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A NEMI KROMATIN VIZSGALATA

Ismeretes, hogy a n6k egyik X kromoszoméja inaktivalodik!, és mint
ilyen, sotéten fest6d6 heterokromatikus szemcseként tapad a magboriték
belss felszinéhez. Ezt tobbféle néven is emlitik: Barr-test (az egyik elsg leiro
neve alapjan), néi nemi kromatin (vagy sexchromatin), X kromatin.
Kimutatasaval tajékozodhatunk az X kromoszomak szama felsl: mindig egy
Barr-testtel kevesebbet taldlunk, mint ahany X kromoszomaval a vizsgalt
személy rendelkezik. XX kariotipusG nénél egy tiintethet fel, XY férfinal
nincs. Klinefelter szindroma esetén (47,XXY) az alapvetGen férfi fenotipus
ellenére is lathatunk X kromatint, mig Turner szindrémas nékben (45,X) nem.
Triplo X-es ndk sejtmagjaiban csakagy, mint 48, XXXY kariotipust Klinefelter
szindromas férfiak esetén két Barr-test mutathato ki, stb. (7. dbra).

Egészséges n6kben (karyotipus 46,XX) és Klinefelter-szindromas
férfiakban (47,XXY vagy ritkan 48, XXYY) egy X-kromatin lathat6
a sejtmagban.

Egészséges férfiakban (46,XY) és Turner-szindrbmas nékben
(45,X) nem figyelhet6 meg Barr-test.

Triplo-X (47,XXX) nékben (akik az esetek nagy részében normal
fenotipusaak) és 48, XXXY karyotipusa férfiakban két X-kromatin
figyelhetS meg.

1. dbra
X kromoszomak és Barr-testek szamanak 6sszefiiggése

A néi nemi kromatin mellett Gn. férfi nemi kromatint (Y kromatin, F
body) is leirtak: az Y kromoszéma hosszG karjanak élénk quinacrin-

1 L. részletesen a Lyon-hipotézist az elméleti anyagban. Itt annyit tdnik csak célszerdnek
megjegyezni, hogy jollehet ma mar ismert a gén-szinten nem 100%—os inaktivalodas
ténye, ez a morfologiai képet nem befolyésolja.



fluoreszcencidja? interfazisos magban is lathaté XY nemi kromoszémalis
képlet esetén. (Tehat pl. egy 47,XXY kariotipusa Klinefelter szindromas beteg
sejtmagjaiban mind az X-, mind az Y kromatin kimutathaté.) Ennek vizsgalata
egyrészt darga fluoreszcens mikroszkopot igényel, igy széles kérben nem
terjedt el, masrészt bizonyos fok megbizhatatlansagi tényezét jelent, hogy
az Y kromoszéma hosszt karjanak tetemes része (amit génikusan Uresnek
tartanak) elveszhet barmiféle fenotipusos kévetkezmény nélkil, s ebben az
esetben az Y kromatin sem mutathato ki.

Az X kromatin vizsgilatdhoz célszerGen harom helyrgl nyerhetiink
anyagot: vérbél, hajhagymabol és a szajnyalkahartyarél. Mivel az elsében a
polymorphonuclearis granulocytdk magjan lathatdé — az inaktivalt X
kromoszémat tartalmazé — an. dobverd (drumstick) felismerhetGsége,
megitélhetGsége nehézkesebb és kevésbé megbizhatd, a masodik technikai
feldolgozasa kissé bonyolultabb, ezért gyakorlatilag majdnem mindig a
szajnyalkahartya-kaparék vizsgalatat végzik. Elfeledkezni azonban a
vérkenetben valé kimutathatosagrol sem szabad, ilyenek ugyanis rutin-
szerGen készilnek nagyon sok beteg kivizsgalasa soran.

Szajnyalkahértya-kaparék készitése el6tt nagyon fontos, hogy a
vizsgaland6 személy ne fogyasszon forré ételt vagy italt. A Barr-test ugyanis
csak él6 sejtek magjaban mutathato ki sikeresen és megbizhatéan, s a
leforrdzas a fels6 sejtrétegben elhalasokhoz vezet. Fontos a megfelels
szajiregi tisztasag (sziikség szerint alapos o©blégetés). Ezen kritériumok
maximélis betartdsa mellett is tudnunk kell, hogy a buccalis nyalkahartya
felszinén nagyon sok baktérium tapad, s a felsé rétegben sok az elhalt vagy
pusztul6félben levé sejt. Mindezektdl egy elGzetes kaparassal szabadulunk
meg. A vizsgalati anyagvételre kiszemelt teriiletet elGemeljiik. (Ehhez kiviilrsl
egy-két ujjal alatdmasztjuk az orcat és a széjzugot hivelykujjal rogzitve,
amennyire lehet, kiforditjuk a pofanyalkahartyat. Célszerd, ha ezt a miveletet
maga a vizsgalt végzi.) Tiszta (megfelel dezinficiensbdl elévett), szaraz fém
vagy mianyag3 spatulaval erételjesen, de nem talsdgosan er6sen lekaparjuk
a mintavételi helyet és az igy eltavolitott lepedéket letoroljik az eszkozrél.
Ezutan ugyanarrél a helyr6l, de immar hatirozottabban nyomva a spatulat,
vesszilk a vizsgalandé minta anyagat és ezt egy elSkészitett targylemez

2Az,F body"” elnevezés a ,,fluorescent body”’-bél szarmazik.

3 J6 eszkoz hasznalata elengedhetetlen a sikerhez. Ha a spatula kaparasra hasznalt éle
talsagosan lekerekitett, alkalmatlan a mintavételre. Ha talsagosan éles a szél, felsértheti a
szajnyalkahartyat. MGanyag eszk6z alkalmazasa — egyszerhasznalatos mivolta és
olcsosaga okan is — javasolhatd, azonban ez torékeny, s egy tigyetlen és talsagosan
er6teljes mozdulat utan letért darab a légutakba keriilve vagy lenyelve katasztrofat
okozhat. (Célszer( ezért a mintavétel soran nem talsdgosan hatrahajtatni a vizsgalt
személy fejét.)

4



targylemez kozepére — nem tal vékony rétegben — szélesztjik. (A hasznalt
targylemez feliiletét el6zetesen leheletvékonyan [!] tojésfejérje és glicerin 1:1
aranya keverékével be kell vonni a sejtek biztos tapadasa érdekében.)

Az elkésziilt kenetet — a kiszaradasnak még a lehetdségét is elkertilve
— azonnal fixalni kell. Erre a célra 95%-os etilalkoholt hasznélunk. 15 perc
utan a készitmény festhet6. (Ha azonban erre nincs kézvetlen lehetGség, a
preparatum az alkoholban hosszabb ideig — akar egy hétig — is eltarthato.)

Festés el6tt a kenetet el8bb viztelenitjitk abszolGt (100%-0s) etanolban
t6rténd 3 perces kezeléssel, majd 15 masodperces leveg6n szaritassal. Ezt
rehidralas koveti: 5 perc 70%-os alkoholban, majd 2x5 perc desztillalt
vizben.

Maga a festés karbolfukszin oldatban (bazikus fukszin fenolt is
tartalmazo vizes oldata?) 5—10 percig torténik. (Az idGtartam hossza fiigg a
festékoldat frissességétdl és kihasznaltsagi fokatdl.)

A festést differencialds kéveti: az aspecifikusan kotott fukszint 1 perces
95%-0s, és 1 perces 100%-os etilalkoholban valé oblitéssel tavolitjuk el. (Az
eljaras elején alkalmazot etanol itt Gjra felhasznalhato.)

Szaradas utdn olajimmerzios mikroszképos vizsgélattal torténik a
kiértékelés. (Célszerd a sejtek helyét el8szor kisebb nagyitassal megkeresni. A
kontraszt a mikroszkopba helyezett z6ld fényszard segitségével fokozhato.)

Az X kromatin pozitivitas hatarat altalaban 20%-nal htzzak meg
(néhany szerz6 30%-ot kévetel meg), azaz ha 100 ép, él6 allapotban fixalt
sejt, nem talzottan rdgds (mitdzisba nem [épG), hanem meglehetGsen
egynem( kromatinG magjat-vizsgalva legaldbb 20-ban egyértelmden lathato
a Barr-test, akkor ezt mar a ngi nemi kromatin megléte jeleként fogadjak el.
A megitélésben és azonositasban a magboriték belsg felszinéhez tapadas
alapveté kritérium. Ugyanakkor annak eldontése, hogy ez a kapcsolat
valoban fennall, csak bizonyos elhelyezkedés mellett lehetséges, ami az
esetek kisebb hanyadaban érvényesiil. Minél t6bb sejtet szamolunk meg,
annal megbizhatébb az eredmény, 100-nal kevesebbdl azonban semmiféle
kovetkeztetést sem szabad levonni.

4 Fukszin t6rzsoldat:

3 g bazikus fukszin

100 ml 70%-os etilalkoholban

S6tét, havos helyen hossza ideig (akar egy évig is) eltarthato.
FestGoldat:

10 ml fukszin tdrzsoldat

90 ml 5%-os fenol (karbolsav) desztillalt vizben

10 ml jégecet (tomény ecetsav)

10 ml 37%-os formaldehid vizes oldatban.

Kb. egy honapig hasznalhatd, ismételten is.



Mivel normalis kariotipust férfi sejtmagjaiban is lathatok alkalmasint
olyan heterokromatikus szemcsék, amelyek konnyen Barr-testnek nézhetsk, a
negativ eredmény felsé hatarat altalaban 10%-ban jelolik meg. Azaz, ha 100
magbo!l 10-ben talaltunk is olyan képletet, amit néi kromatinnak véltink, ez
még mindig 6sszeegyeztethetS az X kromatin negativitassal. Barmilyen kétes
esetben kromoszomavizsgalattal kell tisztazni véglegesen a kérdést.

A néi nemi kromatin vizsgilata elGzetes tajékoz6do6 modszerként
koénnyen, gyorsan és f6leg olcson kivitelezhetd, akar egy haziorvosi rendel
laboratoriumi  felszereltsége mellett is. Nemi differencialodasi  zavarok
el6zetes klinikai diagnbzisanak megerdsitésében vagy elvetésében, alkalom-
adtan a kért kromoszomavizsgilat indoklasaban hasznos szerepet jitszhat.
Régebben kiterjedten hasznaltdk néi sportolok ,,szexvizsgalatara” is, a rajt-
engedélyek kiadasihoz. (Ma mar modernebb eljarasokat alkalmaznak erre a
célra.)



KROMOSZOMAPREPARATUM KESZITESE ES VIZSGALATA

Tjio és Levan 1956-ban irta le, hogy az embernek (Homo sapiens) 46
kromoszémaja van (minden testi sejtje magjiban). Lejeune és munkatérsai
1959-ben kozolék, hogy a Down szindroma alapja a 21-es kromoszéma
triszomiéja. E sorok irasanak pillanatiban ez utobbi datum 6ta 35 év telt el,
és a citogenetikai modszerek mindennapos rutin laboratoriumi vizsgalatta
valtak. Ehhez azt kell még hozzatennink, hogy — a jelentés human
patologiai szerep miatt — az emberi kromoszomak vizsgalata vezette és
vezeti ismereteink rohamos gyarapodasat ezen a kutatési terileten, mind
metodikailag, mind a biologiailag (és orvosilag) széles korben altalanosithato
adatok, kovetkeztetések szintjén.

Kromoszomapreparatum készitése megfelelGen felszerelt laboratorium-
ot, a kiértékelés alapos szakértelmet igényel. Ennek megfelelGen csakis ezen
feltételek birtokaban levd, specialis intézetek vallalkozhatnak kariotipizalas-
ra. Ahhoz azonban, hogy minden orvos tudja, mikor kell, milyen problémak
tisztazasa érdekében célszerd, és mikor teljesen felesleges ilyen vizsgélatot
kérnie, sziikséges a megfelel6 tajékozottsag és ismeretanyag csakagy, mint a
vizsgalati minta szakszer( vételéhez és bekiildéséhez, valamint a kapott lelet
megértéséhez és értékeléséhez.

Mint minden — ebben az esetben relative — @j, f6leg pedig rohamosan
fejl6d6 tudomanyég, a human citogenetika sem keriilhette el a bizonyos foka
talértékelést, az olyan eredmények produkalasara vonatkozo igényt, amelyek
elvileg kizartak. Az egy gén (vagy génpar) altal determinalt, monogénes
(monolokuszos)  6rokl6d6  betegségben  kromoszomaelvaltozast nem
varhatunk, a legnagyobb felbontasa savtechnikaval sem! Nyilvanval6, hogy
pl. egy bazispar kicserélédése (pontmuticié) csak a DNS-ben tarolt
informéciot valtoztatja meg, a kettés hélixnek még a makromolekularis
struktardjat sem, nemhogy egy kromoszéma fény- (vagy akar csak elektron-)
mikroszkoppal lathaté darabkajanak a szerkezetét. Ugyanez vonatkozik
érdemben a poligénes rendszerek zavaraira is, amelyek génjei tobb
kromoszéma kiilénb6z6 lokuszaira vannak elosztva. Mindezek tehdt a
hagyoményos citogenetikai vizsgalatok szdmara megkozelithetetlenek.
Ugyanakkor a legljabb, a szokasos értelmezés szerint immér nem csak
kifejezetten kromoszémavizsgalati moédszerek — éppen e jegyzet elkészitésé-
nek idején — nyitnak Gj utakat nemcsak a kromoszémak, hanem az
individualis gének sejtszintd analiziséhez is (I. alabb).

A hagyoményos citogenetikai  vizsgilatok  fénymikroszképpal
torténnek. Azok az elvaltozasok, amelyek nagysagrendje mar eléri a



fénymikroszkopos feloldas als6 hatarat, minden esetben nagy szama gént
érintenek. Ha csak ezek bizonyos &trendezédése torténik a kromoszoma-
rendellenesség (pl. reciprok transzlokaci6, inverzi6) miatt, de érdemi
génallomany-vesztés vagy -tobbszorozés nem, akkor a citogenetikailag
kimutathat6 elvaltozas is lehet tiinetszegény. Minden ellenkez§ esetben (pl.
delécio, duplikacio, izokromoszoma képzGdés, hogy a szambeli anomalidkat
mar ne is soroljuk itt fel) altalaban igen latvanyos, tobbszérés fejlédési
rendellenességgel vagy komplex mikddési zavarokkal tarsul a cito-
genetikailag is kimutathat6 aberracio.

Kromoszémakat hagyomanyosan metafazisdban levé sejtekbsl nyer-
hetiink vizsgalat céljara. Ennek nemcsak az az oka, hogy a sejtciklus
mitotikus fazisdban valnak lathatova ezek a sejtalkotok, hanem technikai
megfontolasok is. Nevezetesen: mar elég régen ismert, hogy a kolhicin (a
Colchicum autumnale, az 6szi kikerics alkaloidja) a mitdzis metafazisdban
blokkolja a sejtosztodast anélkiil, hogy a sejtciklusban val6 el6rehaladassal
barmelyik egyéb stadiumban interferalna. igy alkalmazésaval egy in vitro
proliferalo sejtpopulécio tagjainak meglehetésen nagy hanyada halmozhato
fel a vizsgéalatra alkalmas &llapotban. (Elvileg jobbak lennének a kevésbé
kondenzalt profazis kromoszomak, ilyenek nagyobb szdmban valo nyerése
azonban eleddig megoldatlan probléma.)

Mint a fentiekbdl kitdnik, aktivan osztodd sejtek szitkségesek a
vizsgalathoz. /n vivo kevés olyan szévet talalhato, ami ennek a kritériumnak
megfelelhetne, s rdadasul az ilyenekbdl torténé mintavétel altalaban olyan
invaziv beavatkozast igényel, ami lehetSleg mell6zendé (pl. csontveld
biopsia). Amiéta ismertté valt, hogy bizonyos névényi lektinek mitogén
hatassal rendelkeznek, azéta rendelkeziink a vizsgalt személynek igen kis
kockazatot és megterhelést jelenté mintavételi és -feldolgozasi eljarassal.

A kromoszoma-elvaltozasok és a sejtek rosszindulata elfajulasa kozotti
osszefuggések felismerése nyoméan egyre nagyobb az igény onkologiai
megbetegedésekben a citogenetikai feldolgozasra. Ilyen esetekben termé-
szetesen magabol a tumorszévetbdl kell venni a mintat. Leggyakrabban
leukaemidk vizsgalata sordn sziikséges a kromoszéma analizis. Ezekben
el6fordul, hogy a peripherias keringésben levé daganatsejtek — minden kiilon
stimulalas nélkil — is osztédnak, a csontvel6bdl torténd biopsias mintavétel
azonban csak ritkan keriilhet§ el.

A phytohaemagglutinin (ismert roviditéssel: PHA), egy Phaseolus
vulgarishol (bab) elGallitott lektin, ami a kering6 vérben taldlhato T
lymphocytak mitogén agense. Ezzel akar teljes vérbdl kiindulva, akér izolalt
fehérvérsejt populacion alkalmazva a T sejtek blastos transzformaci6jat
valthatjuk ki, ami azt jelenti, hogy G -bol G, stadiumba lépnek, nyugalmi



szakaszbol proliferacios allapotba keriilnek, és a sejtciklusban elérehaladva
jutnak el a mitozisig. Osztodas utan a keletkezett utodsejtek is folytatjdk a
szaporodast. Megfelel6 tapfolyadékban 37 °C-on létrehozott tenyészetben
(altalaban 72 ora alatt) elegends alkalmas sejtet nyerhetiink akar mar 1 ml-
nél kevesebb vérbél is.

A vérvételnek és -feldolgozasnak természetesen steril koriilmények
kozott kell torténnie és olyan alvadasgatlo (altalaban heparin) alkalmazasa
mellett, ami a késébbiekben nem zavarja a sejttenyésztést. MegfelelGen
zarhat6 edényben (pl. mGanyag centrifugacs6) a vér egy napos postai
széllités utan is sikerrel felhasznalhat6, de célszerdbb és biztonsagosabb a
vizsgalandé személy bekiildése a megfelelS citogenetikai laboratériumba, ha
ez egyaltalan lehetséges.

Konyokhajlatbol szoktak bérbiopsias anyagot kicsipni, ha valamilyen
egyéb szovetbdl is szitkséges a kromoszomak vizsgalata (pl. mozaicizmus
gyanGja esetén). Ebb6l a mintdbol a szokasos /in vitro tenyésztési feltételek
mellett fibroblastok nének ki a béralja kétGszévetébsl.

Praenatalis kromoszémavizsgalatokhoz chorionboholyb6l vehet6
sejtminta a terhesség korai stadiumaban (8.-10. hét), késébb (a 16. héttél)
amniocentesissel kapott amnionfolyadékbal centrifugalassal wlepitheték ki az
abban Gsz6 magzati sejtek. Ezek is alkalmasak /n vitro tenyésztésre.

Amint azt a fentiekben emlitettiik, barmilyen proliferalé sejttenyészet-
ben (vagy a vizsgaland6é személybdl biopsiaval kézvetlenil vett és in vitro
tlé16 sejtpopulacioban) a mitotikus sejtek ko/hicin adagolaséval (0,1 - 0,5
pg/ml) néhany (2 - 4) 6ra alatt annyira felszaporithatok, hogy elegend6
oszlasban levé sejt legyen a vizsgalathoz.

Az igy el6kezelt sejttenyészet feldolgozasanak kovetkezs lépése a
hypotonids kezelés. A tapfolyadékbol kiméletes centrifugalassal ©ssze-
gy(jtott sejteket 0,075 moélos KCl oldatban szuszpendaljak és 37°C-on (vagy
szobahdn) 20 percig allni hagyjak. Ezen eljaras alatt egyrészt a sejtek,
masrészt maguk a kromoszémak is duzzadnak; az el6bbi megnéveli annak
esélyét, hogy az egy metafazishoz tartoz6 képletek nagyobb teriileten
oszoljanak szét, ne fedjék at egymast a kés6bbiekben a targylemezen, az
utébbi a majdani lathatésagot javitja.

A hypotonisalt sejteket igen kiméletes centrifugélassal gydijtik dssze
egy koénikus centrifugacs6ben, a feliilasz6t majdnem teljesen leszivjak
(nagyjabol a sejtekkel azonos mennyiséglt hagynak csak rajtuk), és a
készitményt fixdldsnak vetik ald: 6vatos de alapos rézogatas mellett
metanol jégecet 3:1 aranyl keverékét adjék hozza cseppenként. Ezt az
eljarast (centrifugalas, feltluszo eltavolitas, Gjbél fixalészer adagolasa) 2-3-
szor megismétlik.



Végil a metanol jégecet keverékével gy higitjsk fel a sejt-
szuszpenzi6t, hogy az enyhén opaleszkaljon. Ebbdl 1-1 cseppet hideg,
nedves targylemezekre cseppentenek ki (alkalmasint, a jobb szétteriilés
érdekében magasabbrol), és a preparatumokat levegdn szaritjak.

Festésre az esetek tobbségében Giemsa oldatot alkalmaznak.
Napjainkban &ltalaban a G-sdvozds modszerét valasztjak, amihez 3-4 napos
lemezeket hasznalnakS.

(A Q-sdvozds — quinacrinnal vagy quinacrin-mustarral — azonnal
elvégezhets, de a vizsgalat draga fluoreszcens mikroszképot igényel, és a
preparatumok hosszabb ideji eltartasa megoldatlan, mig a Giemsa-festettek
gyakorlatilag korlatlan ideig raktarozhat6k.6)

A metafazisok értékelése elvileg torténhetne kdzvetlen mikroszképos
vizsgalattal is, ez azonban a legnagyobb gyakorlatt szakember szaméra sem
megnyugtatd modszer. Ezért altaldban arra szoritkoznak, hogy egy-egy
metafazis technikai alkalmassagat itélik csak meg kézvetlendil a mikroszkop-
ban, s a megfelel6krél fényképet készitenek. A fotokbol az egyes kromoszo-
mak képét kivagjak, majd a (sdv)idiogramban lefektetett elvek (2. dbra)
szerint rendezik azokat és egy — alkalmasint a szokdsos beosztassal
elényomott — papfrlapra ragasztjak fel Sket. Az egy metafazishoz tartozo
kromosz6mak gy kapott képe a rendezett karyogram.

Tobb karyogram analizise alapjan (ha szikséges: ismételt, mas
szovetféleséget is feldleld mintdk tanulmanyozésa utan) (rjak le a vizsgalt
személy kromoszémaképletét egyezményes jelekkel, azaz meghatarozzak az
illet6 karyotypusat. (Az angolszasz szakirodalomban — azaz gyakorlatilag a
vilag orvosi irodalmaban — karyotypuson értik, karyotypusként kozlik az
egyénre jellemzé rendezett karyogram képet is, nem csak az itt emlitett, az 7.
tabldzat ban részletezett egyezményes jelekkel lefrt format.)

Jelenleg a Parizsi Nomenklatura (1971) elvei szerinti savidiogramot
alkalmazzak altalanos hasznalatra. Kiilénleges technikakkal nagyobb felbon-
tas (= tobb sav) is létrehozhaté a kromoszémakon, mindezek igényelhetik az
alsavokra osztast és az ezeknek megfelel6 jel6lési rendszer alkalmazasat.

Hogy a kariotipizalassal kapott eredmény minden gyakorl6 orvos
szamara olvashat6 legyen, az alkalmazott egyezményes jeleket és frasmodot

5 A lemezeket 2 6ran 4t 60 °C-on 2xSSC oldatban (0,3 M NaCl + 0,03 M trinatriumcitrat)
tartjak, majd ionmentes desztillalt vizzel lesblitik. Ezt kévet6en 2—10 masodpercre 37 °©
C-0s (0,25%-0s) tripszin oldatba martjak, majd Gjabb desztlillalt vizes dblités utan 5-10
percig festik 5%-os (pH 6,8) Giemsa oldatban.

6 Sikeriilt mar ilyen, akar egy évtizednél is Gregebb készitményekbsl — PCR modszerrel —
szekvencia-meghatéarozasra elegend6 mennyiségd DNS-t kinyerni.
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pozitiv G negativ G -
L (G*) savok [ (G") savok 7 savok
2. dbra

a Valtozo fest6désd

A human idiogram

Az &bran az emberi kromoszémak savidiogramja lathat6, Giemsa savtechnikaval festve.
Minden kromoszémaparb6l csak egy van feltiintetve, a mitézis metafézisanak
megfelelGen, két, még szét nem valt testvérkromatida formajaban. A képen a
kromoszémak Ggy vannak elrendezve, hogy centromérjeik egy magassagba esnek, s a
révid kar mutat felfelé. Az egyes savok jeldlése csak az 1. kromoszémanal van feltiintetve:
a kétjegyl szam elsG jegye a régi6t, a masodik magit a savot jeloli. Pl.: Az 1. kromoszoéma
rovid karja disztalis végének elnevezése: 1p36. (A kifejlesztés alatt all6 nagyfelbontasa
savozas mar harom v. négyszamjegyd jeloléseket igényel.)
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tablazatokban foglaljak 6ssze. Egy ilyet mutat be az 1. tdbldzat, amit néhany
példaval egészit ki, illusztral a 2. tibldzat.

A fentebb emlitett modern eljarasok kozul leggyakrabban a FISH-t
(fluorescent in situ hybridization) alkalmazzak. A megfelel, gén- vagy
kromoszéma-specifikus DNS prébat alkalmas fluoreszcens jeléléssel latjak el
(vagy ilyen megkotésére teszik képessé, pl. biotinalassal), és pozitiv
nukleinsav-hibridizalasi eredmény esetén ennek helye — fluoreszcens
mikroszkoppal — pontosan azonosithaté az illetd kromoszéma(ko)n.
Bizonyos esetekben ehhez a vizsgélathoz nincs is sziikség metafazis
készitményre: interfazisos magban is kimutathat6 a vizsgalt gén megléte vagy
hianya, avagy pl. egy kromoszomal(részlet) tri- ill. monoszémiaja.

Ugyanez igaz a még Gjabb /n sitv PCR (polymerase chain reaction)
technikara is. Ezek a modern eljarasok megteremtették az , interfazisos
citogenetika” bevezetésének alapjait, ami immar nem igényel proliferalo
sejteket és lényegesen kisebb mintabol szolgaltat sokkal gyorsabban
laboratoriumi eredményt. (Nem hallgathatjuk el azonban, hogy ezek a
technikak joval dragabbak a fentiekben lefrt hagyomanyosnal, és szamos,
szigorG kritériumok szerint valasztott kontrollt is be kell alltani az al-negativ
vagy al-pozitiv eredmények kiszdrésére.)

A gyakorlaton rendelkezésre all6 id§ alatt a fent ismertetett eljaras —
értelemszerden — nem kivitelezhet6. Kész metafézis prepardtumok vizsgalata
és karyogram fotokbol a kromoszomak képének kivagasa, idiogram (I. 2.
dbra) szerinti rendezése (azaz karyotypizélasi diagnosztika) az, amire
lehet8ség nyilik.

A metafazis prepardtumok egy része emberi daganatokbdl szarmazo,
in vitro tenyésztett sejtekbdl készilt. Ezekre a nagyfoka és igen véltozatos
aneuploidia jellemz6, valamint struktaralis rendellenességek. Mas résziik
egér eredetd, Ggyszintén aneuploid. Megfigyelhet6 ezeken az egér
kromoszomak eltéré alakja: telocentrikusak. Természetesen normal, Giemsa-
savozott human anyag is szerepel a demonstraltak kdzott.



Jelolés
A-G

1-22
XésY
ace

b

cen
chi

ct

del
der
dic
dir
dmin
dup
end
fra

h

hsr

i

ins

inv

mar

mat

mos

P

pat

Ph vagy Ph!

pter
q
qter
r
rec
rep

1. tablazat
A kariotipusokban hasznilt jelslések

Ertelmezés

Kromoszémacsoportok jelélése (a Denveri Nomenklatura
szerint)

Az egyes autoszomék szamozasa

Nemi kromoszomak

Acentrikus fragment

Torés (break)

Centromér(a)

Kiméra

Kromatid

Deléci6

Kromoszéma derivatum

Dicentrikus kromoszéma

Direkt

Double minute

Duplikécio

Endoreduplikacio

Torékeny (fragilis) hely

Heterokromatikus teriilet, kromoszémarészlet. Mas
értelmezésben és hasznalatban: masodlagos bef(zédés
Homogénen fest6d6 régio -

1zokromoszéma

Inszerci6

Inverzié

Marker kromoszéma

Anyai eredet

Mozaicizmus

Rovid kar

Apai eredet

Philadelphia kromosz6ma (jabban csak a Ph jelolést
alkalmazzak)

Rovid kar terminalis (telomérikus) szakasza
Hossza kar

Hossza kar terminalis része

Gydrdkromoszoma

Rekombinans kromoszéma

Reciprok transzlokacio
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rob Robertson-féle transzlokacio

s Szatellita

SCE Testvérkromatid kicserél6dés (sister chromatid exchange)

t Transzlokacio

ter Termindlis (telomérikus) kromoszémarész

tri Tricentrikus kromoszéma

var Varians (eltér6) vagy heteromorph kromoszéma

ismételt jel Az ezzel jelolt kromoszémarész duplikacioja

- -tol -ig

, A kromoszomaszam elvalasztasa a tobbi jeltdl, ill. ezek
egymastol valo elvalasztasa

; Két, transzlokacioban részes kromoszoma(részlet) elvalasztasa

: Torés(pont)
Torés és Gjraegyestilés(i pont)

? Kérdéses azonositas kromoszoéma vagy kromoszémastruktira
vonatkozasaban

() t utan zéarojelben allnak a transzlokacioban résztvevé
kromoszémak vagy -részletek

/ Kiilonboz6 kariotipust sejtvonalak leirasanak elvalasztasa
kromoszoéma mozaicizmus esetén

+ Kromoszéma jele elétt: extra kromoszéma, a jelzett

kromoszémabol eggyel tobb talalhato. Kromoszémacsoport
betijele el6tt: az illet6 csoportban egy (kézelebbrél nem
azonositott) extra-kromoszoma van.

+ Koézvetlenil egy kromoszomarészlet jele utan: az illet kar
megny(Glt, a megfelelS rész megnagyobbodott.

- Kromoszéma jele elétt: az illeté kromoszéma hianyzik.
Kromoszémacsoport betdjele el6tt: az illeté csoportban egy
kromoszéma hianya

- Kozvetleniil egy kromoszomarészlet jele utan: az illet6 kar

megrovidilt, a megfelelS részlet megkisebbedett

Utalas arra, hogy a jel el6tt allé kromoszéma(részlet) leirasa

szovegben (vagy labjegyzetben) bévebben megtallhato
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2. tablazat
Human kariotipusok

(Néhany fontosabb példa az 1. tablazatban felsoroltak alkalmazasara)

46,XX
46,XY
45,X

47,XXX
47,XXY
47, XYY

48,XXXY

47,XX,+21
21-es
47,XY,+21
21-es
47 XX,+13
13-as
47,XY,+18
18-as

46,XY,del(5)(p13)

Normal (diploid) néi kariotipus

Normal (diploid) férfi kariotipus

Aneuploidia (hypodiploidia): 45 kromoszéma, a nemi
kromosz6mak koziil csak egy X kromoszéma van meg
(Turner szindrébma)

Triplo-X

Aneuploidia (hyperdiploidia): 47 kromoszéma, a nemi
kromoszémak kozott egy szamfeletti X van (Klinefelter
szindréma)

Aneuploidia (hyperdiploidia): 47 kromoszéma, a nemi
kromoszomak kézétt egy szamfeletti Y van
Aneuploidia (hyperdiploidia): 48 kromoszéma, a nemi
kromoszomak kézott két szamfeletti X van (Klinefelter
szindréma)

Aneuploidia (hyperdiploidia): 47 kromoszéma, XX
(normélis n6i) nemi kromoszomaképlet, szamfeletti
kromoszbma, azaz a 21-es autoszoma triszo6miaja
(Down szindréma)

Aneuploidia (hyperdiploidia): 47 kromoszéma, XY
(normalis férfi) nemi kromoszémaképlet, szamfeletti
kromoszéma, azaz a 21-es autosz6ma triszoOmiaja
(Down szindréma)

Aneuploidia (hyperdiploidia): 47 kromoszéma, XX
(normélis nGi) nemi kromoszémaképlet, szamfeletti
kromoszéma, azaz a 13-as autoszéma triszomiaja
(Patau szindréma)

Aneuploidia (hyperdiploidia): 47 kromoszoéma, XY
(normalis férfi) nemi kromoszomaképlet, szamfeletti
kromoszéma, azaz a 18-as autoszoma triszomiaja
(Edwards szindroma)

46 kromoszéma, XY (normalis férfi) nemi
kromoszomaképlettel. Az egyik 5-6s kromoszéma
rovid karjanak terminalis delécioja, az 5p13-as savnal
letérve



46,XXt(2;8)(p13;q12) 46 kromoszéma, XX (normalis néi) nemi

46,XY,fra(X)(q27)

46,X,Xp-

46,X,i(Xq)

46,X,r(X)

46,XX/45,X

46,XY 1(9;22)

kromoszomaképlet. Reciprok transzlokacié az egyik 2-
es és az egyik 8-as kromoszéma koz6tt, térési pont a
2-esen a rovid kar 13-as savja (2p13), ill. a 8-ason a
hossz( kar 12-es savja (8q12)

46 kromoszoéma, XY nemi kromoszémaképlettel. Az X
kromoszéma hossza karjan, a 27-es savban (Xq27)
torékenység

46 kromoszéma, az egyik X révid karjanak delécioja
(Turner szindréma)

46 kromoszéma, az egyik X hossz( kar izo-
kromoszéma; mas szavakkal: X kromoszoma révid
kar monoszoémia, hossz kar triszémia (Turner
szindréma)

46 kromoszoma, az egyik X gyGrikromoszéma (Turner
szindréma)

Mozaicizmus, az egyik sejtvonal X monoszémiéas
(definici6 szerint Turner szindréma, de — az aneuploid
sejtek részaranyatél és az érintett szervektdl figgben —
lehet tobbé-kevésbé tiinetmentes)

Diploid kromoszémaszam, XY (normdlis férfi) nemi
kromoszomaképlet, (reciprok) transzlokacio az egyik
9-es és az egyik 22-es autoszéma kozétt (Ph-pozitiv
chronicus myeloid leukaemia)

46,XX,t(9:22)(q34:q11)

Diploid kromoszémaszam, XX (normalis n6i) nemi
kromoszémaképlet, (reciprok) transzlokacio az egyik
9-es (téréspont a hosszG kar 34-es savjiban) és az
egyik 22-es (t6réspont a hossza kar 11-es savjaban)
kozott. Ph-pozitiv chronicus myeloid leukaemia.
(Ugyanaz az elvaltozas, mint a megel6z6 kario-
tipusban, de itt a téréspontok is pontosan
azonositottan vannak lefrva.)
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GENETIKAI PROBLEMAK .
(KLASSZIKUS GENETIKA)’

1. A retek alakja lehet hosszikas (SHSH), kerek (SKsK) és ovalis (SHSK). A
hosszGkas és ovalis alakGakat keresztezték. A keresztezésbSl szarmazé
utédok véletlenszerGen keresztez6dnek egymassal. Milyen fenotipus arany
varhat6 a véletlenszeri keresztez8désd6l szarmazé generaciéban?

2. A lobab sziklevelének szinét meghatarozé allélpar c%c? homozigéta
allapotban sotétzold szint eredményez. A cZcs heterozig6ta vilagoszold és a

cscs homozig6ta sarga szikleveld. Az utébbi a csiranévény allapoton tal
nem nevelhet§ fel, a klorofill teljes hidnya miatt. Egy sotétzold és egy
vilagoszold szikleveld névényt kereszteztek egymassal. A kapott ut6dok
kozétt random (véletlenszerd) keresztezést végeztek. Milyen feno- és
genotipusa ndvényeket kaptak és milyen arényban?

3. A ragcsalok jellegzetes szbrzetszine, az "agouti”, Ggy alakul ki, hogy a
sz6rszélak vége kozelében sarga pigmentsav hazodik. Nyulakban I§y
multiplex allélsor a kovetkez6 fenotlpusokat eredményezi: EPEP és E
genotipusok fekete sz6rzetszintiek, az 23 heterozigéta fekete agouti
foltokkal, az EE és Ee genotipustiak bund4ja teljes agouti és a homozigéta
recesszfv ee sargasvoros.
Milyen feno- és genotipusi utédok varhatok és milyen aranyban az alabbi
keresztezésekb6l szdrmazoé els6 és méasodik nemzedékben:

a) EPEP x ke

b.) EPe x ee

4. A sertés normal, hasadt kérmének kialakulasat recesszfv allél biztos(tja (az
mm genotipust egyeden nyilvanul meg fenotipusosan is), a dominans allél
(M) pedig az Gn. csokott labét. A fehér sz6rzet kialakulsat szintén dominans
allél szabalyozza (B), mig a fekete szin(ét a homozigéta recessziv (bb).
Fehér, csokott labG néstény és fekete, hasadt kormd him kazott végrehajtott
keresztezésekbdl a kovetkez6 utédokat kaptak:

a.) 26 utoédbsl mind fehér, csokott 1aba. Milyen volt a néstény val6szind
genotipusa?

b.) 8 kismalac fehér, csokott 1aba, 1 fehér, hasadt kérmd. Milyen volt ebben a
keresztezésben a n6stény val6szinG genotipusa?

7 A jegyzetiinkben szerepl6 feladatokat nagyrészt Perendy M., H. Nagy A.: Genetikai
példatéar (Medicina 1983.) c. mdvébél vettiik at
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5. Az el6bbi példaban vizsgalt jelleg tovabbi analizisére fehér, csokott 1aba
himek és néstények kozott hajtottak végre keresztezéseket. A kovetkezé
utédmegoszlast kaptak: 8 fehér, hasadt kérmd; 7 fekete, csokott laba; 25
fehér, csokott 1aba; 3 fekete, hasadt kérmda.

a.) Valamennyi fekete, csokott 1aba utodot (tesztel6 keresztezést végezve)
parositottak. Milyen fenotipus arany varhato ezekbdl a tesztel6 keresztezé-
sekbgl?

b.) Ha a keresztezésben szerepl§ fehér, csokétt laba anyakocaval végeznek
tesztel§ keresztezést, milyen fenotipusa utédok varhatok és milyen aranyban?

6. A dominéns K allél eredményezi az egerek kunkori farkat, a homozigota
recessziv allélpar (kk) pedig a szokasos, normalis farkat. A homozigéta AA
fenotipus szurke, agouti szérzetd. A heterozigota ASA sarga, a homozigéta
ASAS letlis.

a.) Sarga egereket, melyek heterozigota kunkori farkaak, egymas kozott
kereszteznek. Milyen fenotipusaranyok varhatok az utddok kozott?

b.) Milyen aranyban varhatok ASAKk genotipusa utdédok?

c.) Milyen geno- és fenotipust utddok érik meg az ivarérett kort, és milyen
aranyban, ha a sarga utoédok véletlenszerG (random) parosodésat lehet6vé
teszi?

7. A spargatok fehér szinét dominans allél (A), a szines termését a recessziv
allél (a) biztositja. Homozig6ta (aa) genotipus esetén egy masik gén
dominans allélje (B) sarga szint alakit ki. Ha a genotipus bb — a B dominans
allél hianyzik —, akkor a termés szine z6ld lesz.

Milyen F, fenotipusokat vér és milyen arényban az AABB fehér termésszind
és aabb zold termésszini novények keresztezésébdl?

8. Milyen fenotipusarényokat vér az F, tesztel6 keresztezésb6l (homozigéta
recesszivvel visszakeresztezve), ha az F,x F; keresztezés eredményei:

a.) 13:3; b.) 15:1; c.) 9:3:4;

d) 12:3:1; e)1:2:1:2:4:2:1:2:1.
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9. Egerekben a dominans C allél jelenlétére van sziikség ahhoz, hogy a
szGrzet szinezGdése kialakuljon. A pigmentszintézist biztosité gének kozul az
egyik (B) a fekete, a masik (bb) a barna sz8rzetszint biztositja. Az episztatikus
faktorra homozigéta (cc) egyed albiné (fehér fenotipus). Homozigota fekete
néstényt kereszteztek homozigoéta albiné himmel.

a.) Milyen fenotipusarany vérhaté az F, és az F, nemzedékben?

b.) Ha az F, nemzedékbeli albin6 egerek kézott random (véletlenszerd)
parosodast tesznek lehet6vé, milyen genotipus megoszlas vérhat6 utodaik
kozott?

10. A spérgatok termésalakjanak harom valtozata — a korong, a hossztkas és
a kerek forma — ismert. Tiszta szdrmazéksort korong alaka és hosszGkas
termésti ndvények keresztezésekor az F, nemzedékben csak korong alaki
termést kaptak. 80 db F, egyedb6l 30 kerek, 5 hosszikés és 45 korong alaka
termést hozott.

a.) Milyen fenotipusaranynak felel ez meg?

b.) Milyen tipust génkolcsonhatas eredményezheti ezt a megoszlast?

c.) Milyen utédmegoszlés varhaté, ha az F, nemzedék kerek fenotipusi
egyedei kozott véletlenszerd keresztezést hajtanak végre?

11. Az ecetmuslica élénk piros (vermilion) szemszine (v) és gorbiilt szarnya
(c) recessziv jelleg a vad tipussal szemben. Elénk piros szemszind néstény és
gorbilt szarnya him kozétt végrehajtott keresztezésbél szarmazé utoédok a
kovetkezé fenotipus-kategoriaba sorolhatok:

a néstények 1/2 része vad
1/2 része gorbult szarnya
a himek 1/2 része élénk piros szemszind

1/2 része élénk piros szemszind és gorbilt szarnya
a.) Milyen genotipusa volt a keresztezésben szereplé néstény?
b.) Milyen genotipust vokt a keresztezésben szerepl6 him?
c.) Milyen genotipusitak az utoéd néstények és himek?
(v X-hez kotott, ¢ autoszémalis)



12. Szintéveszté n6 és normal szinlatasa férfi hazassagabol egy szintéveszté
47 kromoszémas XXY-os Klinefelter-szindromas fia sziiletett.

a.) Milyen ivari kromoszémakat tartalmazott a petesejt és a spermium,
amelyek egyesiilésébdl az emlitett figyermek szarmazott?

b.) Barr-test szamlalast végeztek mind a szil6k, mind a gyermek
nyéalkahartya-sejtjeiben. Melyik sziil§ sejtjeihez hasonl6 citologiai képet
mutatnak az el6bbi fiugyermek sejtjei?

c.) A példaban emlitett sziil6parnak 46 kromoszomas XY-os fiigyermeke
sziiletik. Mennyi a valészinisége annak, hogy szintéveszté lesz?

13. Az Ayrshire szarvasmarhdkban a mahagoni-fehér szin a cM génnel
kapcsolatos, mely a bikakban dominéns, az iisz6kben pedig recessziv. A
véros-fehér szinkombinacié CR génje az iisz6ben dominéns és a bikabar
recessziv. .

a.) Milyen feno- és genotipusarény vérhaté az F, és az F, nemzedékben, ha
vorgs-fehér himet és mahagoni-fehér tehenet kereszteznek?

b.) Egy mahagoni-fehér tehén voros-fehér borjat ellik. Milyen ivara a borja?
c.) Milyen genotipust nem lehetett a b.) pontban emlitett borjG?

14. A paradicsom kerek termésalakjat meghatarozé allél (O) dominans az
ovilis (o) format meghatarozéval szemben. Ugyancsak domindns a sima
terméshéj (P) a hamvassal (p) szemben. Az F; nemzedék heterozigbta
egyedeit a homozigota recessziv egyedekkel visszakeresztezve az alabbi
eredményt kaptak:

sima,kerek sima,ovalis hamvas,kerek hamvas,ovalis
24 246 266 24

a.) Milyen kapcsoldsi viszony volt az F;-ben az allélformak kozott? Irja fel az
F, nemzedék egyedeinek pontos genotipusit!
b.) Mennyi a rekombinaciés % a két gén kdzott?

15. Két recessziv gén (r; és r,) a nyulak révid, bérsonyos sz6rzetét biztositja.
E fenotipus rovid elnevezése "rex". Kulénboz6 géntipusi, homozigéta rex
nyulak keresztezéséb6l szdrmazé F, nemzedékbeli heterozigétak tesztel6
keresztezésébdl 64 rex és 6 normdl utoéd szarmazott.
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a.) Hogyan oszlana meg a fenotfpuskategoriak kézott a 70 utéd, ha figgetlen
kombinalodast tételeziink fel?

b.) Igazoljak-e az adatok az r, és az r, gének kozotti kapcsoltsagot?

c.) Milyen feno- és genotipust az F, nemzedék?

d.) Milyen volt a tesztel6 keresztezésben szerepl6 masik egyed geno- és
fenotipusa?

e.) Szdmolja ki az r, és az r, térképtavolsagat!

16. A patkany IV. kromoszémajan lokalizalt a révid géndor sz6rzetet és a
hosszG orrot meghatarozé allél, mely homozigéta recessziv formaban (kk)
alakitja a fenti fenotipust. Ugyanebben a kapcsolési csoportban van az st
gén, mely homozigbta recessziv allapotban révid, vastag farkot eredményez.
A dominans allélek normal sz6rzet- és farokhossziisagot biztositanak. A k és
st lokuszok kozott 30 térképegységnyi tavolsag van.
Milyen fenotipusd utoédok vérhatok és milyen ardnyban a kovetkezé
genotipush heterozigbtak egymas kozotti keresztez6désébsl?
a)kst kst b.)+st +st c)kst +st

+ 4+ % 44 k+ X k+ ++ Ck+
(+ a dominans vad allélformat jelzi)

17. Tiszta szarmazéksort (beltenyésztett) egerek kozott ismert a hossza farka
(100 mm) és a révid farka (50mm) valtozat. Ha ezeket keresztezik egymassal,
utddaik egyontetden kéztes (75 mm) farokméretiek lesznek.

a.) Milyen a legegyszeribb genetikai formula a farokhossz dréklésmenetének
értelmezésére?

b.) F,-beli egereket egymas kozott keresztezve, az aldbbi formékat kaptak az
F,, nemzedékben:

farokhossz: 50 62 75 88 100 mm

egyedszam: 5 20 30 20 5db

Hogyan médositja ennek alapjan az a.) kérdésre adott valaszat?

c.) Milyen a val6szind genotipusa az &t F, kategoria egyedeinek?

18. Egy férfi heterozigbta Bb egy autosz6malis génre nézve és hordoz egy
recessziv X-hez kotott d allélt. Mi a valészindsége, hogy a spermiuma bd
lesz?

(@) 0; (b) 1/2; (c) 1/4; (d) 1/8; (e) 1/16
21



19. Egy sziilészeten négy Gjszulottet véletlenil sszecserélnek. Az Gjsziilottek
ABO vércsoportja azonban ismert:

1:0
2:A
3:B
4: AB

Meghataroztak a sziil6k vércsoportjat is:

a:AB x 0
b: A x0
c:A xAB
d:0 x0

Allapitsa meg, hogy melyik sziil6parhoz melyik Gjszilott tartozik.

20. A genetikusoknak sikeriilt fenntartaniuk 3 human-egér hibrid sejtvonalat.
A sejtvonalak rendelkeznek az egér osszes kromosz6majaval és bizonyos
kromoszémakkal az ember genomjabol. A tablazat mutatja, hogy melyik
sejtvonal mely emberi kromoszémakat 6rzétt meg.

Hibrid Emberi kromoszémak

sejtvonal 1 2 3 4 5 6 7 8
A + + + + - - - -
B + + - - + + - -
C + - + - + - + -

Ezutan megvizsgaltak, hogy 5 kiilénbozé emberi enzim koziil melyik enzim
melyik sejtvonalban mutathat6 ki. Az enzimeket jeloljik «, B, v, 6 és €
betdkkel. Az alabbi eredményre jutottak:
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megtalalhat6é a C sejtvonalban
" mind a haromban
" B-ben s C-ben
" B-ben

sehol sem miutathato ki.

> ™R

Milyen kovetkeztetéseket lehet levonni arra vonatkozolag, hogy melyik
enzim génje melyik emberi kromoszéman talalhat6?
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CSALADFA-ELEMZES

A csaladfa készitése a genetikus egyik legfontosabb segédeszkéze az
orokletes  betegségekkel kapcsolatban felmeril  konkrét  problémak
megoldasaban. Bar a molekularis genetika modern, kifinomult médszereket
fejlesztett ki, a csaladfa-elemzés tovabbra is megérizte értékét a
humangenetikaban. Mivel célszerGen megtervezett keresztezések — amint az
a kisérletes genetikdban szokdsos — embereken nem hajthatok végre, a
humangenetikusnak legalabbis vizsgalatai kezdetén az adott jelleg egyes
csaladokban valo megjelenésérél gydijtott adatokra kell alapoznia ismereteit.
A csaladfa készitésénél a genetikus a tanacsot kér6 csalad tagjainak
vizsgélatara, ill. az elhalt és személyesen meg nem vizsgalhat6 rokonokrol
kapott szobeli informaciokra tamaszkodik.

A csaladfa felrajzolasanak egyezményesen kialakult szabalyai vannak
(3.dbra).

A nemzedékeket romai szamokkal jeloljik, a csaladfa legfelsé soraban
a leg6sibb (1.), aljan az utols6 generacio talalhato. Az egyes nemzedékekben
az egyéneket arab szdmok azonositjak (a szamok balrél jobbra névekednek,
egy-egy szil6par utédai kozott ez egy(ttal sziiletési sorrendet is jelent). igy a
csaladfan szereplé minden egyed azonosithaté egy széammal, pl. IV/5. A
betegeket (jelleghordozokat) a szimbolum satirozasaval jeloljuk. A
probandust8 vagy propositust (ha né, probanda vagy proposita) nyil mutatja.
A csaladfék vizsgélata alapjan kovetkeztetni tudunk arra, hogy az illeté
betegség (vagy jelleg) milyen éroklédésmenetet kovet, és ennek alapjan fel
tudjuk mérni az utddok érintettségének (megbetegedésének) kockazatat
(valoszindségét).

Az autoszomadlis domindns dréklésmenet jellemzdi:

Ha a dominancia szabalyos és teljes, a dominans tulajdonsidg minden
nemzedékr6l nemzedékre 4tadédik (nincs nemzedékugras). A jelleg férfiak-
ban és nékben azonos gyakorisdggal jelenik meg. A jelleghordozoknak
legalabb egyik sziil6je mindig érintett.

A jelleget nem mutaté testvérek és rokonok utédai kdzott a tulajdonsag
nem bukkan fel. Ha a sziil6k egyike érintett, az utdédok 50% valészindséggel
oroklik a dominans gént, és igy mutatjdk a jelleget. Ha a dominans gén
penetrancidja 100%-nal kisebb, el6fordul, hogy a tulajdonsag atugrik egy

8 Probandus vagy propositus: az a személy, aki miatt a csaladot feltérképezték és a
csaladfat elkészitették.
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generdciot (és igy egy személy, aki a csaladfa alapjan heterozigota kell, hogy
legyen, nem mutatja a jelleget). L. a 4. dbran bemutatott csaladfat.

Abortusz,

Q O NG ‘ halvasziiletés
d 0 Férfi § \E Kétpetéjd ikrek
8-0 Egypetéjd ikrek

> Hazassag @

Q S ) ]/ \l Petéjliség

? kérdéses
Betegek,

O > ® ®  jleghordozok

Vérrokonok
hazassaga

Heterozigbta
oo egyedek

CS—EJB_E\J Utodok ©) Konduktor

P ( Probandus
3 ¢ Osszevontan (
Qﬂ) abrézolt utédok \ (propositus)

3. abra
Csaladfa készitésnél hasznalatos jelzések



~

Il

3 il 5 "
A Ay
IV Q
3 4
0 0 A‘ A1 A1 o]
v g ?f ®
1 2 5 6 7 8
0
4. 4bra

Korém-patella szindroma csaladfaja
A korképet a rendellenességek egész szovedéke jellemzi, ezek azonban nem tal salyosak,
és az élettartamot és a fertilitast nem befolyasoljak. A kérém érintettsége valtozo,
elszinez6dést6l a korom teljes hidnydig. A patelldk rendszerint hidnyoznak, esetleg
csokevényesek. Gyakran a konyok is rendellenes. A szindromét szabalyos 6roklGdési
dominans gén okozza.
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Az autoszomadlis recessziv oroklésmenet jellemz6i:

Az autoszomdlis recessziv. modon 6roklds tulajdonsagok a két
nemben azonos gyakorisaggal jelennek meg. A tipikus csaladfan betegeket
(jelleghordozokat) csak néhany (gyakran csak egy) sziil6par gyermekei k6zott
talalunk. Az érintett gyermekek csaknem kizarolag egészséges (heterozigota)
sziil6ktsl szarmaznak, akkor is, ha a betegség nem letlis. Ez alol kivétel, ha
a tulajdonsag gyakori az adott populaciéban, vagy rokonhazassag(ok)
fordul(nak) el§ (I. alabb).

A recessziv jelleg nemzedékugrasokkal 6roklédik, tehat varatlanul
bukkan fel olyan csaladokban, ahol a felmené agi rokonok két vagy harom
(esetleg tobb) nemzedékében sem latunk elvaltozast.

Két heterozigbta hazassiga esetén az utodok megbetegedésének
valoszinisége 1/4. A ritka recessziv gének esetében ezért egy-egy sziilGpar
utodai kozott ismétldik a tulajdonsag.

Ha egy recessziv jelleget mutat6 személy homozigbta egészséges
egyénnel 1ép hazassigra, gyermekeik fenotipusosan egészséges heterozigotak
lesznek.

Ha mindkét szil§ érintett, valamennyi gyermekiik homozigéta és
jelleghordoz6 kell legyen.

Ha egy jelleghordoz6 hazastarsa heterozigéta hordozéja ugyanazon
recessziv génnek, utodaiknak &tlagosan a fele érintett lesz, s igy a csaladfa a
dominans 6réklésmenet csaladfajahoz fog hasonlitani (kvazi-dominéns lesz).

Mivel a rokonok nagyobb val6szindséggel hordozzak ugyanazt a
recessziv gént, mint a rokonsigban nem lévSk, ezért a vérrokonok
hazassagabol nagyobb gyakorisaggal varhaté recessziv jelleget mutatd
gyermekek sziiletése. (5. és 6. dbra)

Intermedier réklésmenet:

A dominancia és recesszivitis mesterséges és némiképp ©nkényes
fogalmak. Mivel a fenotipusra vonatkoznak, nagymértékben fiiggnek azoktol
a modszerekt6l, amivel a fenotipust vizsgaljuk. Ha az alkalmazott médszerek
elég érzékenyek, a recessziv gén hatdsat a heterozigbtakban is ki lehet
mutatni. Tovabb bonyolitja a képet, hogy a ,,dominéns” gén hatasa eltérG

lehet homo- és heterozigota allapotban (mind kvalitativ, mind kvantitativ
lehet a kiilénbség).
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,,Nemhez kdtott” oréklodés:

Nemhez kotottnek az ivari  kromoszomakon lokalizalt gének
oroklodését nevezték; ezek a gének is lehetnek dominansak vagy
recesszivek. Nemhez kotott helyett helyesebb X-hez, ill. Y-hoz kéotott
6roklédésrél beszélni.

Y kromoszéméahoz kotott oroklodés esetén né nem mutathatja a
tulajdonségot, mig az érintett férfiaknak minden fitigyermeke jelleghordozo
lesz. llyen génrél — a him iranyG nemi differencialodast elindito, Y
kromoszémaén levé génen kiviil — nincs megbizhaté adatunk, bar az an.
sz6ros ful (vagy mokus-fiil) nevd elvaltozast régebbi tankonyvek Y-hoz
kotottnek tartottak.

X-hez kotott oroklédés

Nében az X-hez kotott gének lehetnek dominansak és recesszivek.
Férfiakban, mivel csak egy X kromoszomajuk van (tehat hemizigotik az X
kromoszéman levé génekre nézve), ezek a gének mindig kifejez6dnek,
fuggetleniil attol, hogy nékben dominansként vagy recesszivként viselkednek.
Az X-hez kotott 6rokl6dés ismérve az aparol fidra torténd génatadas hianya.

X-hez kotoitt recessziv gének

Az érintett férfi minden fia egészséges, lanyai mind heterozigotak
(konduktorok). Ezen heterozigota nék fiigyermekei 1/2 valészindséggel
oroklik a gént és mutatjak a jelleget.

Az érintett férfiaknak gyakran van jelleghordozo fittestvériik vagy
nagybatyjuk (anyai nagybatyjuk 1/2 valészindGséggel 6rokli a recessziv gént a
heterozig6ta nagyanyatél). L. a 7. és 8. abran bemutatott csaladfakat.

X-hez kotétt domindns gének

Feliletes megtekintésre a csalddfa egy autoszomalis dominans gén
oroklésmenetére hasonlit. A donté kulonbség az, hogy ha a gén X-hez kaotott,
a férfiak nem orokitik at fiaikra, de minden leanyuk jelleghordozo6 lesz. Mivel
ez véletleniil is el6fordulhat, az X-hez kotstt dominans o6roklésmenet
megallapitasdra csak akkor van lehetGségiink, ha a csaladfan kell§ szamban
talalunk olyan sziilGket, akiknek a gyermekei kozétt a jelleg el6fordul.
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POPULACIOGENETIKA )
ES A FENILTIOKARBAMID iZERZES VIZSGALATA

A populiciogenetika targyat, ismeretkorét, az ideélis és redlis
populécié fogalmat, a Hardy-Weinberg térvényt és egyéb elméleti részeket
illetéen a megfelel6 tankonyvekre és jegyzetekre utalunk. Ezek tudott voltat
feltételezve, e helyen bevezetésiil csak néhany ismétlés jellegd megjegyzést
tdnik célszerdnek megtenni a valoszindségszamitas ismert alapfogalmairél (a
teljesség és a matematikai szakszer(ség igénye nélkiil).

A valészindség jele: P. Amire vonatkozik, azt utina irjuk zarojelben,
vele egy sorban. (A tovabbiakban nem csak a A~t, hanem a pt is hasznalni
fogjuk, ezért mar itt hangstlyoznunk kell, hogy a Pt a val6sziniség jeleként,
mig a pt a dominans allél elSforduldsi gyakorisaganak [értelmezhet6
valoszindségként is] jeleként hasznaljuk.)

Valamely esemény valoszindsége:

a kedvez§ esetek szama

dsszes esetek szdma

A valbsziniség szamszerd értéke 0 és 1 kozott valtozhat, mindig
tortben fejezziik ki. Ertelemszerden 0 a val6szinGsége a lehetetlen, 1 a biztos
eseménynek. Kulénosen a mindennapos orvosi gyakorlatban szokis a
valoszindséget (valaminek a bekovetkezési esélyét) szazalékban kifejezni,
mert ez a legtébb paciens szamara érthet6bb, megfoghatobb, szemlé-
letesebb, elfogadhatobb. (Pl. genetikai tanicsaddson, ha egy recessziven
6rokl6dé betegség ismétlGdési kockazatat a csaladban 1/4-nek adjak meg, ez
fgy némi magyarazatot igényelhet a legtobb laikus szamara, mig a 25%-ot
mindenki megérti.) Ez az eljaras azonban barmilyen szamitas szempontjabol
elvileg helytelen, és természetesen maksdésképtelen is, az esetleg szazalék-
ban megadott értékeket mindig at kell alakitani tortté. Példa valés, statisztikai
felmérésekbdl ismert populécios gyakorisdgok hasznalata esetén, valészing-
ségi értékek megadaséra: legyen az Rh™ személyek részaranya a népességben
16%, akkor annak a valoszindsége, hogy ebb6l a populaciobol véletlen-
szer(ien vélasztva Rh™ személy keriil elénk, P(Rh") = 0,16.
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Fiiggetlen események egyiittes el6forduldsanak valoszindsége (ahol az
egyik esemény bekovetkezése fiiggetlen a mésik bekovetkeztétdl):

P(A és B) = P(A) x P(B)

Mutassuk be egy egyszerd (s hagyomanyos) példan a fentieket!
Kézismert a kockadobés, akar mint szerencsejaték is. Mi a valészinisége pl.
annak, hogy 6-ost dobjunk? P (6) = 1/6. (Az dsszes lehetséges eset szama hat,
ezek kozott a kedvez6 [kivanatos] esemény egyszer fordul el6.)

- Ugyanez vonatkozik természetesen a tobbi szdm dobasanak valo-
szinGségére is. Ha az 6sszes dobasi lehetGség valoszindségét 6sszeadjuk, 1-et
kapunk eredményul. Teljes eseményrendszerrél beszéliink, ha minden
lehetséges esetet figyelembe vesziink. Ennek tagjai valoszindségi értékeinek
Osszege mindig 1-et ad eredményil? Ezt a szabalyt hasznalhatjuk
valoszinGségszamitasnal probaként is, teljes eseményrendszer vizsgalatanal
ellendrizhetjiik, hogy val6ban minden lehetGséget megvizsgaltunk-e.

Ha annak a val6szinGségét keressiik, hogy 1-est vagy 2-est dobjunk, a
kedvez6 esetek szama megn6, a kiilon-kiilon vett valoszinidségeket Sssze kell
adnunk:

P(1vagy2)=1/6 +1/6 = 2/6
Legyen most az a feltételiink, hogy elsre dobjunk 1-est, masodjara
pedig 2-est! Az esetek 1/6-aban varhat6, hogy a kivant 1-es lesz az els6
dobasunk, és ezen eseteknek szintén 1/6-aban, hogy 2-es kovetkezzék. A
fuggetlen események egyiittes bekévetkezésének fenti torvénye alapjan:

P(1 majd 2) = 1/6 x 1/6 = 1/36

Ha gy szabjuk meg a feltételt, hogy forditott sorrendben is kaphatjuk
a két szamot, ezzel a kedvezé eseteket kett6zziik meg:

P(1 majd 2 vagy 2 majd 1) = 1/6 x 1/6 + 1/6 x 1/6 = 2/36

a keresett val6szindség.

9 Kockadobasnal értelemszerGen nem lehet méas eredmény, mint hogy valamilyen szamot
dobjunk: a kocka sem a leveg6ben nem all meg, sem leesve az egyik élén vagy csticsan
nem keril nyugalmi helyzetbe, szitkségszerGen valamelyik szamot mutatja; a hat szam
teljes eseményrendszert alkot.
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Végezhetjitk természetesen két kockaval is a dobasokat, és itt Ggy
tehetjiik fel a kérdést, hogy mi a valészintsége az elsGvel 1-es, a masodikkal
2-es dobasanak. Az iménti megfontolas szerint itt is 1/36-ot kapunk, ha pedig
mindegy, hogy melyikkel dobunk 1-est és melyikkel 2-est, akkor — szintén a
fentiekhez hasonléan — 2/36 az ilyen egyiittes dobas valészindsége.

Ennek felel meg két kiilonbozG genotipust egyed keresztezése, pl.
homozigota domindns homozigéta recesszivvel: A4 x aa és aa x AA, ha
nincs kikotve, hogy melyik legyen a n6- és melyik a himnemdi.

Populaciogenetikai  szamitasokban egy lokusz kétféle allélje
gyakorisaganak (és ami ezzel szdmszerden egyezik: el6fordulasi val6szind-
ségének) jelolésére hagyomanyosan a pt és gt hasznaljuk: p a dominans és
q a recessziv allélre vonatkozik.

prg=1,

mert ha csak kétféle allél lehetséges, ezek egyiitt teljes eseményrendszert
alkotnak. Harom allél esetén:

prqg+r=1

A genotipusok gyakorisdga: homozigéta dominsns p?, heterozigéta
2pg, homozigbta recessziv g°, mert

Plpésp =pxp=p’,
Plpés gvagy qésp)=px g+ px q=2pq,
Plgés = qgx q= ¢’
Ms irasmoddal: P (AA) = p?, P(Aa) = 2pq és P(aa) = q2
PP+2pg+ ¢ =1,

mert egyrészt (p + q)z-r()'l van sz6, és p + g = 1, masrészt a homozigbta
dominéns, heterozigbta és homozigota recessziv egyedek alkotjak a
populaciot, két allél esetén mas genotipus (és az ezek altal meghatérozott
fenotipus) nem lehet, azaz teljes eseményrendszerrel allunk szemben.

Harom allél esetén a genotipusok gyakorisagat a

(p+q+r)2=
=p2+2pq+2pr+q2+2qr+f?=1

Osszefiiggés adja meg.
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A pt és gt értelmezhetjik tgy is, hogy egy populaciobol, egy génpar
vonatkozdsaban a dominans allél véletlenszerd kivalasztasanak valoszind-
sége p, a recesszivé g. Ugyanigy: homozigéta dominéns egyed véletlenszerd
kivalasztasanak valoszindsége p°, heterozigotaé 2pg, homozigota recesszivé

Mivel a homozigbéta domindans és heterozigota egyedek fenotipusa —
tiszta dominancia esetén — nem kiilénbozik egymastol, populacios
vizsgalatokban legtobbszér a homozigota recesszivek gyakorisagat allapit-
hatjuk meg, azaz a ¢° éntékét (feltéve természetesen, hogy a populacié
egyenstlyban van), s mindenféle gén- vagy genotipus gyakorisagi szamitast
ebbdl kiindulva vezethetiink le.

A kilonbozd  tipusG  keresztezések  (embernél:  hazassagok)
valoszindsége (gyakorisiga) a fiiggetlen eseményekre vonatkozé fenti
torvényszerdségek alapjan irhat6 fel. Ne feledjuk el azonban, hogy mig pl.
homozig6tak keresztezésekor a dominans ill. recessziv egyedek sajat csoport-
jukon beliili parositasa csak egyféleképpen lehetséges: A4 x AAill. aa x aa,
addig a két csoport kozotti parvalasztasban egyformén val6szinG az AA x aa
és aa x AA himnem( x n6nem( pdrositas. Az utddok geno- (és feno)-tipusai
varhaté aranyanak meghatarozasaban a mendeli genetika torvényszerdségei
az iranyadok.

A human populaciogenetikai vizsgalatok egyik legismertebb, nagyon
egyszer, a gyakorlatban is kénnyen bemutathaté példajaként a
feniltiokarbamid (PTC) izérzés szolgal. Ezt az anyagot az emberek egy része
keser(inek érzi, mig masok izetlennek mondjak. Az izérzéképesség 6rokl6d6
tulajdonsdg, a PTC izére valo érzékenységért egy kilon génpar felels: a
dominans allél hatdrozza meg a PTC-izérz6képességet, a recessziv ennek
hidnyat. Ezek szerint a homozigbéta dominédns és a heterozigbta genotipust
egyedek érzik a PTC keseriiségét, mig a homozig6ta recesszivek nem.

A vizsgdlat kivitele

PTC oldat: 1,3 g feniltiokarbamidot kell feloldani 1000 ml desztillalt
vizben (= témény oldat; szobahdén telitett oldat), majd ebb6l 11 taga, 2-es
léptekd higitasi sort késziteni. Ennek utolso tagja (a térzsoldathoz képest 2N
koncentracio6ja) kapja a 12-es sorszdmot, az egy fokkal tdményebb a 11-est,
és fgy tovabb. Az eredeti témény oldat az 1-es.

A vizsgalat soran mindig a legnagyobb higitast, azaz a 12-es jeld
oldattal kezdiink. Alaposan megtisztitjuk (megmosatjuk, szarazra t6roljik) a
vizsgaland6 egyén kézhatat, és erre cseppentjilk a tesztelt oldatot. Két
cseppnyit visziink a b6rfelszinre, ezt a vizsgalt lenyalja, és kozli, hogy volt-e
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izérzése, s ha igen, milyen jellegd. A maradékot szirGpapirral gondosan
leitatjuk. Nem kell el6re kozolni, hogy milyen jellegd izérzetre szamitunk,
csak a spontan értékelésre tamaszkodjunk. Ha a vizsgalt személy nem érez
semmilyen izt, a 11-es oldattal folytatjuk a tesztelést, s mindaddig haladunk a
téményebb oldatok irdnyaban, amig elériink a keserd érzés jelentkezéséig.
Ekkor, kontrollként, desztillalt vizet cseppentiink a bérfelszinre, amit nem
szabad keser(inek éreznie a paciensnek. Ha mégis, akkor vagy a PTC-oldat
maradékanak eltavolitdsa volt elégtelen, vagy bizonytalan jellegi az izérzés.
El6fordulhat, hogy a szajiiregben maradt a hasznalt oldatbél annyi, ami
meghamisitja az eredményt. Ha ennek gyanGja meriil fel, egy-két korty vizet
kell itatni a vizsgalttal. A desztillalt vizre adott negativ valasz utan Gjra az
el6bbi PTC-oldatbol cseppentiink izlelésre, majd valtogatjuk a desztillalt
vizet és a PTC-t. Adott toménységnél akkor tekintjik pozitivnak az
eredményt, ha négy esetbdl legalabb haromban jelezte a keserd izt a vizsgalt,
a vizet pedig mindig izetlennek mondta. Igen gyakori, hogy a pozitiv
eredményt végilis csak az elsé jelzésnél egy fokozattal téményebb oldat
esetén rogzithetjik.

Természetesen a vizsgalt személy sohasem tudhatja, hogy mit
cseppentiink a kézhétara, ezért a PTC oldatsort ill. a desztillalt vizet
tartalmazo tvegeknek a hata mogott kell lenniik, az alkalmazott pipettak,
szemcseppentdk, szivoszilak (vagy egyéb eszkdzok) — ha a szeme elé
keriilhetnek — teljesen egyformak legyenek.

Ha valaki folyamatosan az izérzés hianyarol szamol be, az 1-es jeld
(tomény) oldatig juthatunk, de nem-érzének tekinti az e vizsgélattal
foglalkoz6 szerzék tobbsége mar azt is, aki a 2-es (271 -szeres téménységad)
oldatnal jelez izérzést, mondvan, hogy itt nem valédi érzésr6l, hanem a
tomény oldat kozvetlen kémiai hatasarél van szé6. A téményebb PTC-oldat
csip is, ezt (zérzetnek vélheti a paciens. (Sokan a 2 2 szeres toménységnél is
kétlik a jelzett izérzés valodisagat.)

A fentiek elvégzése utdn — kilénosen, ha az eredmény negativ —
tajékozodni szoktak a vizsgalt dltalanos izérzéképességérdl is, édes, savanyd,
s6s és keserl (természetesen nem feniltiokarbamid!) anyagok megizlel-
tetésével. Ismeretes ugyanis az altalanos fzvaksag, mely esetben az egyén
semmiféle izt sem érez, gy a PTC-ét sem, az ilyen ember azonban nem
sorolhaté a PTC-t nem érzck kozé, hiszen akar homozigota dominans is lehet
ebben a vonatkozasban, de — a génkélcsonhatasok korébe utalhato jelenség
(szupplementer génhatas) miatt — ez a genotipusa nem jut érvényre a feno-
tipusaban.

Tanulsagos a gyakorlaton annak megfigyelése, hogy az |zerzokepesseg
milyen tag érzékenységi hatarok kozétt szorédik. A tobbség a vizsgalati sor
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7.-10. tagja kozott jelzi a keserd izt, ritka, aki mar a 11.-nél, néhényan pedig
csak a 6. vagy 5.-nél. Semmilyen &sszefiiggés nincs az érzékenységbeli
kiilonbségek és a — valdszindsithetd — genotipusok kozétt. A biztosan
heterozigotak csoportjaban (érzéknek nem érzdkkel kotstt hazassagabol
sziiletett izérz6k) is megvan a sz6rédas, azaz a genotipus expresszivitisa a
kulonb6z6 egyénekben mas és mas lehet. (Ennek okai nyilvanvaléan a
génikus kornyezet eltéréseiben rejtGzhetnek.) Egy ember élete sordn nem
mutat jelentds ingadozast az érzékenység, s6t, akar stabilnak is tekinthetd, ha
eltekintiink a kiilonboz6 id6pontokban hasznalt vizsgalati oldatok esetleges
toménységi pontatlansagaitol, vagy a hasznalt vegyszer szennyezettségének
lehetGségétdl.

Mivel a PTC-izérzést egyetlen génpar orokiti, alkalmas génfrekvencia
vizsgalatok végzésére. izérz6k a homozigota dominansok és a heterozigétak,
nem-érz6k a homozigéta recesszivek. (Nincsenek pontos adataink arra
nézve, hogy milyen egyéb kémiai anyagokra terjed ki az érzékenység. A
feniltiokarbamid nem természetes anyag. Néhany, Ggyszintén mesterséges
struktaranalégjarol kimutattak a hasonl6 viselkedést, de a természetes keserd
anyagok nem ebbe a kérbe tartoznak.) Igaz, az emberi populéciékra — mint
minden mas reélis populaciora sem — nem érvényesek az idealis populacié
kritériumai, melyek eldfeltételei a populiciogenetikdban targyalt &ssze-
fuggések és torvényszerlségek érvényességének. De — mai tudasunk szerint
— sem az izérz6képesség, sem annak a hidnya semiféle szelekcios el6nnyel
vagy hétrannyal sem jér, a parvélasztasban sem jatszik szerepet, fgy ebben a
vonatkozésban az emberi népesség elég jol megkozeliti az idedlis populacié
feltételeit.

L.H. Snyder vizsgilta nagyobb, 3643 személyt magéaban foglalo
mintan a PTC {zérzést. 70,2% volt érz8, 29,8% nem-érz6. Mivel ez utébbiak
a homozigota recesszivek, aranyuk, g 2= 0,298. Innen: g = 0,546, ami a
recessziv gén gyakorisaga a Snyder altal vizsgalt populaciéban. Mivel p+ g =
1, tehdt p =1 - g, innen p = 0,454 a dominans gén gyakorisaga. Figyeljiik
meg: a recessziv gén el6fordulasi ardnya a populaciéban nagyobb, mégis a
dominans fenotipus a gyakoribb!

Jeloljilk a dominans allélt 7-vel, a recesszivet t-vel! Ennek megfelelGen
P(T) = p, P(TY) = 2pg és P (1) = qz Vizsgaljuk meg, hogy a valésigban
talalt értékek mennyire felelnek meg az elméleti eloszlasnak! Snyder
eredményei ugyanis tablazatos formaban is rendelkezésiinkre alinak:
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Hézassag Csalddok  Utodok szama Nem-érzék

tipusa szama  Erz6 Nem-érz6  aranya

Erzé x érz6 425 929 130 0.122
£rz6 x nem-érzé 289 483 278 0.365
Nem-érz6 x nem érz4g 86 5 218 0.978

Milyen aranyban varhatok elméletileg nem-érz6 (azaz homozigéta
recessziv) utddok az érzék egymds kozott kotott hazassagaibol?

A hézassag Az utodok
tipusa valészindsége genotipusa és valoszinGsége
1T Tt t
PTxTN =g - p? = p? p*
POTxT) = p - 2pg=20°q Pqa + pq

P(TtxTT) = 2pq - % = 207g g + pg
P(TtxTt) = qu - 209 =47 PP + 2048+ Pf

Az ilyen tipust hazassigok valoszindsége: p* + 4p°q + 474 A
homozigéta recessziv utédok valészinidsége: p§ .

A homozigbta recesszfvek aranya:

r'q -

p' +p'q +ap'q’  p' +4pq +4q°

= (Itt vegyiik észre, hogy a nevezében

P + 2g négyzete van.)
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e Y _a Y (aY 1.
<(p+2q) {l——q+2q) —(l-i-q) (p-l q)

Ezt behelyettesitve g értékével 0,124-et kapunk, ami meglepSen j6!
egyezik a talélt 0,122-vel.

Nézzitk meg azt, hogy az érzék és nem-érz6k kozott ketott
hazassagokbol elméletileg milyen aranyban varhaték nem érz6 utédok.

A hézassag Az utédok
tipusa val6szinlsége genotfpusa és valoszindsége
Tt tt

POTxW =7 - =g i
P(Ttxn)=2pq-qz=2pq3 pq} + pq3
PaxTN=q" -p° = p°¢ Ll ,
PatxTO) = ¢’ - 2pq=2pq° e+ pg

Ezen tipusG hézasssgok valészindsége: 20°° + 4pg’. Az ilyen
h4zassagokbo! szarmaz6 homozigéta recesszivek aranya:

3

2pg° _ M _ 9 _ 9 _q
2p’q* +4pg® p'q’ ¥2pg’ p' +2pqg p+2q 1—q+2q 14y

Ide behelyettesitve a g értékét az eredmény 0,353, ami még jél
egyezik a val6sagban talélt 0,365-6s értékkel.

Az egyetlen lényeges eltérés a valosag és elmélet kdzott a nem-érzek
egymds kozotti hazassagainal talalhaté: ha mindkét szil6 homozigota
recessziv, akkor frigyiikb6l csakis nem-érz6 gyermekek sziilethetnek. Ezzel
szemben a 86 hazasparbol all6 csoportban a 223 gyermek kézil 5 PTC
izérz6nek bizonyult. Tanulsagos a lehetséges okok megfontoldsa.0 (1) Lattuk
az eljarés kivitelezésérél irott részben, hogy van valamelyes bizonytalansag a

10 A rendelkezésre 4116 forrasb6l sajnos nem deriil ki, hogy az 6t PTC-zérz6 gyermek
hény csaladbél szarmazott a vizsgalt mintaban és mennyi id6s volt. A lehetséges okok
megvilagftasaban ez nem elhanyagolhat6 szempont lenne.
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besorolasban. El6fordulhat, hogy egy vizsgalt személy a kétszeres higitasa

oldatot keserdnek jelezte, de ezt nem tekintették valédi izérzésnek. (2)
" Kuléndsen nehéz az (zérzés megitélése igen kicsiny gyermekek és csecsemdk
esetén. Naluk a nyelvgydkre szoktdk cseppenteni a PTC-oldatot, s a tiltako-
zasbol, fintorokbdl, felsirasbol, esetleg dklendezésbdl kovetkeztetnek annak
kellemetlen fz( voltara. Ez azonban nem bizonyitéka a keserd iz érzésének,
oklendezhet egy gyermek a nyelv hatsé részének (és alkalmasint a garatnak)
az ingerlése miatt is. (3) Egyes esetekben kérdéses lehet az apasig is:
el6fordulhat, hogy az izérzésént felel6s dominans allél nem a térvényes
apatol szarmazik.

A szémitott és ténylegesen kapott értékek ismertetett igen j6 egyezése
egyattal bizonyiték arra, hogy a tulajdonség-6roklGdéséért egy génpar (egy
lokusz kétféle allélje) a felel6s. Tébb olyan emberi 6r6kl6dé jelleget
ismeriink, amelyr6l az itt lefrtakhoz hasonlé vizsgalatokkal és gondolat-
menettel bizonyitottak, hogy egy lokusz alléljei alakitjak ki.

A feniltiokarbamid-izérzésnek egyébként kilénosebb gyakorlati
jelentdsége nincs. Egyes szerzék felhivtak a figyelmet arra, hogy bizonyos
pajzsmirigy-megbetegedések gyakorisiga eltér6 volt az érzék és nem-érzék
koézott, ez azonban nem nyert bizonyitist barmiféle oki Osszefliggés
lehet6sége szintjén. Egy id6ben hasznaltak a PTC izérzés vizsgalatat apasagi
keresetek elbiralasaban, mint tobb kézil az egyik orokletes bélyeget.
Elméletileg csaktgy, mint Snyder bemutatott adatai alapjan nyilvanval6, hogy
ennek eredményét csak bizonyos kombinaciék esetén vehette figyelembe a
birosag, az esetek tobbségében nem. Amitta sokkal objektivebb és egyéni
azonositast lehetévé tevé fenotipusos bélyegek meghatarozasa valt lehetévé
(HLA rendszer, DNS fingerprinting, stb.), ez a megkdzelitési méd kikeriilt az
igazsagiigyi orvostani gyakorlatbol.

Akdr a PTC-izérzést, akar valamilyen egyéb o6roki6d6 jelleget
vizsgilunk a populiciéban, sohasem szabad elfeledkezniink arrél, hogy
megbizhat6 statisztikai kiértékelésre csak kelléen nagy egyedszdmi minta
alkalmas. Optimalis az lenne, ha egy adott populaci6 minden egyes tagjat
tesztelni tudnédnk, ez azonban &ltaldban lehetetlen. Mint emlitettik, Snyder
vizsgalatait 3643 személyen végezte. Ez az egyedszam elég nagy volt ahhoz,
hogy az elméleti és a valosigban kapott értékeket Gsszehasonlithattuk.
Elegendének tinik egy ilyen nagysag minta egy (kzepes nagysag() varos,
esetleg egy megye népessége génfrekvencidjanak meghatarozasihoz is
(eltekintve itt most attol a kérdéstél, hogy mennyiben tekinthet6 ez a sokasag
valéban egy populdciénak). Salyos hiba volna azonban, ha pl. azt allitanank,
hogy az idézett felmérés alapjan az Amerikai Egyesilt Allamokban (Snyder
ott dolgozott) a PTC-izérzésért felel6s dominans allél gyakorisiga 0,454.
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Sohase felejtsiik el azt sem, hogy — &sszehasonlitva a velik egyiitt él6
tObbségi népességben meghatdrozott adatokkal — bizonyos kisebb
csoportokban, amelyek valamilyen etnikai, vallasi, stb. k&zésséghez
tartoznak, jelentGsen eltéré géngyakorisagok talalhatok! Ennek a ténynek a
genetikai epidemiolégiaban rendkiviil nagy jelentésége van.
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GENETIKAI PROBLEMAK II.
(POPULACIOGENETIKA)

1.) A cysticus fibrosis (muscoviscidosis) recessziven 6rokl6dé betegség. Angol
adatok szerint gyakorisaga 1:2000. Vajon hany heterozigéta hordozéja van e
betegség génjének Nagy-Britanniaban, ha az orszag bennsziil6tt lakossagat
egy popu-lacionak tekintjitk és szamat 50 milliora kerekitjiik?

2.) Mekkora valészindséggel sziilethet egy Rh-pozitiv férfi és Rh-negativ né
hézassagabol Rh-negativ gyermek? (Europaban az Rh-negativitas gyakorisagét
16%-ra kerekithetjiik.)

3.) Egy populaciéban a férfiak 60 %-a Xg(a*) vércsoportt. Ez a vércsoport
dominans jelleg, szemben az Xg(a’)-val, ami recessziv. Ha Xg(a’) apak és
Xg(a*) anyak hazassagabol szarmazd gyermekeket vizsgalunk az adott
populéciéban, a fitk ill. a lanyok hany szézaléka lesz varhatéan Xg(a')?

4.) A "szinvaksag" X-hez kotott recessziv jelleg. Alapjaban véve a kifejezés
helytelen, mert a teljes szinvaksag igen ritka, a "szinvakok" tulajdonképpen
szintéveszt6k (csokkent szinérzékenység egy alapszinre: protanomalia esetén
vorosre, deuteranomaliaban zéldre), ill. egy szinre érzéketlenek (protanopia
= vords-vakséag, deuteranopia = z6ld-vaksag).

a.) Eurépaban a férfiak kb. 8 %-a "szinvak". Ezen érték alapjan milyen
gyakorisaggal varhatunk "szinvak" n6ket féldrésziinkon?

b.) A tényleges érték nem azonos a most szamitottal, hanem kb. 0,4 %.
Megmagyarazhaté-e ez azzal a ténnyel, hogy a protanop és protanomal
férfiak gyakorisaga 0,02, a deuteranopok és deuteranomaloké 0,06?

5.) A Tay-Sachs betegség (idiotia amaurotica infantilis) recessziv 6rokl6désa
(. Genetika jegyzet 229-230.0.). Gyakorisdga az Egyesiilt Allamokban az
askenazik kozétt 1:5000, a nem-askenazik esetén 1:500 000. Mekkora a
recessziv gén gyakorisaga az askendzi és a nem-askenazi népességben?

6.) Az el6z4 példaban emlitett askenazi populacioba tartoz6 két egyén kivan
egymissal hazassagot kotni, akik nem rokonai egymasnak. Mekkora a

valészintisége, hogy Tay-Sachs betegségben szenvedd gyermekiik sziilessen,
ha

a) egyikiik rokonsagaban sem fordult még el6 ez a korkép
b) egyikiik testvére ebben a betegségben halt meg?
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) mindkettgjitknek 2-2 testvére szenvedett Tay-Sachs kérban?

7.) Ha a 6. kérdésben felsorolt a), b) ill. ¢) esettel keriilne szembe mint
gyakorlé orvos, mi volna az éllasfoglalésa, tanacsa?

8.) San Franciscoban 4028 feketebdri vizsgalata soran 351-ben talaltak
sarlosejtes jelleget. Ha elfogadjuk, hogy valos populacio redlis adatéval
allunk szemben, mekkorara tehetjiik az "S-hemoglobin gén" gyakorisagat San
Francisco feketebdrd népességében, és milyen gyakorisaggal sziilethetnek
sarlosejtes vérszegénységben szenvedd csecsemdék ebben a populacioban?

9.) Egy rozsféldon minden haszezredik névény albiné a recessziv al allélra
valo homozigotasag miatt. Ha egyenstlyi populaciérél van sz6, mekkora a
recessziv allél, ill. a heterozigota névények gyakorisaga?

10.) Egy véletlenszerden parosod6 populaciéban p=0,9929 és q=0,0071.
Médjaban all a heterozigotak szamanak meghatarozasa: 20000-bsl 400.
Egyenstlyban van-e ez a populaci6? Mennyinek kellene lennie a hetero-
zigbtak szamanak a genetikai egyensaly allapotaban?

11.) Egy populacié reprezentativ mintdjaban a kovetkezS genotipus-
aranyokat talaltak: 210 AA : 50 Aa : 20 aa. Adja meg az A és a allélok
gyakorisagat! Egyensulyban van-e a populacio?

12.) Az A allél p= 0,6, mutacios ratdja u= 0,0004. Ha ez az egyensilyi
gyakorisdg, melyet visszamutalds tart fenn, ez utobbinak mennyi a
gyakorisaga?

13.) Egy recessziv letalis allél gyakorisaga 0,0001. Mekkora ennek a varhato
gyakorisaga az 500. nemzedék utdn, ha sem mutici6, sem migracié nem
torténik?

14) Hany nemzedék sziikséges ahhoz, hogy egy recessziv letalis gén
gyakorisaga kizarolag a szelekcio6 révén 0,0001-r6l 0,00001-re csokkenjen?



AZ INDUKALT ENZIMSZINTEZIS VIZSGALATA

A kornyezethez valé minél jobb alkalmazkodasban kiilonféle straté-
gidkat és ezeken beliil szamos mechanizmust hasznal az élévilag. Prokariota
sejtek anyagcsere-szabalyozasanak két alapvet6 mechanizmusa ismert: a
gén- és az enzim-szinten torténd regulacié. Az elébbi a transzkripcio
szabélyozasat jelenti. Mivel a frissen szintetizalodé6 mRNS-hez még annak
elkészilte el6tt kapcsolodnak a riboszomak, a génikus informdcio étirasa és a
transzlacié szorosan és mechanikusan kapcsoltnak tekinthetd. Szamos
esetben egy-egy enzim mennyiségének meghatarozéasaval allitja be — inditja
meg vagy allitja le — a prokariéta sejt valamelyik anyagcserett aktivitasat,
ahol ennek makodésére nincs allandéan sziikség. Ezt leggazdasigosabban az
illetd enzim mRNS-e szintézisének szabdlyozasaval éri el: csak sziikség
esetén termel nemcsak egy fehérjét, hanem az annak informaci6jat hordozo
RNS-t is. Ez a tipusG szabalyozési képesség nyilvan elnyt jelentett a
torzsfejlédésben.

Tovabbi evolticios eredménynek (és nyereségnek) tekinthetjiik azt a
jelenséget, hogy az egy metabolikus Gthoz tartozé (azt megval6sitd) enzimek
kozds szabalyozas alatt allnak, aminek fizikai egysége az operon (ritkabban,
a genomban ,,lazabb’’ elrendezédésd, funkcionalis véltozataban: a regulon).
Az operonalis szabélyozas elvét Escherichia coliban fedezte fel Jacob és
Monod, a tejcukor (lakt6z) hasznositasiban szereplg enzimek szintézisének
tanulmanyozdsa nyoman. Ezek (B-galaktozidiz, galaktozid permeaz és
tiogalaktozid transzacetildz) génikus informaciéja a /fac operon harom
struktGrgénjében (Z, Y és A) talalhat6, amelyek transzkripcioja a fac P génrdl
indul, ha a /fac G-hoz nem kapcsolédik a /ac / dltal meghatérozott represszor
fehérje, és ugyanakkor kell6 mennyiségben jelen van aktiv katabolit aktivator
protein (CAP). Az operonr6l egyetlen policisztronélis mRNS-t ir 4 az RNS
polimeraz, amir6l a transzlacioban a harom emlitett, kilonféle fehérje
szintetizalodik. Ezekre az enzimekre — értelemszerdien — abban az esetben
van sziiksége az £. coli sejtnek, ha a kérnyezetében megjelenik a tejcukor,
ami természetes él6helyén csak akkor fordul el6, amikor a gazdaszervezet
(édes) tejet fogyaszt.

Alaphelyzetben a /ac operon represszalt allapotban van: nem térténik
rajta transzkripcio. A laktoz megjelenése a sejt kornyezetében, és bejutasa a
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citoplazmaba — megfelels feltételek fennallasa esetén — indukalja a 8-
galaktozidaz (és a két masik) enzim szintézisét. (Az egyiittes indukcio alapja
az.egyetlen kdzés mRNS.) Alapvetéen a kovetkez8 mechanizmus révén
valésul meg a jelenség: A /ac represszor allosztérikus fehérje, amely csak
addig képes a operdtor génhez kapcsolodni és ezaltal a /ac operon
transzkripciojat gatolni, amig hozza egy kis molekulaja ligand (egy effektor):
az induktor nem kapcsolédik. Fiziologias kériilmények kozott ez a molekula
a tejcukorbol atalakuld allo-laktéz. Ismeretesek azonban mesterséges
induktorok is, amelyek el6nye, hogy a sejt nem metabollzalja Sket. llyen pl.
az IPTG (izopropil-B-D-tiogalaktozid), ami 5x10™* moléris végkoncent-
racioban maximalis indukal6 hatast fejt ki. Kisérletiinkben ezt hasznéljuk.
Fiziologias korilmények kozott csakigy mint tenyészetben a tejcukrot
az E. coli szén- és energiaforrasként hasznositja. A B-galaktozidaz ezt a
diszaharidot glitkozra és galaktozra hasitja. Aktivitisanak kimutatasa
kisérletes vizsgalatokban azon alapszik, hogy nem csak a laktozt, hanem egy
mesterséges szubsztratot, az ONPG-t (o-nitrofenil-g-D-galaktopiranozid) is
képes bontani. Ebbdl a szintelen vegyiiletbGl a galaktoz lehasitasaval o-
nitrofenol szabadul fel, ami sirga. Ennek a szinnek az intenzitasa a 420 nm-
en mért fényelnyeléssel adhaté meg, és ez — bizonyos hatarok kozétt —
egyenesen aranyos az elbontott ONPG molekuldk szamaval, ami pedig
(megfelel6 idGegységre szamitva) az enzim aktivitdsaval. Standard
korialmények kozott az aktivitas az enzimmolekulak szamaval arényos, ebbél
kovetkez6en kisérletesen a termelt enzim mennyiségét az E,,; értékkel
jellemezhetjiik. (Az operonhoz tartozé6 maésik két enzim meghatarozasa
nehézkesebb feladat, a galaktozid permedz aktivitdsanak kimutatasara
indirekt modszert alkalmazunk a permeabilitas vizsgélatat célz6 gyakorlaton.)
Ismeretes, hogy a szél6cukor metabolizmusét (glikolizis, citratkor,
terminalis oxidaci6é), mint a disszimilacioban alapvetGen legfontosabb
energianyerG bont6é (katabolikus) folyamatot az £ cofiban konstitutiv
enzimek viszik végbe. Ezek folyamatosan és magas aktivitassal talalhatok
meg a sejtben. Minden egyéb szénhidrat hasznositdsa ebbe a metabolikus
(tba torkollik bele, ami azt is jelenti, hogy ezek felvétele és bontasa csak
akkor lehet gazdasagos a sejt szamara, ha glikoz nem &ll rendelkezésére.
Ugyanis az olyan enzimek szintézise, amelyek az egyéb szénhidratok
felvételéhez és a glikolitikus folyamatba csatornazasihoz sziikségesek, plusz
energiat és anyagot (aminosavakat) igényel, mig az alapot jelents
enzimléncra mindenképpen szikség van. igy érthetévé valik, hogy a
transzkripcios szabalyozas szintjén egy olyan mechanizmus is kifejladott,
ami a glikoz abszolGt elsGségét biztositja barmilyen egyéb szénhidrattal
szemben. Ez a katabolit represszi6 jelensége, amely pl. a /ac operon esetén
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annak indukalt allapotaban is lehetetlenné teszi transzkripciojat (ugyanagy,
ahogyan barmilyen egyéb katabolikus operonét is). Megfelelé koncentracioja
gliikoznak a kornyezetben valo jelenléte és ennek nyoman felvétele az £. coli
sejtbe lecsokkenti az adenildt ciklaz aktivitasat (. a permeabilitasi
gyakorlatnal, Biologiai gyakorlatok Il. 45-46. o.). Ez az intracellularis cCAMP
koncentracio rendkiviil alacsony szintjéhez vezet. Mivel a katabolikus
operonok promotor génjén torténd transzkripcié inicidlashoz (és ennek
megfelel§ frekvenciaval val6 fenntartisihoz) sziikséges a CAP kotGdése,
amely allosztérikus protein csak cAMP kapcsolodasa utan képes hatasanak
kifejtésére, a gliikdz az &sszes katabolikus operon transzkripciojat
egyidejdleg represszalja az inicialasra kifejtett pozitiv hatas elmaradésa
révén.

Enzimindukcios kisérlethez a gyakorlaton £ coli K12 vad tipusa
sejteket hasznalunk (exponencialis névekedési fazisban). A hallgatosig a
munka kezdetére kapja kézhez a tenyészetet, valamint az IPTG-t a kivant
mennyiségben tartalmazo6 lombikot (jelzése: 1). A /ac operon indukcija tgy
torténik, hogy az induktor oldatét tartalmazé6 lombikba 20,0 ml baktérium-
szuszpenziot mériink be. Ez a kisérlet 0. perce, ekkor inditjuk el a
stopperorat. Egy erételjes sszerazas utan mintét vesziink, majd a lombikot
behelyezziik a 37°C-os vizfird6be, amely razoberendezéssel van ellatva, és
a razatast azonnai elinditjuk. Mintavételekkel gy6z6diink meg a §-
galaktozidaz szintézis el6rehaladasarél és ennek iitemérsl. A kisérlet 10.
percében 5,0 - 5,0 ml-nyi indukalt tenyészetet mériink 4t két masik lombikba,
amelyek kozil az egyik gliikozt (jelzés: G), a masik chloram-phenicolt
(jelzés: C) tartalmaz. Folytatjuk a razatast, és a tovabbiakban ebbdl a két
lombikbél is vesziink mintakat, az alabbi tablazat szerint. Az atmérések és a
mintavételek idejére (de csak arra, a lehet6 legrovidebb megszakitassal) a
razatast leallitjuk, egyébként folyamatosan fenntartjuk.

A maradék £ coli tenyészetb6l 5,0 ml-t egy olyan lombikba 6ntiink,
amelyik nem tartalmaz induktort, és ezt is behelyezziik a vizfiird6s razéba a
kisérlet 0. percében. Ez az indukalatlan kontroll (jelzése pl.: 0). Ebbdl csak a
razatas végén vesziink mintat.

Glikoz hozzaadasaval a katabolit repressziot demonstraljuk, a
chloramphenicolos tenyészeten pedig ezen antibiotikum fehérjeszintézist
felfiiggesztd hatasat mutatjuk ki.

A kisérlethez széles szaja lombikokat hasznalunk, amelyekben a
tenyészeteket 37 °C-os vizfiirdSben razatjuk. Mivel az Ecoli az emberi
bélflora tagja, szdmara optimalis a 37 °C. Megfelel6 oxigénelldtasra van
sziikségik a sejteknek ahhoz, hogy anyagcseréjik a kisérlet szempontjabol
kielégits legyen, ezt a célt szolgalja a nyitott lombik és a razatas.

47



0,5 ml-s mintikat vesziink (az alabbiak szerint) olyan kémcsévekbe,
amelyeket el6z6leg megfelelGen megjeloltiink, s amelyekbe 0,1-0,1 ml
CTAB/chloramphenicol oldatot el6re bemértiink. Figyeljink arra, hogy a
baktériumszuszpenziét azonnal és alaposan keverjik el az cldattall Az
utébbi vegyiilet prokariota (tipust) riboszémakon a transzlacié folyamataban
az elongicio6t gétolja. Azaz hatasara egy polipeptidlanc szintézise azonnal
leall, mihelyt ez az antibiotikum bejut a sejtbe és ott a megfelel§
koncentraciot eléri. Ez néhany masodperc alatt megtorténik. igy a mintavétel
pillanatdban gétolva a tovabbi enzimszintézist, a 8-galaktozidaz aktivitas,
vagyis az enzim mennyiségének aktuélis szintjét hatdrozhatjuk meg a
tenyészetben gy, hogy lehetGséget kapjunk a razatas befejezéséig a mintak
Osszegyljtésére, és egyiittes tovabbi feldolgozasara. (A B-galaktozidaz elég
stabil enzim ahhoz, hogy a kézben sziikségszer varakozas ideje alatt még
szobahdn se lépjen fel emlitésre mélto veszteség.) A CTAB (cetil-trimetil-
ammoniumbromid) hatdsa a permeabilitast vizsgilé gyakorlatrol ismert
(Biologiai gyakorlatok 1. 41. o). Mint detergens a sejtmembran lipid
kettGsrétegének feloldasaval az ONPG szabad, barmilyen permeabilitasi
barriertdl fliggetlen bedramlasat teszi lehet6vé a sejtekbe, azaz biztositja,
hogy a reakcioban kifejl6d6 szinintenzitds valoban a pB-galaktozidaz
aktivitassal legyen egyenesen aranyos.

A kisérlet itt kovetkez6 mintavételi tervéhez elsljaroban a kévetkezs
megjegyzéseket kell flizniink. Parhuzamos mintdk vétele nagy mértékben
megndveli az eredmények megbizhat6sigat. Tobb tényezé akadalyozza,
hogy megfelel6 szamG probat vegyiink, mindenképpen torekedniink kell
azonban arra, hogy legalabb két-két parhuzamost nyerjiink minden
idépontban. Fizikailag lehetetlen, hogy ez pontosan abban a pillanatban
torténjék meg, amit az alébbi séma diktal, &m mivel az enzimindukcio
kinetikajara vagyunk kivancsiak, amit a megfelelS gorbérél olvasunk le, nem
az a fontos, hogy egy elGre eltervezett id6pontban masodpercnyi
pontossaggal vegylink mintat, hanem sokkal inkabb az, hogy a mintavétel
tényleges idGpontjat rogzitsiik, és az ehhez tartoz6 enzimaktivitasi értéket a
grafikonon valéban az aktualis pillanathoz tartozéan abrazoljuk. Ugyanez a
megfontolés érvényes az atmérések idSpontjara is.

A B-galaktoziddz aktivitds mérése.

Valamennyi mintat 37 °C-os vizfirdébe allitjuk, majd 0,5-0,5 ml
ONPG oldat hozzaadasa utdn 10 percig inkubaljuk. A reakciét 1,0 ml (1
moélos) Na,CO, oldat hozzéadasaval éllitjuk le. A szinintenzitast 420 nm
hullamhossznal™ mérjitk spektrofotométerben, vak ellen, és az extinkcio
(abszorbancia) értékeket olvassuk le.
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3. Tablazat: A kisérlet menete

1d6
o Baktérium-szuszpenzi6, 20 ml
15 ml 5 ml
I jeld lombik N jeld lombik
(IPTG) (Nem indukalt)
Mintavétel: 10 Mintavétel: N 0
10’ Atmérés
az | lombikbél
5 ml 5ml
C jel@ lombikba G jeld lombikba
(chloramphenicol) (glikéz)
Mintavétel az | lombikbol
110

15 Mintavétel I, C és G jela lombikokbol
115, C15, G15

20’ Mintavétel I, C és G jeld lombikokbol
120, C 20, G20

25’ Mintavétel I, C, G és N jelG lombikokbol
125, C 25, G 25, N25
A mintavételek kozott razatasssal biztositjuk a baktériumtenyészet megfelel6
leveg6ztetését. Osszesen 13 minténk lesz, parhuzamosok vétele esetén 26. NO minta

vétele esetleg elhagyhat6, mivel véarhatéan azonos lesz 10-lal. Ne feledkezziink meg a
vakhoz torténé mintavételr6l, ezt a razats kezdetén ajanlatos megtenni.
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A 10 perces inkubaciés id6 csak tijékoztaté adat, ez a tenyészet
s(rGségétl és egyéb tényezoktsl fiiggben altaldban 5 és 15 perc kozott
véltozhat. Rendkiviil fontos viszont, hogy valamennyi minta inkubéciés ideje
pontosan azonos legyen. Ezt Ggy érjiik el, hogy az ONPG bemérése megha-
tarozott sorrendben és id6kézzel (pl. 15 maésodpercenként) torténik, a
natrium-karbonéttal val6 leéllitds ugyanezt a sorrendet és intervallum-idét
kéveti. Hogy aktudlisan mennyi a kivanatos inkubaciés id6, az leg-
egyszer(bben Ggy allapithaté meg, ha a sor elejére az 125 és 110 mintakat
allitjuk. Az elsénél varjuk a leger6sebb szinintenzitist: ez ne legyen
mérhetetleniil nagy. Az utébbi annak az id6pontnak felel meg, amelyben az
atmérések torténtek, innen valt szét az indukalt tenyészet részeinek sorsa:
legyen ennek a szinintenzitdsa mar szabad szemmel megitélve is jol mérhet
érték.

Még a fotometrids mérés el6tt, egyszerd megtekintéssel igyekezziink
meggy6z6dni  a kisérlet sikerességérél. Erdemi sarguldst az indukalt
tenyészetbGl a 0. percben vett 10 mintdban nem észleliink: ez bizonyitja,
hogy nem maga az IPTG hozza létre a szint. Az id6 el6rehaladtanak
megfelel6en az indukalt tenyészetbdl vett mintasor egyre intenzivebb sarga
szint mutat. Ugyanakkor a glitkézt ill. chloramphenicolt kapott tenyé-
szetekben az indukalt enzimszintézis szemlatomast leall, nincs észlelhet6
kiilonbség a 15. és a 25. percben vett mintak sarga szinének erfssége kozott.
A nem indukalt tenyészetb6l a 25. percben vett minta ugyanolyan negativ
kell legyen, mint az indukci6é 0. percéb6l szdrmazé préba, azaz nem a
meghatarozott kériilmények kozott tortén6 razatds vonja maga utédn az
enzimindukciét.

Mivel a fotométer kiivettidjaba nem viztiszta oldatot, hanem zavaros
szuszpenziot tesziink, a detektorra jutd6 fény mennyiségét nemcsak a sarga
szin er6ssége, hanem a baktériumok altal okozott fénysz6r6das is
befolyasolja, csokkenti. Ezért rendkiviil fontos a megfelel6 ,,vak”” ellen
tortén6 mérés, ami ezt a hatast kikiiszoboli. Ebbe mindazokat a
komponenseket &sszemérjitk, amelyek a mintdkban szerepelnek (0,1 ml
CTAB/chloramphenicol + 0,5 ml £ coli szuszpenzi6 + 1,0 mi Na,CO, + 0,5
ml ONPG), de az enzim bont6 hatassnak érvényesiilését megel6zziik a
nétrium-karbonét és az ONPG forditott sorrendG bemérésével. Erre a vak-ra
nullazzuk a fotométert (ennek a fényatbocsatasat 100%-nak, extinkciojat [E]
0-nak véve), majd mérjuk ellene a mintakat. (Ha a tenyészet tal sird,
el6fordulhat, hogy a vakra nullizds nem sikeril. llyen esetben ezt is, a
mintékat is desztillalt viz ellen mérjik le, s mindegyik minta E,yp mért
adatébol levonjuk a vak értékét. — A vak elleni méréssel is tulajdor\2|<éppen
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ezt a levonast végezziik el, sokkal kényelmesebben.)

A parhuzamos mintdk mérési adatait — ha megbizhatéaknak vélhetsk,
azaz nem térnek el egymastol talsagosan — atlagoljuk és gy tiintetjik fel a
grafikonon, a levételi idGpontok kézépértékének megfelelGen.

Milliméterpapirra rajzoljuk meg az enzimindukcié kinetikai gorbéjét!
Az abszcisszan az id6, az ordinatan a 420 nm-en mért extinkcio, az Ess0
szerepeljen!

Figyeljuik meg, hogy a gorbe agy illeszthetd legjobban a kapott
pontokhoz, ha feltételezziik, hogy a sejtenkénti enzimmennyiség csak egy
bizonyos késlekedési id6 utan kezd el emelkedni, mignem az enzimszintézis
Uteme — elGszor lassabban majd egyre gyorsabban névekedve — a
késdbbiekben elér egy maximalis szintet, s ett6l kezdve (kozel) egyenletessé
(a gorbe egyenessé) valik.

(A kezdeti torténéseket nagy pontossaggal vizsgalo kisérletekben az
emlitett késlekedés okaként egyrészt azt allapithattdk meg, hogy az induktor
molekuldknak a sejtbe jutasa és ott a megfelel6 koncentraci6 elérése
idgigényes, ha nem is jelentdsebb hosszGsagt folyamat [1 percen belil
lejzajlik], masrészt a transzkripci6 megindulasa és az elsé [négy, egymassal
azonos alegységb6l all6] aktiv B-galaktozidaz enzimmolekuldk megjelenése
kozott kell sziikségszerGen bizonyos id6igénnyel szdmolnunk. Mindez
nagyjabol azt jelenti, hogy az enzimaktivités a kisérlet 2. percétsl kezd el
novekedni, s a hozzavetSlegesen egyenletes, az adott kériilmények kozott
maximalis titemét legkordbban az 5. perctél veszi fel.)

Ugy tekinthetjiik az indukalt enzimszintézis el6rehaladésat, hogy az a
kisérlet 10. percére mar elérte az adott koriilmények kozott lehetséges
maximumat. igy az abban elGidézett gatlis megnyilvanuldsa jol
érzékelhetének varhaté a 10. percben adott gliikéz ill. chloramphenicol
hataséra. A sz6l6cukor — a fentiekben ismertetett mechanizmus szerint — a
transzkripcio inicidlasat sziinteti meg (az alkalmazott feltételek mellett
helyesebb, ha azt mondjuk, hogy jelent6s mértékben csokkenti). Mindazon
RNS polimerdz molekuldk azonban, amelyek méar mRNS-t szintetizélnak a
fac operonon, ezt befejezhetik, a meglevé /ac mRNS-rél a transzlaci6 tovabb
folyhat mindaddig, amig ezek a molekuldk — néhany perc alatt — le nem
bomlanak. (A /ac mRNS felezési ideje mintegy 1,5 perc.) Ennek megfelelGen
a glukoz hatasdra az indukcié korai kinetikajanak mintegy a megforditottja
jelentkezik a gdrbén: az enzimszintézis lteme egyre csdkken. (A kisérlet
adott koriilményei kozott a teljes gatlas, a gorbe vizszintesbe fordulasa nem
varhato el, elméletileg ennek kellene bekévetkeznie.)

A chloramphenicol hatasa gyakorlatilag azonnali. Ott Allitja le a
polipeptid lanc elongéciojat, ahol az éppen tart. Ennek megfelelGen az ezzel
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az antibiotikummal kezelt tenyészetben a $-galaktozidaz szintézise azonnal
ledll, az ezt &brazol6 gorbe vizszintes (az abszcisszaval parhuzamos)
lefutasava valik. (Mint emlitettitk, ezt a hatast hasznéljuk ki a mintavétel

sordn nyert sejtszuszpenzidban az adott pillanatnak megfelel§ enzimszint
rogzitésére.)
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KOMPLEMENTACIOS TESZT ELESZTGVEL

A Saccharomyces cerevisiae (élesztS) genetikailag igen jol jellemzett
eukariota mikroorganizmus. Haploid sejtjei 17 kromoszomat tartalmaznak,
melyek mindegyikén sok genetikai lokuszt ismeriink. Az éleszté genetikai
vizsgalatat az tette lehet6vé, hogy életciklusanak szexualis szakasza is van. Ez
azt jelenti, hogy a haploid sejteknek kétféle "parosodasi tipust" (nemd)
formaja van: a és qa.

Az ellentétes parosodasi tipusi sejtek képesek egymassal sszeolvadni,
igy létrejon egy diploid zigota. A zigotak mitotikusan osztédnak és diploid
(vegetativ) utodokat képeznek, amelyek a haploidokkal azonos médon
vegetativan szaporodhatnak. A diploidok (kaliumacetat tartalma sporulacios
taptalajon) meidzison mehetnek at, melynek eredményeképpen négy haploid
spora keletkezik egy aszkuszban. A négy aszkosporat egyutt tetradnak
nevezzik. A négy sporabol kettd a, kettG pedig a parosodasi tipusd, amelyek
ismét képesek diploid zigotak létrehozasara.

Az ellentétes parosodasi tipusa sporikbol diploidot laboratoriumi
koriilmények kozott is létrehozhatunk.

Ismert, hogy az egyes aminosavak bioszintézisét tobb enzimbdgl allo
enzimlancolat végzi, ahol az egyik enzim terméke a kovetkezd enzim
szubsztratja. Altalaban véve igaz, hogy minden enzimet mas-mas gén hataroz
meg, melyek mas-mds kromoszémalis lokuszon helyezkednek el. Ezek az egy
aminosav bioszintéziséért felel6s gének tulajdonképpen egymast kiegészitG —
komplementer — gének (v. pszeudoallélek).

Példaul egy haploid éleszt6 mutans kilénbozé HIS gének muticidja
miatt lehet hisztidin-igényes. A hisztidin bioszintézise 10 lépésben térténik,
tehat 10 kiilonboz6 enzimaktivitas jatszik benne szerepet. Ezek kézul egynek
a kiesése mar auxotréfiat (aminosav-igényes fenotipust) eredményez.

Eleszténél létrehozhatunk diploidot barmely két haploid muténs
torzsbél, melyek azonos fenotipusuak, jelen esetben hisztidin igényesek (és
természetesen ellentétes "nemiek"). Ha a diploid prototroffa valik (nem
igényel hisztidint), akkor a diploid-képzésben hasznalt partnerek kilénbozd
mutans gént tartalmaznak. Ha viszont a diploid auxotr6f marad, a haploid
sztl6ék azonos génben hordozzak a muticiét. Tulajdonképpen ez a komple-
mentacios teszt lényege.

A hisztidin bioszintézisében szerepl6 10 enzim-aktivitisért 7 gén
felelGs, ezeket HIS1, HIS2, .... HIS7 szimbolumokkal jeloljuk. (A gének és
enzimek szambeli kilonbségének oka: a HIS4 gén altal kodolt enzim harom
kiilonbozé enzimaktivitassal rendelkezik, egy koézti lépést pedig nem
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ismeriink. A HIS gének mutans alléljeit kisbetdvel — his — jeloljuk.) Ha
példaul egy g, his4 és egy a, his3 genotipusa élesztébél diploidot képeziink,
az prototrof lesz, hiszen lesz benne egy-egy intakt, an. vad tipusa allél a HIS3
és HiS4 génekbdl. A diploid genotipusa a kovetkezé:

«, HIS3, his4
a, his3, HIS4

A leirt jelenséget nevezziik génkomplementacionak. Ha a két sziilé
azonos génben mutans, természetesen a diploid homozigéta lesz a mutans
génre és gy auxotro6f marad.

A komplementacios tesztnek vannak korlétai is. Nem minden esetben
hasznalhaté ugyanis annak megéllapitasara, hogy két mutacié azonos vagy
kiilonbdz6 génben van-e. Erre példa az intragénikus komplementicié esete.
Ez alapvetSen kiilonbozik az intergénikus komplementaciotol, amin az
eddigiekben leirt komplementécios teszt alapszik. Olyan enzimek esetén
fordul el6, melyek két vagy tébb azonos polipeptidlancbol épiilnek fel
(multimerek). Az nyilvanvalo, hogy a két vad tipusa allélt tartalmazo
homozigotak aktiv enzimet szintetizalnak, mfg a két azonos mutdns gént
tartalmazé6 homozigétak inaktivat ("homo-multimerek’). A két kiilénbsz6
mutaciot hordozoé heterozigotakban az enzim részleges vagy teljes aktivitassal
rendelkezhet. E "heteromultimer”-ekben a két kiillénbozé muténs polipeptid
valamilyen médon kompenzélja egymas hibdjit. Az eredmény egy
funkcioképes multimer enzim.

A gyakorlat kivitelezése

A gyakorlaton elvégzendé komplementacios teszthez a kévetkez6
haploid éleszt6-mutansokat hasznéljuk fel:

Szam Genotipus
1 a, hist
2 a, his2
3. a, his3
3/a. a, his3
4. a, his4
7 a, his7

A kisérlethez egy Petri csészébe kidntstt minimal agar lemezt (taptalajt)
hasznélunk.
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A szénforrasként gliikozt, nitrogénforrasként (NH 4)2SO4~ot, tovabba
szervetlen sokat, nyomelemeket, vitaminokat tartalmaz.

Forditsuk a Petri csészét aljaval felfelé és rajzoljunk ra filctollal egy 3
oszlopbol és 3 sorbol all6 "sakktablat". A harom oszlop tetejére irjuk fel az o
parosodasi tipust térzsek szamat (1, 3, 7), a harom sor elejére pedig az a
parosodasi tipustakét (z, 3a, 4).

Vegyiik az egyes torzseket tartalmazé kémcsoveket, a “ferdéket’, a
platinakaccsal vegyiink le beldliik sejteket, és a megfelel6 szama oszlop v. sor
négyzeteibe hazzunk egy apr6 vonast vele, tigyelve arra, hogy a téptalaj
felszine ne sériiljon. (A platinakacs hasznalatét és a steril munka szabalyait a
gyakorlatvezeté bemutatja.) Végeredményben minden négyzetben két
vonasnak kell lennie egymas mellett, amelyek két kiilénb6z6 parosodasi
tipust éleszt6 torzsbdl szarmaznak. Ezutdn minden négyzetbe cseppentsiink
1-1 csepp steril fiziologias sooldatot, és leégetett kaccsal vagy steril
fogpiszkaloval keverjitk 6ssze a sejteket, tigyelve arra, hogy a folyadék
szomszédos négyzetre ne keriiljon 4t! Amig meg nem szérad, ne mozgassuk a
lemezt!

Egy hétig szobah6n v. 30 °C-os termosztatban inkubaljuk a lemezeket,
majd értékeljiik, mely mutansok komplementaljak egymast, s melyek nem.

4. tablazat
Gén-enzim &sszefiiggések az éleszt6 hisztidin-bioszintézisében

Kromoszéma Gén Enzim

szama

V. His1 ATP-foszforibozil-transzferaz

. HIS4B Foszforibozil-ATP-pirofoszfohidrolaz

. HIS4A Foszforibozil-AMP-ciklohidrolaz

IX. HIS6 BBM-II.* izomeraz

1. HIS7 Enzim(ek), amelyek a kévetkez6 atalakitast végzik:
BBM-IIL** = imidazol-glicerol-foszfat + AICAR ***

XV. HIS3 Imidazol-glicerol-foszfat-dehidrataz

IX. HIS5 Hisztidinol-foszfat-aminotranszferaz

VI. HIS2 Hisztidinol-foszfataz

1. HIS4C Hisztidinol-dehidrogenaz

Az enzimek sorrendje az altaluk katalizalt reakciok sorrendjét tiikrézi. (A tablazatot
szemléltetS céllal allitottuk dssze.)

* BBM-Il.: N-(5'-foszforibozil-formimino)-5-amino-1-(5"-foszforibozil)-4-imidazol-karbox-
amid

** BBM-lIl.: N-(5'-foszforibulozil-formimino)-5-amino-1-(5"foszforibozil)-4-imidazol-kar-
boxamid

**x AICAR: 5-amino-imidazol-4-karboxamid ribonukleotid
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ESHERICHIA COLI TRANSZFORMACIOJA

A genetikai transzforméci6 az a folyamat, mely soran a sejt kilsé
kornyezetébdl DNS-t vesz fel, ennek kovetkeztében genotipusa megvaltozik,
s az Gjonnan szerzett jelleget a sejt tovabb orokiti. A baktériumoknal a
transzformécio természetes koriilmények kozott is végbemend informécio6-
atviteli folyamat, mig egyszer(ibb és magasabbrendd eukariota sejteket csak
laboratériumban tudunk transzformalni. A bakteridlis transzformacié mecha-
nizmusat legjobban a Streptococcus pneumoniae (régebbi nevén Pneumo-
coccus), a Bacillus subtilis és a Haemophilus influenzae esetében ismerjiik.
Az elsd ketté Gram-pozitiv, utdbbi Gram-negativ baktérium.

A Gram-pozitivoknal a transzformacionak a kovetkezd [épéseit lehet
elkiloniteni:

a/ Kompetencia-allapot kialakulasa.

Ez a sejtnek azt a fiziologiai allapotat jeloli, melyben képes DNS

felvételre. A kompetencia-allapot kialakulasasért egy fehérjetermészetd

kompetencia-faktor felelds, melyet a sejtek kivalasztanak a kézegbe. A

kompetencia-faktor kélcsonhatasba lép egy membranreceptorral és

lehet6vé teszi, hogy a DNS felvétele megkezdé6djon.
b/ A DNS megkotSdése a sejtfelszinen.

A kotédést kévetGen membranhoz kotétt endonukleazok belehasitanak

a duplaszalt DNS-be és nagy (10-30 kb) fragmentumokra szabdaljak.
c/ A DNS felvétele a sejtbe.

Ez a fazis akkor kezdédik, amikor a DNS hozzaadott kiils6 DNaz

emésztéssel szemben mar rezisztenssé valik. A membranon vald

athaladéssal egyidében a DNS egyik szala megemészt6dik.
d/ A bejutott egyszali DNS egy specifikus fehérjéhez kétGdése.
e/ A DNS integraci6ja a recipiens sejt kromoszémajaba. A rajta levé gének
expressziora keriilése.

A transzformal6 egyszala DNS beépil a baktériumkromoszoma

homolog régidjaba tgy, hogy a recipiens DNS egyik szalat helyettesiti,

heteroduplex képzédik. Ezt a folyamatot a RecA-val ekvivalens fehérje
katalizalja.
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A Gram-negativ Haemophilus influenzae esetén az elGbbitsl kissé
eltér a transzforméaci6 mechanizmusa. A kompetencia a szaporodas szdmara
kedvezétlen koriilmények kozott jon létre, nem kell hozza kompetencia-
faktor. A sejtek kiils6 membranjanak bimbo6zasaval vezikulumok alakulnak ki,
melyek a DNS felvételét medialo fehérjéket tartalmaznak. Ezek a
vezikulumok a transzformoszémak. Csak a homolog (Haemophilus) DNS
transzformal hatdsosan, mert ebben gyakran el6fordul egy 11 bp-nyi
jelszekvencia, amit a fehérjék felismernek. Ezért a rendszer idegen DNS-sel
szemben diszkriminal. A DNS a felvétel alatt kétszala marad, de csak az
egyik szal vesz részt rekombinacioban a kromoszémaval.

A vézolt mechanizmusok a természetes koriilmények kézott transzfor-
malhat6 baktériumoknal fejlGdtek ki az evoltci6 soran. Minden egyes 1épés
lebonyolitasaban specifikus fehérjemolekulak vesznek részt, melyek egy
részét mar ismerjiik. Ezekben az esetekben a transzforméci6 azonos faj
(homolég) lineéris, kromoszémalis eredetd DNS-sel torténik.

Vannak olyan prokari6tak is, melyek természetes koriilmények kozott
nem transzformalhatok, mint pl. az Escherichia coli és a Streptomycesek.
Ahhoz, hogy ezek a prokari6tak transzformélhatok legyenek, specialis kémiai
ésfvagy enzimatikus kezeléssel a sejthatirt permeabilissa kell tenni a DNS
szamara. llyenkor mesterségesen kialakitott kompetenciarol beszéliink.

A génsebészeti technikak kifejlesztésében nagy szerepe volt az £. coli
transzformaci6 kidolgozéasanak. Ennek a lényege a kovetkezo: az exponen-
cialis novekedési fazisban levé sejteket CaCl, oldatban szuszpendaljuk, 0°C-
on egyitt inkubaljuk a transzformalni kivant plazmid DNS-sel, rovid id6re (2
perc) 42 °C-ra melegitjik fel, majd szelektiv taptalajra szélesztjiik.
(Részletesen I. alabb.) A 42 °C-os inkubé4last hdsokknak nevezziik, a DNS
felvétele ennek soran megy végbe.

A technikat 1970 6ta hasznaljak vilagszerte E. coli sejtek antibiotikum-
rezisztencia géneket hordoz6 plazmiddal val6 transzformélasra, ma enélkil a
génsebészet szinte elképzelhetetlen. A Ca** ionok és a h6sokk hataséra az £.
coli sejtfelszin lipopoliszaharid rétege valtozasokat szenved. E valtozasok
csatornak, pérusok kialakulasat eredményezik, elsGsorban a kiilsé és belsé
membran taldlkozasanak megfelel§ teriileteken. Idegen eredetd DNS
felvételével szemben a rendszer nem diszkriminal, ami a klénozasban valé
felhasznalhat6sag szempontjabol el6nyt jelent.
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Azon plazmidoknak, melyeket az £. colitranszformaciojara hasznalunk
— a legfontosabb jellemz6i a kévetkezok: Autoném — a kromoszémalis DNS-
151 figgetlen — replikaciora képesek, egy vagy tébb antibiotikum-rezisztencia
gént hordoznak. Mesterségesen konstrualtak 6ket: replikaciés origojuk
(kezd6pontjuk) pl. egy colicint termel6 plazmidrol, az antibiotikum-
rezisztencia génjeik R plazmidokr6l szdrmaznak. Transzformalé hatésukat
csak szuperhelikalis, illetve relaxalt cirkularis formaban képesek kifejteni,
linearizalva nem transzformalnak.

A coli transzformaci6é a tobbi bakterialis transzformacios rendszerrel
dsszehasonlitva tulajdonképpen specidlis eset, amennyiben a bevitt
plazmidok 6nall6 replikiciéra képesek, ez biztositja fennmaradasukat ill.
osztodaskor az utodsejtekbe valo atkeriilést, s nincs sziikség a kromoszo-
maéba val6 integraciéra. Néhanyszor tiz példanyban vannak jelen egy sejtben,
de kloramfenikollal gatolva a kromoszémalis DNS replikéci6jat a plazmidok
felszaporithatok, példanyszamuk elérheti az ezret sejtenként. A transzfor-
mansok szelekci6ja azon alapszik, hogy a DNS-t felvett sejtek képesek
novekedni antibiotikum tartalma taptalajon is, ahol a nem transzformalt sejtek
elpusztulnak.

A transzforméci6 gyakorisagat kétféleképpen adhatjuk meg:

a/ A transzforméansok szamét osztjuk a transzformalé plazmid DNS pg-ban
kifejezett mennyiségével;

b/ A transzformansok szdmét osztjuk az Gsszes €16 sejt szamaval.

Egy ug DNS-re optimalis esetben 10 transzforméns esik, az éssz €6 £. coli
sejtnek 0,01-0,20 része, azaz 0.1-1%-a transzformalédik (a baktériumtorzs-
t6l, a plazmidtol és a kisérleti koriilményektél fiiggsen).

A transzformélésra hasznalhat6 £ colitérzsek legfontosabb jellemz6i:
a/ Nem termelhet olyan endonukleazt, mely a "nem sajat" DNS-t felismeri és
hasitja. Tehat a restrikciés endonukledzt kédolé génben mutansnak kell
lennie a recipienseknek! (Ezt igy jelslik: hsdR™.)

A restrikciés —modifikiciés rendszerek a prokarita szervezetekre
jellemzéek. Két kildnboz6 enzimbél allnak, melyek azonos nukleotid-
szekvenciat ismernek fel a DNS-en. A modifikiciés metildz a felismerési
szekvencia valamely bazisat metilalja. A restrikciés endonukledz ugyanezen a
szakaszon a DNS mindkét szal4t elhasitja, de csak akkor, ha a felismerési
szekvencia nem metilalt. Ennek a hasitasnak az az eredménye, hogy a
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behatol6 idegen DNS — legyen az fag, plazmid v. kromoszémalis DNS —
fragmentekre hull szét (mivel altalaban nincs megfelelden metilalva), ezzel
inaktivalodik, majd teljesen lebontjdk més enzimek. A sejt sajat DNS-e — a
metilacié miatt — védve van a nukleaz hatassal szemben. Azok a restrikcios
endonukledzok, melyek specifikusan hasitjak a DNS-t, a molekularis
biolégusok fontos munkaeszkdzévé viltak, és lehet6vé tették a génsebészeti
technikak kifejlesztését.

b/ El6ényos, ha a recipiens a rekombinacios funkciokban is mutans, mert igy a
bevitt plazmidok nem fognak a kromoszémalis DNS-sel rekombinacioba
lépni. (Ez a recA mutacio jelentdsége.)

Az altalunk haszndlt HB101 jeld recipiens mindkét emlitett
kovetelménynek megfelel (hsdR", recA).

A gyakorlaton a pBR 322 jelG plazmidot fogjuk hasznalni, melynek
legfontosabb jellemz6i a kovetkez6k: mérete 4361 bazispar, hordozza az
ampicillin- és tetraciklin-rezisztencia géneket (9. dbra). Az ilyen plazmidok
alapvet6 fontossagl eszkozei a génsebészeti eljarasoknak, melyekr6l az
elGadasok keretében fognak hallani.

Vannak olyan prokari6tak — ezek kozé tartoznak a Streptomycesek —
melyek transzforméléséhoz enzimatikusan le kell bontani a sejtfalat. Ez
lizozimmal torténik, s az igy kapott fal nélkiili sejteket protoplasztoknak
nevezziik. A protoplasztokat egyitt inkubaljak a transzform4lé DNS-sel Ca**
jelenlétében, majd polietilénglikollal (PEG) kezelik. A PEG kezelésnek dontS
szerepe van a DNS felvételében. Ebbdl is lathatjuk, hogy minden baktérium-
fajnal mas-mas transzformacios eljaras a célravezeté.

A gyakorlaton elvégzend§ transzformacios kisérlet a kévetkezé:

1. A recipiens £ coli HB101-b6l gazdag folyékony taptalajon exponenciélis
fazist tenyészetet készitiink.

2. Hidegen lecentrifugaljuk a sejteket.

3. Szuszpendalas hideg 0,1M MgCl, oldatban (20-30 ml-ben).

4. Ujabb centrifuglas.

5. Szuszpendalas 0,1 M hideg CaCl,-ban, 2-3 ml-ben.

6. Inkubalés jégfiirdében (20 perctSl 24 6raig terjedhet az inkubalasi id6).
Ebben a forméban kapjak meg a kompetens sejteket a gyakorlat elvégzéséhez.
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9. dbra

A pBR322 plazmid restrikcio6s térképe
Az egyetlen hasitéhellyel rendelkez6 enzimek vastag betGvel vannak jelslve. Az enzim
neve utdni szdm az illet6 hasitéhelynek az EcoRl helyt6l valé tavolsagat jelzi
bazisparokban. Ap: ampicillin-, Tc: tetraciklin-rezisztencia gén, ORI: replikacio6s origd

7. A sejtek hozzdadasa a transzformilé DNS-hez. Steril mdanyag
centrifugacsdvekbe el6re kimértink 1, 10 nanogramm v. 1 ug pBR 322
plazmid DNS-t egyformén 10 pul térfogatban. Ezekhez mérjink hozz4 0,1 ml-t
v. 2 cseppet a coli sejtszuszpenziobol automata pipettaval (v. steril 1 ml-es
livegpipettaval). Lesz olyan cs6, amibe nem tesziink DNS-t, ez a kontroll.
(Készitsiink egy olyan kontrollt is, amibe DNS-t tesziink, de baktériumsejteket
nem.)

8. Ezutan a csoveket jégfiird6ben inkubaljuk minimum 10-20 percig.

9. 2 perc 42 °C (h6sokk).

10. Ezutan hozzéadunk a sejtekhez 1 ml téptalajt és 37 °C-os vizfiird6ben
inkubaljuk 20-30 percig. Ez az inkubéci6 az antibiotikum-rezisztencia gének
minél jobb expresszi6ja érdekében torténik.



11. Szélesztés szelektiv taptalajra.
A sejtszuszpenziot kivessziik a vizfirdéb6l és steril pipettaval bel6le 0,1 mi-t
az el6készitett ampicillin vagy tetraciklin tartalmG agar lemezre cseppentiink
ki, majd egy steril hajlitott tivegbot segitségével szélesztjik a lemezen, amit
kézben bal kézzel forgatunk. A kontrollt is ugyanigy kezeljuk.
Az 1 pg DNS-t tartalmazé cs6 esetében 10-es léptéka higitasi sort készitiink
10'5-ig a kovetkez6képpen:
Kivesziink bel6le 0,1 ml-t és hozzamérjiik egy steril csébe kikészitett 0,9 ml
taptalajhoz. Ez a 102 higitas. A maveletet még 4x megismételve eljutunk a
10%-0s higitasig. A 10"2-es higitasbol tegyiink 0,1 mi-t ampicillines lemezre,
a 10%-0s higitasbol szintén 0,1 ml-t antibiotikumot nem tartalmazé lemezre.
12. A lemezeket 37 °C-on inkubaljuk egy éjszakén at, s miutin megjelennek
rajtuk a telepek, hit6szekrénybe helyezziik. (Ez azért sziikséges, hogy a
kovetkez6 gyakorlatig a telepek ne néjenek tal nagyra.)
13. Ertékelés a kovetkez6 gyakorlaton:
Megszamoljuk a transzformans telepek szamat és kiszamitjuk az 1 ug DNS-re
esé transzformacios gyakorisagot. (Az 1 és 10 nanogramm DNS-el transzfor-
malt sejtek esetében.)
Az 1 ug DNS-sel transzformalt sejtek esetében az antibiotikumtartalma
lemezen megszamoljuk a transzformansokat, ebbdl kiszdmitjuk az Gsszes
transzformans szamat. Az antibiotikumokat nem tartalmazé lemezen talalt
telepszambol pedig kiszamitjuk az 8sszes él6 sejtszamot. A transzformansok
sz&mét elosztva az él6szammal megkapjuk a transzformaci6s gyakorisagot.
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DNS HASITASA RESTRIKCIOS ENDONUKLEAZOKKAL

A gyakorlattal kapcsolatos elméleti anyag bGvebben megtalalhat6 a
Biokémiai genetika jegyzet 4. fejezetében.

A restrikciés endonukledzok kettGsszalt DNS-t hasité bakterialis
eredetd enzimek. Egyik csoportjuk, a . tipusa restrikciés endonukleazok,
meghatarozott helyeken hasitjak a DNS-t, ezért rendkiviil fontos eszk6zzé
véltak a molekularis biologiaban. Segitségiikkel a DNS specifikus darabokra,
un. restrikcios fragmentumokra vaghat6. A restrikcios fragmentumok mére-
tének meghatarozasaval kovetkeztetni lehet a hasitéhelyek egyméshoz
viszonyftott tivolsagara a DNS-en, igy szerkeszthetSk a restrikciés térképek.

A restrikcios endonukledzok nagy része a felismerési szekvenciét a két
lancon kiilénbdz6 helyen hasitja, ezért 1-4 nukleotid hosszlsagt, egyszalas,
vagy Gn. "ragados' végek jonnek létre, melyek komplementer bazisokat
tartalmaznak. Kilonbdz6 eredetG, de azonos restrikciés endonukleazzal
hasitott DNS fragmentumok ligaz enzimmel o6sszekapcsolhatok, fgy
rekombinans DNS molekulak hozhatok létre in vitro. Ezt az eljarast fel lehet
hasznalni specifikus DNS szakaszok felszaporitasara v. klénozasara. A
klbnozas soran DNS szakaszokat 6nall6 replikaciora képes plazmidokba vagy
bakteriofagokba (vektorokba) épitik be, majd az igy létrehozott rekombinans
molekuldkat bejuttatjak egy gazdaszervezetbe (pl. Escherichia colf-ba).

A vézolt folyamat két fontos lépését fogjuk a gyakorlatok soran
kozelebbrél megismerni. Ezen a gyakorlaton kiilénbdzé DNS mintakat fogunk
restrikciés endonukleazzal emészteni, majd a keletkezett DNS fragmentum-
okat agaroz gél-elektroforézissel valasztjuk el egymastol. Egy masik alkalom-
mal egy vektor plazmid £ co/i-ba val6 transzformalasat végezziik el.

Az agaroz gél-elektroforézis a kiilonbsz6 méretd DNS fragmentumok
elvélasztaséra szolgal. Révidebb fragmentumok gyorsabban vandorolnak az
elektromos er6térben mint a hosszabbak. A vandorlas tavolsaga forditottan
ardnyos a molekulaméret logaritmuséaval. Ha ismert méretd fragmentumok
vandorlasi tavolsagat meghatarozva felvesziink egy kalibracios gorbét, ezzel
egy ismeretlen fragmentum méretét meghatarozhatjuk vandorlasi tavolsaga
alapjan. Agar6z gél-elektroforézis az alapja a Southern-hibridizaciéval
végzett specifikus szekvencia-kimutatasnak (l. Biokémiai genetika 4.10 abra).
A restrikciés endonukledzok aktivitasinak egysége az az enzimmennyiség,
amely 1 6ra alatt 37 °C-on 1 pug lamdba fag DNS-t teljesen megemészt. Az
emésztéshez szikséges puffer pH-ja 7,4-8,0 kozétti, 10 mM MgCl,-ot
tartalmaz, az optimalis NaCl koncentracié enzimenként valtozik.
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A gyakorlat kivitelezése

Mivel a gyakorlat idGigényes, ©sszesen kb. 2,5 o6rat igényel, a
kivitelezést minél hamarabb el kell kezdeni!

A gyakorlat soran a kévetkez6 DNS mintak emésztését fogjuk elvégez-
ni: £ coli kromoszémilis DNS, lambda fag DNS, pBR322 plazmid DNS. Az
emésztéshez hasznalt restrikciés endonukledzok: £coRI, Hindlll, Bsp RI.

Talcanként a fenti DNS mintakbol egyet eméssziink egy restrikcios
endonukledzzal. A reakcibelegyet a kovetkezd sorrendben mérjik ossze
automata mikropipetta segitségével egy 1,5 ml-es mikrocentrifugacsébe (a
mikropipetta hasznalatara kérjen Gtmutatast a gyakorlatvezet6tdl):

10 ul DNS (restrikcios pufferben)
10 ul enzim (restrikcios pufferben)

Mindkét beméréshez hasznaljunk tiszta pipettahegyet! Ugyelni kell
arra, hogy a bemért anyagok &sszekeveredjenek, s a cs6 aljara keriiljenek.
Erre a legbiztosabb modszer, ha keverés utin mikrocentrifugéba helyezziik a
csovet és néhany masodpercig forgatjuk. (A centrifugacsoveket egymassal
szemben helyezziik el!)

Az sszemérés utdn a reakciot 37 °C-ra helyezzitk 1-2 6réra. (A
gyakorlat id6tartamara.)

Készitsiink egy-egy emésztetlen kontrollt is a haromféle DNS-t
hasznélva: ezekbe az enzim helyett desztillalt vizet tesziink. (Csak minden
mésodik talcanal kell elkésziteni, és nem sziikséges 37 °C-on inkubalni.)

Az inkubéci6 végeztével 5 ul bromfenolkék-szahar6z-EDTA oldatot
adunk a reakcibhoz. A festék fogja jelezni a front helyzetét az elektroforézis
soran, a szahar6z a minta sir(iségét néveli, az EDTA pedig a Mg** ionok
megkotésével ledllitja az enzimreakeiét.

A mintak felvitelét agar6z gélre a kovetkez6 gyakorlaton végezziik el.
Addig a DNS mintékat -20 °C-os mélyhiitGben taroljuk. A gélre valo felvitel
elétt a Hin dlll-mal emésztett lambda fag DNS-t tegyiik 3 percre 60 °C-os
vizfiirrdbe.

Ezutdn kovetkezik a mintak felvitele az agar6z gélre. Helyezziik az
agardz gélt hordozo talcat az elektroforézis tankba Ggy, hogy a puffer ellepje.
Mikropipettaval 6vatosan mérjik be a mintakat a gélen lathaté6 mintahelyekre
("zsebekbe"). A minta nagyobb sdrdsége folytan lesiillyed a zseb aljara.
Vigyazzunk, hogy a pipetta hegyével ne érjiink hozz4 a gélhez! A mintakat a
kévetkez6 sorrendben vigyiik fel:
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. E. coli kromoszémalis DNS, emésztetlen

. E. coli kromoszémalis DNS, Fco Rl emésztés
. £ colikromosz6malis DNS, Bsp Rl emésztés
. Lambda fag DNS, emésztetlen

. Lambda fag DNS, Hin dill emésztés

. Lambda fag DNS, Bsp Rl emésztés

. pBR322 plazmid DNS, emésztetlen

. pBR322 plazmid DNS, £co Rl emésztés

. pBR322 plazmid DNS, Bsp Rl emésztés.

O O NOULH WN =

Ezutdn visszahelyezzitk a késziilék tetejét és bekapcsoljuk a tapegy-
séget. Ugyeljink a futtatas irdnyara, a DNS a pozitiv polus felé vandorol!
Hasznaljuk ki a tapegység altal megengedett legnagyobb aramer6sséget és
fesziiltséget, azaz maximum 200 V és 200 mA-t.

A futtatas ideje 90-120 perc. Ezutdn a gélt 6vatosan kivessziik a futtatd
talcabol és UV lampira (transzilluminator) helyezzik. Mivel a gél ethidium-
bromidot tartalmaz, a szétvalasztott DNS fragmentumok cstkjai vordsen
fognak fluoreszkalni az UV fényben. Az UV lampat tilos bekapcsolni Ggy,
hogy a védétet6 nincs rajta!

Az agaréz gél-elektroforézis értékelése:

1. minta: Az emésztetlen £ coli kromoszomalis DNS egyetlen magas
molekulatémeg( csikot ad.

2. minta: Az £co RI enzim (felismerGhelye: GAATTC) igen sok fragmentumot
hoz létre az £. coli kromoszémalis DNS-b6l. Ha az emésztés teljesen sikertiilt,
ezek a fragmentumok folyamatosan kitoltik a gélt, nem alkotnak diszkrét
csikokat, hiszen rendkiviil sokféle kiilonb6zd méretd fragmentum jon létre.
Ha az emésztés részleges, akkor a DNS egy része az 1. mintanak megfelel6
magas moltdmeg( csikban marad.

3. minta: A Bsp Rl enzim (felismeréhelye: GGCC) sokkal tébb helyen hasitja
az E. coli kromoszomalis DNS-t, mint az £co RI. Ezért az 4tlagos fragmentum-
méret kisebb lesz, mint az el6z6 hasitasnal: a gél fels6 felében nem latunk
DNS-t, mivel a kisebb fragmentumok mind a gél als6 felébe vandorolnak.

A lambda fag az £ coli bakteriofigja. Linearis duplaszala DNS
molekuldja van. Két végén azonban van egy-egy 12 nukleotid hosszGsaga
egyszal( szakasz, melyek egymasnak komplementerei. A két "ragadés vég"
egymassal H-kotéseket képezve cirkularissa teszi a 48.502 bazispar hossza-
ségl molekulat. A "ragad6s végek" denaturaciojat végezziik el, amikor 60 °C-
on inkubéljuk a DNS-t az elektroforézis elétt.
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10. abra
A DNS mintak gél-elektroforetikus képe
1: £ coli kromosz6malis DNS, emésztetlen; 2: £ coli kromoszémalis DNS, F£co RI
emésztés; 3: £ coli kromoszémalis DNS, Bsp Rl em.; 4: X fag DNS, emésztetlen; 5: A fag
DNS, Hin dill em.; 6: \ fag DNS, Bsp Rl em.; 7: pBR322 plazmid DNS, emésztetlen; 8:
PBR322 plazmid DNS, fcoRi em.; 9: pBR322 plazmid DNS, Bsp Rl em. Jobb oldalon a A

fag DNS Hin dill emésztéssel kapott fragmentumainak mérete van feltintetve kilobazis-
parban (kbp).
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4. minta: Az emésztetlen lambda DNS egyetlen magas molekulatomegi
csikot ad.
5. minta: A lambda DNS-en 7 AAGCTT felismerdhely van a Hin dill enzim
szamara. Ennek megfeleléen 8 fragmentumot kellene latnunk. Mivel ketts
koziluk tal kicsi, altaldban 6-ot v. 7-et latunk. A fragmentumok méretei
(feltilr6l lefelé) kilobazisparban (kbp):

23,1

9,4

6,6

4,4

2,3

2,0

0,6

0,1

Ezeket a fragmentumokat gyakran hasznéljak molekulaméret - standardként
is.

6. minta: A Bsp Rl tébb mint 50 helyen hasitja a lambda DNS-t, ezért sok
révid fragmentumot lathatunk.

A pBR322 plazmid vektor, amely £ cofiban replikalédik, duplaszala,
cirkularis DNS molekula, mérete 4361 bp.

7. minta: Az emésztetlen pBR322 plazmid 3 csikot ad: legfeliil a kromoszo6-
malis DNS, ami szennyezésként van jelen a preparatumban, alatta a plazmid
nyilt cirkularis (relaxalt) alakja, majd legalul a szuperhelikalis (supercoiled)
forma. Néha lehet latni a linearis format is, ami az utébbi két csik kozott
helyezkedik el. (. még Biokémiai genetika 4.9 abra B, C)

8. minta: Az Fco Rl-nek egy felismeréhelye van a plazmidon, ezért azt az
enzimatikus hasités linearizélja. A gélen egy csik lathatd, ha az emésztés
teljes.

9. minta: A Bsp RI 22 helyen hasitja a pBR322 DNS-t.

A fluoreszkdl6 DNS csikok sotétszobaban narancs v. vorés szGrG
alkalmazasaval fényképezhetsk.
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SEJTALKOTOK KlNYERés&j sp’RL’jséel GRADIENS
CENTRIFUGALASSAL

A sejtek szerkezetének és makodésének megértéséhez nélkiilozhetetlen,
hogy annak szerkezeti elemeit — a sejtorganellumokat, mint amilyen a
sejtmag, vagy a mitokondriumok — egymastol elvalasztva, tiszta llapotban
kinyerve tudjuk tanulményozni. Ez teszi lehetévé kémiai Osszetételik
meghatéarozasat, ill. mikédésiik vizsgalatat olyan kérilmények kézott, amikor
az egyéb sejtalkotok kélesonhatasait kizarjuk.

A sirdségi gradiens centrifugdlas (tovabbiakban SGC) a biolégiai és
biokémiai kutatdsban igen gyakran és sokféle médon alkalmazott eljaras.
Centrifugalés kozben a centrifugacsében egymas folstt valamely an. gradiens
alapanyagnak kiilénboz6 koncentracioja rétegei foglalnak helyet. Gradiens
alapanyagként olyan anyagokat hasznalunk, melyekb6l nagy toménységd,
tehat nagy fizikai strdségd oldatok készithetSk. A cs6 fenekén foglal helyet a
legsdribb réteg, centrifugalas kdzben ez van a centrifuga tengelyétdl leg-
tavolabb. A cs6 teteje (azaz a centrifuga tengelye) felé haladva a gradiens
alapanyag koncentraci6ja — és ezzel egyitt sdrisége — csokken. Ezt
nevezzik sirdségi gradiensnek. A sirdségi gradiens hasznélata hatasosabba
teszi a killonbdz6 komponensek szétvalasztasat. Alkalmazasaval tobb, akar 3-
4 frakciot is nyerhetiink egyszerre, mig a kozonséges centrifugélassal
legfeljebb kettét (egy iiledéket és egy feliiltszot).

A mobdszer két, egymastdl eltéré alapelven nyugodhat.

a) Valamely tébb komponensbé6l all6 rendszert azon az alapon bontunk
alkatrészeire, hogy a komponensek iilepedési sebessége és ilepedési
allandoéja eltér egymastdl. (Az ilepedési allandét adott hémérsékleten tobb
tényezd hatarozza meg: a partikulum és a kozeg sGriségének kilénbsége, a
partikulum alakja, tdmege, sarl6dasa a kozeggel szemben, ill. a kézeg belsé
sarlodasa, lasd a fizika megfelels fejezetét). Hyenkor a SGC legalsé rétegének
sdr(sége is kisebb, mint a szétvalasztand6 alkatrészek sGrsége. A mintat a
gradiens folé rétegezziik. A sirdség novekedése kdvetkeztében centrifugalas
kézben a részecskék egyre fokoz6dé ellenillasba iitkoznek, kilonbszé
sebességgel fognak a csé feneke felé vandorolni. A centrifugélds befejezése
utén a kiilénbdz6 részecskék a cs6 kiilénbz6 magassagaban foglalnak majd
helyet, igy kiilénboz6 frakcidkba gyiijthet6k.

b) Az an. egyensalyi (izopiknikus) sdriségi gradiens centrifugalas azon
alapszik, hogy itt a sdrdségi gradiens nehéz komponenseinek fizikai sirdsége
nagyobb, mint a szétvilasztandé alkatrészek barmelyikének sdrdsége. Ennél
az eljarasnal a centrifugélast addig folytatjuk, amig minden szétvalasztand6
részecske eléri a gradiens azon rétegét, melynek sdrdsége sajat sardségével
megegyezik. Az tilepedés ekkor leall. igy a frakcionélas alapjaul a részecskék
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egyetlen paramétere szolgél: azok fizikai sdrdsége. A modszer igen alkalmas
a kilénboz6  makromolekula-féleségek elvalasztasara és  analizisére.
Szétvélaszthatok egymastol pl. a DNS és RNS, kiilonboz6 bazisosszetételd
DNS féleségek, ugyanazon DNS (pl. plazmid) suprahelikalisan sodort és
relaxalt formaja, eltéré fehérjetartalmia nukleoproteidek, stb. A centrifugalas
rendszerint nagy fordulatszam mellett, (30 000 ford/perc folott) 40-60 oraig
tart. A gradienst gyakran nem is formaljak el6re, az a 100 000—450 000 x g-n
spontan kialakul. Gyakran a mintat sem a gradiens folé rétegzik, hanem
hozzékeverik a gradiens alapoldathoz. Menet kozben a centrifugacsében
elfoglalt poziciotol figgben a részecskék részben lefelé, részben felfelé
vandorolnak, amig a sajat fizikai sdrdségiiknek megfelelS rétegbe nem érnek.
Az erre a célre hasznalt két gradiens alapanyag a céziumklorid és a
metrizamid (lasd alabb). igen kiméletes, hatékony, de az ultracentrifuga és a
hasznalatos vegyszerek miatt igen draga eljarasok.

A fordulatszdmtol figgben a sarGségi gradiens centnfugalas sokféle
szeparalasi feladat megoldasara alkalmas.

A Vannak olyan SGC modszerek, melyekkel magas fordulatszam
mellett (25 000-65 000 ford/perc, mely kb. 60.000-450 000 x g nehézségi
gyorsulasnak felel meg) kiilonbdz6 makromolekulakat (enzimek, hormon
receptorok, nukleinsav féleségek) valaszthatunk szét egymastol.

& 10 000-20 000 ford/perc (kb. 20 000-50 000 x g) alkalmazésaval
kiilonboz8  sejtalkatrészeket valaszthatunk szét egymastol. llyenek pl. a
riboszomak, riboszoma alegységek, ill. poliszomak, mitokondriumok,
lizoszémak, kloroplasztok, sejtmag, Golgi-anyag stb.

A 2000-4000 ford/perc gyorsasaggal (1000-5000 xg) kiilonbdz6
sejtféleségeket lehet egymastol elvalasztani (pl. baktériumok, algak, csontvel6
és vérsejtek, stb.)

A gradiens térfogatok is igen kilonbozéek lehetnek. Makromolekulak
szétvalasztasdhoz 2-3 ml térfogata gradienseket hasznalnak, mig pl.
preparativ sejtfrakcionalasnal, ahol a kapott frakciokat még tovabbi,
anyagigényes vizsgalatokhoz hasznaljak fel, a gradiens térfogata nagy (akar
tobbszaz ml) lehet.

A gradiens alapanyagok olyan anyagok, melyekbSl tomény, nagy
sir(iségd oldatok készithetSk. Fontos, hogy kémiailag kozombosek legyenek,
a frakcionalandé anyaggal ne lépjenek reakcitba, azoktol utélag kénnyen el
lehessen dket elvalasztani.

Szahardz. A legéltalanosabban hasznalt gradiens alapanyag, kb. 1,4 g/
cm3 sirdségig lehet belSle oldatot késziteni. :

Céziumklorid. 1,7-1,8 g/em3 sGriségig is lehet bel6le oldatot késziteni.
Hatranya, hogy draga és a tomény oldatok ion ergssége nagy.
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Metrizamid.  JodtartalmlG  szerves vegyiilet [2-(3-acetamido-5-N-
metilacet-amido-2,4,6-tri-jodobenzamido)-2-deoxy-D-gliikdz]. Kb. 1,4 g/cm3-
ig lehet bel6le oldatot késziteni. Nagy el6nye, hogy nem elektrolit természetd.
Téményebb oldatai viszkozusak, ezért nehézkes vele dolgozni.

Glicerin. Csak kb. 1,17 g/cm3-ig hasznélhaté.

Hasznélnak a fentieken kiviil jol oldhato fehérjéket (szérum albumin) és
poliszaharidokat (ficoll) is.

Gradiens-profil. A sirdségi gradiens lehet szakaszos és folyamatos. A
szakaszos s(rlségi gradiensben elGre elkészitett kiilonb6z6 toménységi
alapoldatokat rétegeziink egymasra, a gradiensben tehat a sGriség lépcsésen
valtozik. A folyamatos gradiensben a sdrdség fokozatosan valtozik. Ha a
véaltozas egyenletes, akkor linearis sardségi gradiensrél beszéliink.

Gradiensek készitésének modjai. Szakaszos gradienst készithetiink az
oldatok 6vatos egymas folé, vagy egymas ala pipettazasaval, ill. injekcio-
zasaval. Folyamatos lineéris gradienst fogunk késziteni a gyakorlaton (lasd
alabb). Kiilénboz6 elektronikus és mechanikus berendezések hasznalatosak a
gradiensek el6allitasdhoz. Ezek megbizhatobb, reprodukalhatobb profila
gradienseket szolgaltatnak.

Frakciészedés. Nagyobb térfogata gradienseknél altaldban a felszinrél
torténs leszivast alkalmazzuk (pipettaval, vagy automatikusan mozgatott
szivornyaval). Ha a centrifugilas soran nem keletkezik iledék, a leszivas
torténhet a cs6 fenekérsl is. Kisebb mdanyag csévek fenekére megfelels
allvanyban lyukat lehet farni és a kicsopog6 folyadékbol gydjtiink frakciokat.
Igen jol reprodukalhat6 eredményeket ad az a modszer, melynél a gradiens
also, legstrdbb rétegénél is sirdbb folyadékot nyomunk a centrifugacsébe a
gradiens ala és a frakciokat a cs6 tetjér6l gydjtjiik a megfelel6 csatlakozok
segitségével.

Sejtalkotok kinyerése majszovetbdl.

Sdrdgségi gradiens készitése. A gradiens-készit6 edény kifolybcsévébs|
az esetlegesen bennemaradt folyadékot kiitatjuk a kifolyocsonkhoz illesztett
szdrépapfrral, majd az 1. és 2. szoritokat elzarjuk (77. dbra). A 3. edénybe a
toményebb, 60% szahar6zt tartalmazé homogenizalo pufferbél bemériink 4,4
ml-t (a fejezetben megadott minden koncentracidérték vegyes %:
tomeg/térfogat). Ovatosan megnyitjuk a 2. szoritét, hogy az dsszekétd cs6bél
kiGzzik a levegGt, majd a szoritot zarjuk. Utana a 4. edénybe pipettazunk 4,6
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S. Kever6 propeller
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1. és 2.: Szorftok

3. Bal gradiens cs6
6. 4. Jobb gradiens cs6

11. &bra
Egyszer( gradienskészit berendezés vazlata

a ¢s6 bels6 falihoz. Kézepes fordulatszammal meginditjuk a kever6t.
Ovatosan megnyitjuk az 1. szorit6t, majd a lehet6 legrovidebb id6n bell a 2.
szoritot. A centrifugacsivek helyes feltoltési ideje kb. 10 perc. A gradiens-
készit6 mikodése a kozleked6 edények elvén alapul. A higabb oldat
hozzafolyasat a kever6 sebessége is befolyssolja, a sebesség novelésével a
hozzéifolyas lassul. Kézepes fordulatszdmmal kezdiink, majd azt a gradiens
Osszeédllitasa folyaméan fokozatosan csokkentjitk. Az elkésziilt gradienseket

mérlegen kiegyenstlyozzuk 8,3% szahar6zos homogenizalé puffer hozza-
adésaval.

Az egér mdjinak kivétele, szévethomogenizatum készftése. Az egér fejét
gyors mozdulattal levagjuk, hasiiregét megnyitjuk, a majat — lehet6leg egy
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egy darabban — kivessziik, majd 8,3% szahar6zt tartalmazé homogenizalé
pufferben ledblitjiik a szrszalak eltavolitasa céljabol.

A homogenizal6 puffer dsszetétele:
50 mM Tris-HCl, pH 7,5

25 mM KCl

3 mM Magnézium acetat

A majat 2-3 mm-es darabokra végjuk és Potter—Elvehjem dugattyts
homogenizatorba tessziik, melynek teflon dugattyajat faromotor hajtja kb.
3000 ford/perc sebességgel. Hozzédadunk 2 ml 8,3% szaharézos
homogenizal6é puffert és a dugattyGval 8 letolast végziink, mikézben a
homogenizator csove jégfiird6be meriil. A majparenchyma sejtek legnagyobb
része feltarodik, a sejtorganellumok viszonylag épen maradnak. A homo-
genizitumot tolcsérbe helyezett 4 réteg gézre ontjitk, majd a homogenizatort
a fenti puffer 1 ml-ével utana &blitjitk a tolcsérbe. A homogenizatumot at-
szdirjiik a kotGszoveti rostok és feltaratlan foszlanyok eltavolitasa céljabol.

Mintafelvitel, centrifugdlds. A szGrt szuszpenziobdl 0,6 ml mintat
rétegziink Ovatosan a sdr(ségi gradiens felszfnére. A szuszpenzi6 maradékat
kontrollként félretesszitk. A cséveket kilendiil6fejes asztali centrifugaban
6000 ford/perc gyorsasaggal centrifugaljuk 15 percig.

Jol osszeallitott gradiens esetén a centrifugacsovet kiemelve a kovetkez6
rétegeket latjuk: A fels6, mintanak megfelel6 réteg részben feltisztult. Alatta
sdrdbb, has-szind opaleszcenciat latunk, mely fokozatosan halvanyodik. A
gradiens also rétege és a ,parna” hatéran egy igen sdrd, piszkossarga, részben
véres gy(rd foglal helyet. A parna viztiszta. A cs6 fenekén talaljuk a nem tal
szembeotl6, attetsz6 tiledéket.

Frakci6szedés. A  sitGségi  gradiensben  kapott frakci6kban
borostyankd@sav-dehidrogendz aktivitds mérés Gtjan mutatjuk ki a mito-
kondriumokat. Erre azért van szitkség, mert fajlagos reakci6 nélkul a
mitokondriumok az egyéb vezikulum jellegd sejtalkotoktol (pl. lizoszomak)
nem kilénbztetheték meg. Ezen tilmenden a sejtek feltarasa folyaman nagy
mennyiségld membran-foszlany keletkezik. A foszlanyok spontan vezikulu-
mokka zar6dnak. A homogenizatum tele lesz masodlagosan keletkezett, a
sejtben eredetileg jelen nem volt holyagesékkal is. Az enzimaktivitas
méréshez a frakciok leszedése el6tt 20 szdmozott Wasserman csébe
bemeériink 0,1-0,1 ml gliik6zt. Az els6 cs6be bemériink 0,6 ml 5x felhigftott,
nem frakcionalt mijhomogenizatumot. A gradiens felszinér6l automata
pipettaval 0,6 ml-es frakciokat szivunk le, ezeket a 2. Wasserman cs6tél
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kezdve adjuk a glikdzhoz. A frakcidszedést addig folytatjuk, amig az
tiledékrsl minden folyadékot le nem szivtunk.

Az (ledéket a kovetkez6képen kezeljuk: ujjbegynyi papirvatta
pamacsot enyhén benedvesitiink homogenizalé pufferrel, majd azzal a
centrifugacs6 bels6 falat tisztara toroljik. Kuldngsen fontos ez a centrifuga-
csének abban a magassagaban, ahol a sird, feltaratlan sejteket tartalmazo
twormelék-frakcié volt. Ezen mavelet kézben fontos, hogy a cs6 fenekén [évé
tiledékhez ne érjiink hozz4, és a papirvatta pamacs ne legyen annyira nedves,
hogy folyadék folyhassék hozza az iiledékhez. Utana 0,6 ml 15% szahar6zos
homogenizalé puffert mériink a csébe, ebben az iledéket egy tiszta
tivegbottal elhomogenizaljuk, majd atvissziik a soron kévetkez6 Wasserman
cs6be, mint utolsd frakciot. A frakciok zavarossaganak mértékét szemre
megbecsiiljik és a jegyz6konyvben @ — ++++ jeloléssel rogzitjuk.

Borostyankdsav-dehidrogendz  aktivitis mérése 0,4 ml reagens
hozz4ad4sa utdn a kordbban tanultak szerint t6rténik (Biol6giai gyakorlatok il.
18-20. 0.). Az inkubaci6 folyaman kilonosen az els6 két frakcié his-szine
mélyiil, mutatvan, hogy a mitochondriumok nem, vagy csak alig lépnek be a
gradiensbe. A frakciészam novekedésével ez az elszinez6dés egyre gyengiil.
A térmelék-gydrd mutathat még gyenge pozitivitast, az uledék attetsz6en
fehér, az enzimaktivitasra jellemz6 barnas szint nem mutat. Az enzim-
aktivitast is becsuljik meg szemre és a jegyz6kényvben g — ++++ jeldléssel
rogzitsuk.

Mikroszképos vizsgalat. A Wasserman csdvekb6l tiszta tivegbottal 1-1
kis csepp mintat targylemezre visziink, egy kis csepp metilzold oldattal a
fed6lemez hegyének segitségével Osszekeverjiik, majd lefedve, immerzios
objektivvel vizsgaljuk. (A metilzold bazikus festék, amely a DNS-hez
interkalacios mechanizmussal is két6dik, lasd Biol. gyak. 1. 9. és 12. 0.).

A frakcionalatlan kontrollban a nagy mennyiségl, kisebb-nagyobb
vezikulum tinik szembe. Ezek nagyobb része szintelen, kisebb résziik
voroses-barna. Ezek a mitokondriumok, a szinez6dés a borostyankésav-
dehidrogenaz aktivitas jele. Az enzimaktivitast mutaté hélyagok mérete az
intakt majsejtekben latott mitokondriumoknal jéval nagyobb lehet, a
mitokondriumok a sejtek feltdr6dasa utén vizet vesznek fel, megduzzadnak.
Lathatunk a kontrollban nagy szdma, metilzélddel megfest6dott, sejtekb6l
kiszabadult, granuléris szerkezetet mutaté6 sejtmagot. Léathatok feltsratlan
sejtek, vorosvértestek, rostos elemek, tovabba hajszalér endotel sejtek.

Az els6 két frakcibban a borostyankdsav-dehidrogendz pozitiv
vezikulumok, azaz a kdnnyd és nehéz mitokondriumok jelenléte a
meghatérozo. It sejtmagokat alig-alig latunk. Lathatunk szamos kicsi, er6sen
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fénytord, szintelen vezikulumot, tovabba a lathatosag hataran 1évg halvany,
igen élénk Brown mozgast végz§ részecskéket.

A 4. frakciotol lefelé a mitokondriumok fokozatosan eltdnnek, a
jelenlévd vezikulumokat nem tudjuk az alkalmazott modszerekkel felismerni.

A ,pama” folotti frakcioban részben, vagy teljesen feltaratlan méj-
parenchyma sejteket latunk. Jelen van valtozé, néha nagymennyiségi
vorgsvértest és valtozatos, nem jol meghatarozhat6 tormelék. Ebben a
frakcioban maér elég sok zoldre fest6d6 sejtmagot is latunk, gyakrabban
sejteken belif, mint kivil.

Az iiledékben taldlhatok a sejtekbdl kiszabadult sejtmagok. Ez a frakcio
sem csupa sejtmagbol all, vorosvértestek, rostos elemek és hajszalér
hamsejtek szennyezik. Egyetlen preparativ lépésben nem varhato ennél
hatékonyabb tisztitas.

Kérdések:

. Mi a jelent8sége a sejtorganellumok preparativ kinyerésének?

. Mik a sejtfrakcionalas f6 lépései?

. Mik a sdirdségi gradiens centrifugélas el6nyei?

. Milyen 6 frakciok keletkeznek a majsejt homogenizatum sdrdségi gradiens
centrifugalasa soran?

5. Miért alkalmaztuk a frakciok vizsgalata sordn a borostydnkdsav-

dehidrogenaz aktivitas citokémiai reakciojat?
6. Miért alkalmaztuk a frakciok vizsgalata soran a metilzolddel valo festést?

H W =
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