdmos szempont szerint
lehet keresni (elnevezés, reakcid, funkciondlis paraméterek, izoldlds, szerkezeti
sajatsagok, betegségekkel valé kapcsolat, mérnoki vonatkozasok)

KEGG (A Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes )

Olyan adatbazisok gyljteménye, amely genomokra, bioldgiai Utvonalakra, betegségekre,
gyogyszerekre és vegyi anyagokra vonatkoznak. A KEGG hasznosithatd a bioinformatikai
kutatdsban és oktatdsban, beleértve az adatok elemzését is a genomikdban, metagenomikdaban,
metabolomikdban és madas omikai vizsgdlatokban tanulmanyok, bioldégiai rendszerek
modellezésében és tanulmdanyozdsdban transzldciés kutatdsokban vagy gydgyszerek
kifejlesztésében.



