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Eloszo

Tisztelt Olvaso!

On a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar, Humangenetikai
Tanszéke oktatdi altal a Népegészségiigyi Kar hallgatoi szamara 6sszeallitott Gene-
tika és Molekularis Biologia jegyzetet tartja a kezében.

A jegyzet cime annyiban talzo6, hogy a klasszikus genetika (mendeli genetika,
citogenetika, bakterialis genetika, populaciogenetika) alapjain tul a molekularis
biologianak, amely a maga teljességében az ¢ldlények és sejtek miikddésének mo-
lekularis szintli leirasaval foglalkozik, csak a molekuldris genetikai aspektusait (a
gén és a genom szerkezete, szervezddése, és a génmiikodés szabalyozasa) targyal-
ja. Nem célja a molekularis biologia azon vonatkozéasainak attekintése, amelyek a
biokémia és sejtbioldgia targykorébe tartoznak.

A genetika, kiilondsen mas természet- és bolcseleti tudomanyokkal Gsszeha-
sonlitva nagyon fiatal tudomany. Kezdetét Gregor Mendel hires dolgozatanak koz-
zétételéhez (1865) kotjiik, bar Mendel tudomanyos eredményeinek elismerése és
elfogadasa csak a XX. szdzad elején tortént meg. Ugyancsak erre az idépontra
teheté az els6 Oroklodé emberi betegségek (alkaptonuria és mas velesziiletett
anyagcserebetegségek) leirasa, ¢és annak felismerése, hogy Mendel eredményei
(amelyeket ekkortol neveznek Mendel-szabalyoknak), magyarazzak ezeknek a be-
tegségeknek a csaladi halmozodasat. Viszonylag rovid ,torténete” ellenére azon-
ban, kiilondsen az utobbi néhany évtized rendkiviil gyors fejlédésének koszon-
hetden, mara a genetika az orvostudomany egyik elismert alappillére a betegségek
diagndzisanak felallitasaban és egyre inkabb a gyogykezelésében is. Kiilondsen
igaz ez a Human Genom Projekt befejezése (2003.) ota, amely lehetové tette az
Osszes emberi gén azonositasat, az egyes gének populaciokon beliili és a kiilonb6zo
populaciok kozott mutatott valtozatossaganak, s a gének kifejezodésének vizsgala-
tat, s mindezek alapjan a géneknek az egyes emberi tulajdonsagok vagy betegségek
kialakitasaban feltételezett szerepének tanulmanyozasat. A genom-szekvenalasok-
kal parhuzamosan kialakuldé genomika tudomanyanak modszertana pedig lehetévé
teszi, hogy az emberi genomot, mint egységes egészet tanulmanyozzuk, azaz nem
csak egyedi gének eseti miikddsét, hanem a teljes génallomany kifejez6dését egyi-
dejlileg vizsgaljuk. Ez pedig a gének egymassal és a kornyezettel vald kolcsonha-
tasaba, kifejezddésiik szabalyozasaba, s ezzel a génmiikodés jobb megértésébe en-
ged betekintést.



Jegyzetiink célja semmiképpen nem lehet az, hogy ezt a rendkiviil nagy volu-
menl, szerteagazd ismeretanyagot részleteiben lefedjiik. Ugyanakkor fontosnak
tartjuk, hogy a Népegészségiigyi Kar hallgatoi a legalapvetobb klasszikus és mo-
dern molekularis genetikai ismeretekkel rendelkezzenek, hiszen ezek nagyon gyor-
san eredményeznek az egészségligyben rutinszeriien alkalmazott diagnosztikai
modszereket, mind a ,,monogénesen” 6roklodo betegségek, mind pedig a tobb gén
¢s a kornyezet altal egyiittesen befolyasolt ugynevezett ,,komplex” betegségek ese-
tében. Ezen véleményiinket tamasztja ala a kozelmultban megjelent Népegész-
ségiigyi genomika (szerkesztette Adany Roéza, Sandor Judit és Angela Brand,
Medicina Konyvkiado, Budapest, 2013.) konyv is, amely a modern molekularis
genetikai alapok mellett a teriilet etikai és jogi aspektusaival is foglalkozik.

Ha jegyzetiink a fenti elvarasainknak legalabb részben megfelel, eréfeszitésiink
nem volt hiabavalo.

A fentebb is emlitett gyors fejlodés eredményeinek kozvetitésére, valamint a
hallgatosag észrevételeire, kritikajara, javaslataira is szamitva, és azt is figyelembe
véve, a jovOben a jegyzet tovabbi bdvitését és modositasat tervezziik.

A szerzétarsak nevében is

Dr. Biro Sandor
tanszékvezetd egyetemi tanar

Debrecen, 2013. december.






1. fejezet

A sejtmag és a kromatin. A humdn genom szervezodése.
Sejtciklus, sejtosztodas.

A sejtmag

Minden sejt génikus informacio-készletét DNS (dezoxiribonukleinsav) tarolja.
A DNS a fehérjékhez hasonloan sorrendspecifikus biopolimer, amelynek szerke-
zetét részletesen az 5. fejezetben targyaljuk, ahol kideriil az is, hogy hogyan hata-
rozza meg a DNS szekvenciaja a fehérjék elsddleges szerkezetét. Génnek nevezik
a DNS azon szakaszat, amely egy funkcioképes makromolekulat (fehérjét, RNS-t)
kodol. A gén magaba foglal kddolo és nem kodold, valamint a kifejezodéséhez
sziikséges szabalyozo szakaszokat is. Adott gén két vagy tobbféle, egy-mastol egy
vagy tobb bazisparban kiilonb6z6 szekvenciaju génvaltozatat allélnak nevezziik.

A prokariota sejtek (baktériumok) DNS-ét nem hatarolja membran (1. 6. feje-
zet). Az eukariota sejtekben az orokitéanyagot kettds membranrétegbdl allo mag-
hartya veszi koriil €s mechanikailag védi, azaz az eukaridtaknak valodi sejtmagjuk
(nucleus) van (1-1. abra). Az Osszes eukaridta sejtmag karioplazmajaban a DNS
szamos fehérjével kapcsolodik 6ssze és a kromatinnak nevezett szupramolekularis
struktarat alkotja. A sejtmag lehet gdmbolyl, szabalytalan vagy lebenyezett alaka
¢s altalaban egy van beldle egy sejtben (de pl. a majban eléfordulnak tobb-magvi
sejtek is). A magboriték a Kiilsé és bels6 magmembranbdl és a bels6 membran-
hoz csatlakozd, szovevényes fehérje bevonatbol, a nuklearis laminabdl all. A két
membran nem fliggetlen, a magporusoknak nevezett nyilasoknal talalkoznak, at-
hajlanak egymasba (1-1. abra). A porusok bonyolult szerkezetii fehérjekomplexén
keresztiil kis és nagy molekulak, riboszoma alegységek atjutasa zajlik. A kiilso
magmembran kozvetlen kapcsolatban van az endoplazmatikus retikulummal. A
nukleusz bels6 membranja belsé felszinéheza a nuklearis lamina csatlakozik,
amelynek 3 féle lamin fehérjébol allo, tobbrétegii, szovott anyagra emlékeztetd
szerkezetéhez kihorgonyzodik a kromatin. A riboszoéma alegységeket Gsszeszereld
sejtmagvacska (nucleolus), bar nincs hatarold rétege, mégis jol elkiiloniil a kro-
matin tovabbi részétdl, mivel erételjes rRNS termelés zajlik benne és ezzel egyide-
jiileg a citoplazmabdl nagy mennyiségli riboszomalis fehérje aramlik ide.

Genom, kromatin, kromoszéomak

Az eukariota genom fajonként kiilonb6z6 informacio-tartalmu, a sejtmagban
¢s a mitokondriumokban/kloroplasztokban talalhatd egyiittes genetikai anyag. A
DNS elsddleges szerkezete (nukleotid sorrendje, szekvenciaja) hordozza a fejlodés,



a novekedés, az anyagcsere és a szaporodds pontos meghatarozasahoz sziikséges
génikus informacidkat — azaz 1ényegében minden informaciot, amitdél kialakulhat a
mikddoképes szervezet. Az egyed fejlodését az 6roklott informaciok mellett a kor-
nyezetbol jov6 hatasok is jelentés mértékben befolyasolhatjak. A gamétakka diffe-
rencialodo sejtek (ivari sejtvonal) kivételével minden, a szervezetet felépitd sejt
szomatikus (soma [gor] = test) azaz testi sejt. A magasabbrendli eukariotak alta-
laban diploid szervezetek, azaz minden, sejtmaggal bird testi sejtjiik rendelkezik
két sajat genom kopiaval, de eléfordulnak olyan él61ények is (pl. mohak, gombak),
melyek életciklusaban fellelhetd hosszabb-révidebb hapleid szakasz, ahol a sej-
tekben csak egyszeres genom van jelen. A fejlettebb soksejtii eukariotakban az
ilyen haploid életszakasz az ivarsejtekre korlatozodik.

Az interfazisban, azaz a sejtosztodasok kozotti idészakban a kromatin diffizan
szétoszlik a sejtmagban, emiatt viszonylag homogénnek tekintheté a fénymikrosz-
kopos képe (1-2. abra). Elektronmikroszkoppal sokkal jobban megfigyelhetd, hogy
a kromatinban vannak lazabb szerkezet(i és ezért halvanyabban fest6dé teriiletek,
amelyeket eukromatinnak neveznek, ezek génikusan aktivak. Az er6sebben festo-
do, tomorebb szerkezetii, génikusan inaktiv szakaszok a heterokromatinhoz tar-
toznak (1-1. abra).

DNS és a hozza kapcsolodd fehérjék
(kromatin)

endoplazmatikus S e
retikulum o sejtmagvacska .

(nucleolus)

Q ¢ seitkézpont

{centrosoma) IR £

eukromatin
?t Ry

I-\' A Lt

™~ mikrotubulus

intermedier /i % i )
filamentumok

magporus == /
kilss membran | ‘
perinuklearis tér/ |
belsé membran | ‘_,
nuklegris lamina

Tpum

maghurok /gt % heterokromatin
A

endoplazmatikus retikulum

1-1. abra
Interfazisos sejtmag sematikus rajza és elektronmikroszkdpos képe
A — sematikus rajzon fehér — lazabb szervezddésii, génikusan aktiv eu-
kromatikus régiok vilagosabban festddnek, a rajzon sziirkés, tomorebb
szerkezetli, génikusan inaktiv heterokromatin pedig so6tétebben, és jel-
lemz6en a magboritékhoz kapcsolodik.



A DNS molekuldk a sejtmagban kromoszémak' felépitésében vesznek részt.
Egy DNS egy kromoszémat alkot, vagy — megforditva a fogalmazast — egy kromo-
szomaban egy (linearis) DNS helyezkedik el. A kromoszoma sz6 kettds jelentést
takar. Egyfel6l a sejtosztddas idején fénymikroszkdppal lathatd diszkrét, egymastol
jol elkiiloniild, palcikaszert struktarakat nevezik igy (1-2. abra), de masfeldl ezek a
kromoszomék az egész sejtciklus folyaman, igy a két sejtosztodas kozott, az
interfazisban is megorzik integritasukat, azaz ugyanaz a DNS alkotja a kromo-
szomat, csak lazabba valik a szerkezete, tehat a kromoszoma szd ezt a sejtben al-
landoan jelen levo, hol tomorebb, hol kondenzaltabb szerkezetli egységet is jelenti.

interfazisos sejtmagok

egy metafazisos kromoszdma részei

testvérkromatidok
i
telomer £
centromer , kinetokor
\
S — | kinetokor
mikrotubulusok
0szt0do6 novényi sejtekben (huzofonalak)
fénymikroszkoppal lathatova valo
kromoszomak
1-2. abra

Balra 0szt6dé névényi sejtekben megjelend kromoszoémak, jobbra egy metafazisos
kromoszéma sematikus abrazolasa

Ha a kromoszoémak pusztan DNS-b6l épiilnének fel, nehezen lenne elképzel-
het6é a megkettézodésiik és az utodsejtekbe valo tovabbadasuk a hossz( lancmole-
kulék 6sszegabalyodasa és szétszakadasa nélkiil. A kromoszomak DNS molekulaja
els6sorban a bazikus hiszton fehérjékkel kapcsolodik (1-3. abra) és ezek mellett
interfazisban a sokfajta fehérjét egy csoportba foglalé6 nem-hiszton magfehérjék

' A kromoszoma kifejezés a chroma [gor] = szines és a soma [gdr] = test szavakbol

szarmazik, és az 0sztddo eukariota sejtekben fénymikroszkoppal megfigyelhetd megfestett
kromoszomakra utal. A prokariota sejtek SrokitGanyaganak része tobb kisebb, kor alakt
DNS molekulan kivill egy nagyobb, altalaban korré zarédott DNS molekula is, amelyet
bakterialis kromoszoémanak neveznek. Ez kapcsolodik ugyan fehérjékkel, de nem jon létre
olyan kromatin szerkezet, mint az eukariétdkban, ezért nem tekinthetjiik a valodi eukariota
kromoszémakkal egyenértékii képletnek.



alkotta nuklearis matrixhoz (1-4. abra), sejtosztodas soran pedig a jorészt azonos
fehérjék alkotta, de nem teljesen azonos Osszetételli kromoszoémavazhoz, a
scaffoldhoz rogziilve képes tomorebb szerkezetbe csomagolodni, kondenzalodni.
A nuklearis fehérjékhez tartoznak még példaul a DNS és az RNS szintézisében
résztvevo, vagy a génkifejez0dés szabalyozashoz sziikséges fehérjék.

A kromatin szerkezetének lényeges alapeleme a nukleoszéma (1-3. dbra). Egy
nukleoszomaban két-két molekula H2A, H2B, H3 és H4 hiszton alkotta fehérje-
gomboc, a hiszton oktamer (okta [gor] = 8, meros [gor] = rész) koriil a DNS —
mint fonal az orso koré — kb. kétszer koriiltekeredik. A H1 hiszton — mint cip6fizo
bekotésnél az ujjunk — rogziti a DNS-t, nehogy letekeredjen. A negativ toltéseket
hordozé DNS erdsen kotédik a nukleoszoma fehérjemagjat alkotd, pozitiv tolté-
seket hordozo hisztonokhoz. A nukleoszémakban 1évé H3 és H2A molekuldkat
szamos specialis hiszton-féleség helyettesitheti, amelyek egyedi sajatossagokat kol-
csonoznek az adott helyen a genomi DNS-nek. A nukleoszomabol — mint kis ,,far-
kincak” — kinytlnak a hisztonok N-terminalis végei és ezek kémiai modifikacioja
(On. poszttranszlacios modositasa [l. 5. fejezet]) — kiilondsen a H3 és a H4 esetén —
noveli vagy csokkenti a hisztonokon a pozitiv toltések szamat, ezaltal befolyasolja,
hogy milyen er6sen kotodik a DNS a hisztonokhoz vagy mennyire konnyen lete-
kerhet6, szabadda tehetd mas fehérjék szamara. A kromatin szerkezete tehat a hisz-
tonok moddositasaval valtoztathato €s ezzel is szabalyozhato, hogy éppen mely gé-
nek fejezodhetnek ki (1. 7. fejezet). A f6 és a specializalt hiszton tipusok mintazatat
¢és azok modositasait egyiittesen gyakran nevezik hiszton kodnak.

[<—11 nm —|

- & 0
gl
nukleoszéma —> w"‘@ )

2-2 molekula ...
{ H2A, H2B, H3 és H4 |
1 alkot egy

==—_hiszton oktamert -

146 bp Osszekots 7.
11 nm+| DNS DNsS 2N CFA S H3
< ’ 2

1-3. abra
A kromatin szerketi alapegysége, a nukleoszoma szervezddése

A hiszton oktamer koré 147 bp DNS tekeredik kb. kétszer korbe. A H1
hiszton a két iranybol érkezd, egymassal talalkozo szalakat rogziti. (bp =
bazispar.)
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A hosszii gyongyfiizér-szerii lanc (1-4. dbra) — mas néven a 11 nm-es elemi
kromatinszal — a nativ, fehérje-mentes DNS hosszahoz képest mar jelentds rovi-
diilést eredményez. Ez a laza szerkezet az eukromatinra jellemzd. A H1 hiszton
nemcsak megakadalyozza a DNS letekeredését egy-egy nukleoszoéma esetén, ha-
nem Ujabb rovidiilést, kondenzalédast eredményez azzal, hogy a nukleoszomakat
egymashoz kapcsolja, ezaltal kialakul egy magasabbrendii szerkezet, mely egy-
szer(isitett formaban egy cso alakl tekercshez hasonlithatd. Ez a 30 nm-es kroma-
tinszal, amely elektronmikroszkoppal vastag fonalnak latszik (koriilbeliil harom-
szor olyan vastag, mint a gyongyfiizér szerkezetii fonal) és szolenoid szerkezetként
(solenoides [gor] = cs6 alaku) is emlegetik (1-4. abra). A 30 nm kromatinszal hur-
kokat képezve rogziil a nuklearis matrixhoz. Tovabbi feltekeredésekkel egyre to-
morebb szerkezet alakulhat ki, amely mar a heterokromatinra jellemz6. Az interfa-
zisos sejtben levo lazabb, hurkos kromatinszerkezet a sejtosztoédas profazisaban a
kromoszoma minden pontjan kezd tomorebb szerkezetbe kondenzalddni, amely a
fénymikroszkoppal jol megfigyelhetd6 metafazis kromoszomak kialakulasat ered-
ményezi (1-4. dbra). A maximalisan tdomorddott kromoszoma hossza kb. 1/10000-
ed része a benne levo, teljesen kitekeredett DNS hosszanak.

R TRE N Rore L T, DNS
B R L O S s i 2 | T
LR R T i R
e Dbz,
. gyéng}'/fﬁzér—sierﬁ — =
elemi kromatin szal /AN/};@/

e 5 30mm  hurkok  KROMATIN

nukleoszoma ¢

30 nm krématin szal

INTERFAZIS (SZOIenOlq.)_ ................................

PROFAZIS — METAFAZIS

metafazis kromoszoma

1-4. abra
A DNS szervezddése a ,,csupasz” kettds hélixt6l a metafazis kromoszomaig
A bal fels6 elekronmikroskopos képen a nukleoszomak ,,gyongyfiizér”
szerkezete lathato az elemi (11 nm) kromatinszalban, az als6 képen pedig
a nukleoszémak szolenoid struktiraba szervezédése (30 nm-es kromatin-
fonal). A pontozott vonal az interfazis végét, a sejtosztodas kezdetét jeloli,
amikor is a lazdbb kromatinszerkezet erésen kondenzaltta valik.

11



Az Osszes eukariota egynél tobb kromoszoémaval rendelkezik az egyszeres ge-
nomon beliil, bar a kromoszémak szdma, a genom mérete vagy a gének szama ¢és
az adott faj ,.fejlettsége” kozott csak laza Osszefiiggés allapithatdo meg (pl. egyes
kétéltiick vagy virdgos novény fajok genommérete akar 10'° — 10" bazispar (bp) is
lehet, szemben az ember 3,2x10° bp méretii genomjaval). (A genetikdban gyakran
eléforduld egységek: 1000 bp = 1 kilobazispar = 1 kbp; 10° bp = 1 megabazispar =
1 Mbp; 10° bp = 1 gigabazispar = 1 Gbp.)

A human genom és a kromoszomak

Az ember tesi sejtjeinek sejtmagja 46 darab = 23 par kromoszémat, azaz két
genomnyi (2n) mennyiséget tartalmaz. A DNS megkett6zodés elétt a G1 fazisban
(1. még a sejtciklusnal) levé sejtekben minden egyes emberi kromoszoma egy
darab linearis, kettos hélix szerkezetii DNS molekulat tartalmaz, azaz a nem
0sztddo testi sejtekben a sejtmagi genomot 0sszesen 46 DNS molekula alkotja.

A 23 parbdl 22 par egyforma a ndkben és a férfiakban, ezek az autoszémak,
amelyeket a legnagyobbtdl kezdédden a legkisebb felé haladva szamoztak meg 1-
tol 22-ig (2-2. abra). A fennmaradd kromoszoémapart a szex-kromoszéomak alkot-
jak: két X nokben, X és Y a férfiakban (1-5. abra). A legtobb kromoszomat nem
csak a hossza, hanem a centromer helyzete alapjan is meg lehet kiilonboztetni. A
centromer elsédleges befiizodésként jelenik meg. Ez a jol felismerhetd citogeneti-
kai tajékozodasi pont két karra osztja a kromoszomakat. A rovid kart p-vel, a
hosszut q-val jeldlik (1-5. dbra). Mind a 24 féle kromoszoéma (22 autoszéma, X és
Y) egyedileg azonosithatd kiilonféle citogenetikai és molekularis technikak k6zos
hasznalataval (1. 2. fejezet).

A 24 féle kromoszoma mindegyike mas-mas géneket tartalmazo linearis génso-
rozatot hordoz. A lokusz a gén helye a kromoszoman. A kromoszémaparok tagjai
(a homolog kromoszomak vagy homolégok) egymasnak megfeleltethetd génikus
informacidval rendelkeznek, azaz azonos lokuszokat azonos sorrendben tartalmaz-
nak. A homolog kromoszomapar tagjain barmely lokuszt tekintve lehetnek egy-
massal teljesen azonos, identikus szekvenciaju gének, de eléfordulhat az is, hogy
két kiilonbozo, egymastol csak egy kicsit eltérd szekvencidji format talalunk. Eze-
ket nevezziik alléleknek, azaz gémvaltozatoknak. A genotipus egy adott egyed
génjeinek Osszességébdl (genomjabol) kivalaszott egy, két vagy tobb (elvileg akar
az 0sszes) gén alléljeinek megadasa.

Minden kromoszomapar egyik tagjat az apatol, masikat az anyatol orokli az
utdd. Normalis esetben, hagyomanyos festési technikaval az autoszoma parok tag-
jai egymastol fénymikroszkoppal nem kiilonbozetheték meg. Nokben a két X kro-
moszoma szintén nagyon hasonlod fénymikroszkopos képet mutat. Férfiakban kii-
16nb6zdek az ivari kromoszomak. A nagyobb a ndk X kromoszoémajaval azonos, az
anyjatol orokli a fia, a kisebb, kevés gént hordozé (a génjeinek szama 1/4-¢ az X-
en levd gének szamanak) az Y kromoszéma, amely apardl fitira 6roklodik. Az X
¢s Y kromoszoma egymassal nem homolog, azaz nem azonos lokuszokat hordoz-
nak, de a kromoszomavégek, a telomerek iranyaban mindkét kromoszoman psze-
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udoautoszomalis régiok’ talalhatok, amelyeken azonos lokuszok vannak az X-en
¢s az Y-on is (1-5. abra).

X kromoszoma Y kromoszéma
PSARI >SAR1
_ P
(ovidkar) p L NN = —/ M~
(centromer) -~ pszeudoautoszomalis q
régidk \
(hosszu kar) PSAR2
“PSAR2
1-5. abra

Pszeudoautoszomalis regiok (PSAR1 és PSAR2) szubtelomerikus elhelyezkedése
az egymassal nem homoldg nemi kromoszoémakon

Minden emberi kromoszomat a centromerje két karra oszt, a rovid kar
egyezményes jele p, a hosszi karé a q. Rendezett kariogramként vald
abrazolasban az el6bbi mutat felfele. (A s6tét és vilagos savok eltérd fes-
todésh régiok, 1. a savtechnikaknal a 2. fejezetben.) A telomerek a karok
legvégén helyezkednek el (1. 1-2. abra).

A human genom a 22 autoszoma és egy nemi kromoszéma tovabba a mito-
kondrialis DNS (16 569 bp) egyiittese. Mivel az utédok csak az anya petesejtjében
levé mitokondriumkat 6roklik, a spermiumban levok kiviil rekednek a megtermé-
kenyitéskor, ezért a mitokondrialis gének kizardlag anyai (maternalis) 6roklodést
mutatnak (1. bévebben a 3. fejezetben).

Az eukariota sejt kromoszomai a kiilonbozé tipusi géneknek és mas DNS
szekvenciaknak nem véletlenszeri gy(ijteményei, hanem a hasonlé médon szerve-

? Pseudo [gor] = alsadgos, hamis, nem igazi és autoszomalis = azaz az autoszomakra jel-
lemz6. Az elnevezés arra utal, hogy jollehet ezeken a (kromoszémavégekhez kozeli) régi-
okon az X és Y kromoszoman is megtalalhato gének vannak, de ettél még a két szexkromo-
szoéma nem homolog egymassal, csak a rovid homolog szakaszok miatt tiinik — hamisan —
autoszoémakhoz hasonlonak. De ezek a rovid szakaszok is elegenddek ahhoz, hogy a meid-
zisban a két szex-kromoszoma part alkotva normalis modon szétvalogatodhasson az utod-
sejtekbe. Az osztodas hibajanak szamit az, ha a profazis I-ben az X és Y — az autoszomak-
hoz hasonloan — crossing overek révén egymassal szakaszokat cserél ki a pszeudoatoszo-
malis région belill, és ezaltal a férfias nemi jellegek kialakulasdban nagyon fontos SRY gén
Y-rél X-re valo keriilését, és ezzel a nemi fejlédés zavarait eredményezi (1. a 2. fejezetben).
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z0d0, replikalddo és expresszalodd DNS szakaszok régidit csoportokba rendezodve
talalhatjuk meg benniik. Egyes kromoszoéma régiok vagy akar egy egész kromo-
szoma is lehet gazdagabb génekben, mas régiok pedig lehetnek génszegények. A
génekben gazdag kromoszomak vagy kromoszomalis régiok rendellenességei alta-
laban sokkal stulyosabb klinikai kdvetkezményekkel jarnak, mint a hasonld nagysa-
gu, de génszegény genomi régiot érintd rendellenességek.

A Human Genom Project segitségével szerzett tudas alapjan ugy tiinik, hogy a
DNS szervezddése az emberi genomban sokkal valtozatosabb annal, mint ahogy
azt egykor gondoltuk. A genomi DNS ~3 milliard bazisparjanak valdjaban keve-
sebb, mint 1,5%-a kodol fehérjéket, és csak kb. 5%-arél gondoljuk, hogy az
egyedfejlodés folyaman a kiilonbozo szovetekben kialakuld génexpresszios min-
tazat meghatarozasaban jelentOs szabalyoz6 elemeket tartalmaz. Megkdzelitleg a
teljes genom felét teszik ki a nem-ismétlodé szekvenciak, amelyek csak egyszer
(vagy legfeljebb kis szdmban) vannak jelen az egész genomban. Az ilyen egyedi
szekvenciak nagy tobbségének még nem ismert a funkcioja, kisebbik hanyadukat
pedig a kb. 25 000 géniink tilnyomo tobbsége teszi ki. A genom masik felét az
ismétl6do szekvenciak kiilonféle osztalyai adjak. Ezek azonos formaban vagy né-
mi eltéréssel tobb szazszor vagy akar milliészor is megtalalhatok egy genomban.
Az Un. nagy gyakorisaggal ismétlédé szekvenciak két tipusat az alapjan kiilonitjiik
el, hogy egy csoportban vagy szétszortan helyezkednek el. Becslések alapjan a ge-
nom kb. 10-15%-at a csoportba tomoriild, un. tandem ismétlédé szekvenciak te-
szik ki, amelyek azonos orientacioban, kozvetleniil egymas utan helyezkednek el
(hosszuk alapjan mikroszatellitaknak €s miniszatellitdknak nevezik d&ket). Ezek
tobbek kozott a kromoszomak szerkezetének kialakitasashoz és fenntartasahoz
jarulnak hozza, igy megtalalhatok pl. a centromer régidban (ezaltal fontos szerepet
jatszanak a sejtosztodas soran a kromoszomak ill. testvérkromatidok szétvalasaban)
¢s a telomerben, tovabba ezek alkotjdk az Y kromoszoma tobb mint felét is. Az
ismétlddé DNS-szekvencidk masik f6 tipusa a genomban szabalytalanul szétszort
ismétlodo szekvenciak osztalya. Noha sokféle csoportjuk ismert, csak kettot
emeliink ki, az Alu® szekvencidkat ¢s az L1* szekvencidkat, mivel ezek egyiitt
jelentés hanyadat adjak a genomnak és genetikai rendellenességekkel is kapcso-
latban allnak. Az Alu szekvenciak a rovid szétszort szekvenciak csaladjanak leg-
jobban tanulmanyozott és legjelentésebb képviseldi. Osszesen tobb mint egymillio
darab Alu szekvencia van a genomban, ezek adjak a human genom ~10%-at.
Eloszlasuk egyenetlen, a genom néhany teriiletén (pl. a telomerikus régiokban)

* Nevét a felderitésére hasznalt Alul nevii, DNS-t hasitd enzimrél (restrikcios endonukle-
azrol) kapta.

* A genomban szétszortan talalhato ismétléds szekvencidk kozott vannak hosszabbak, eze-
ket angol elnevezezésiik alapjan (Long [Nterspred Elements) LINE szekvencidknak neve-
zik. Az emberi genom valésziniileg egyetlen LINE csaladot tartalmaz, amelyet L1-el jelol-
nek.
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gyakoribbak. A masodik legjellegzetesebb szétszort ismétlddé DNS szekvenciak az
L1 szekvencidk, amelyek hozzavetbleg a genom 20%-at teszik ki. Bdségesen
megtalalhatok pl. a centromer kdzelében, mig mashol viszonylag gyérebben fordul-
nak el6. Az Alu és L1 szekvenciakrol késziil6 RNS-eket az L1 altal kodolt reverz
transzkriptaz enzim DNS-re irja at ismét. Az igy létrejové c¢cDNS (¢ =
complementer) masolatok 0j helyre ¢kelddnek be a genomba, mivel az L1
szekvencidk az athelyezddést végz0 enzimet is kodoljak. Az Alu szekvenciak
ugyan nem kodolnak semmit, de a roluk késziilt masolatokat a sejtben egyébként is
jelen levd enzimek ugyanugy athelyezik, mint az L1-et, azaz mindkét szekvencia-
tipus tovabbi szoérédasahoz megvannak a sziikséges feltételek. Mivel mind az Alu
mind az L1 szekvencidk véletlenszerlien ékel6dnek be valahova, ezért alkal-
manként orvosilag fontos géneket szakithatnak meg, elrontva a gén miikodését (ez
az inszerci6s inaktivacio jelensége), ami alkalomadtan daganatos elfajulashoz is
vezethet.

A mikroszatellitakat az igazsagiigyi (pl. apasagi keresetek elbiralasa), biniigyi
vizsgalatokban is felhasznaljak. Egy bizonyos mikroszatellita szekvencia meghata-
rozasa személyazonositashoz nem elegendd, de ha tobb, elég sok kiilonbozo helyre
lokalizalodo szekvenciat is bevonnak a vizsgalatba, akkor mar olyan egyedi minta-
zatot (DNS ujjlenyomat) kapnak, ami személyazonositasra is felhasznalhato.

A sejtciklus és a sejtosztodas

Eukariota ¢l6lényekben kétféle sejtosztodas létezik: a mitdzis és a meidzis. A
mitozis (1-6. abra) a testi sejtekre jellemz6, amelynek az a célja, hogy a sziildsejttel
megegyezo sejteket hozzon 1étre, mivel azokra sziikség van a test ndvekedéséshez,
a differencialodashoz és a szoveti regeneralodashoz is. A mitotikus sejtosztodas két
utodsejtet eredményez, amelyek azonos kromoszomakat és géneket tartalmaznak.
Egy testi sejtvonalban tobb tucat vagy akar tobb szaz egymast kdvetd mitdzis tor-
ténhet. Ezzel ellentétben a meidzis csak a reproduktiv ivarsejtek, mas néven gamé-
tak kialakulasaért felelés. Az ember gamétai mind csak 23 kromoszomat tar-
talmaznak — minden autoszoma par egyik tagjat, emellett a petesejtekben egy X-et,
a himivarsejtekben pedig vagy egy X-et vagy egy Y-t. A testi sejtek diploidok
(diploos [gor] = dupla) azaz 2n a kromoszémakészletiik (ember esetén 46), a
gamétak haploidok (haploos [gor] = egyszeres) azaz n kromoszomaszamuiak.

Az eml6sok, igy az emberi Iények is, megtermékenyitett petesejtként, zigota-
ként kezdik életiiket. A zigdta diploid sejt, amelybdl a leendd test Osszes sejtje
szarmazik tobb tucatnyi vagy tobb szaz egymast kdvetd mitdzis révén. Két egymast
kovetd mitozis kozotti szakasz az interfazis, amelyben a sejtek életiik legnagyobb
részét toltik. Az interfazis és az azt kovetd osztodasi szakasz egyiittesen jelenti a
sejtciklust. Az osztddas utan a sejt a Gy fazisba 1ép, amelyben nincs DNS szintézis
(1-6. abra). Vannak olyan sejtek, amelyek orak alatt atmennek ezen a stadiumon;
mas sejtek hosszll id6t — napokat vagy éveket — toltenek a G;-ben. Valdjaban né-
hany sejttipus nem osztodik (mint példaul a neuronok felnéttekben). Az ilyen telje-
sen differencialodott sejtek sejtciklusa folyamatosan gatlas alatt van. Ezt az alla-
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potot Gy-nak nevezziik. Mas sejtek — mint példaul a majsejtek — beléphetnek Gy-ba,
de ha a szerv karosodik, akkor visszatérnek a G-be és folytatjak a sejtciklust.

Gy-ben levo seijt

A mitozis kezdete

S fazis s megduplazodott
= / _ sejtkdzpont
G,-ben lévd Interfazis W
sejt \“f: %
[ &':‘*4’”
dekondenzalt ‘

Profazis &

A

Prometafazis /~

! 7) | Telofazis
C 5. )
N ~
Anafazis Metafazis
f ’ = S 1 :* 4‘ *
: — R L a ’ A
4 \_~. ) =/ mikrotubulusok

1-6. dbra
Mitozis és sejtciklus
Az abra a valosagosnal sokkal rovidebbnek mutatja az interfazist, benne a Gy, S és
G, szakaszokkal. A jobb attekinthetoség kedvéért a mitdzis fazisait megnyujtottuk.

A sejtciklus szabalyozasanak bonyolult molekularis hatterét még nem teljesen
deritették fel. Ellendrzépontok szabalyozzak az egész ciklust és benne a mitozis
minden [épésének idozitését is. Ezek az ,,érzékelok™ kontrollaljak példaul a DNS
épségét, a DNS-szintézis pontossagat és folyamatanak lezarulasat, a kromoszoémak
mozgatasat végzé mikrotubulusok bonyolult rendszerének Osszeszerelodését és a
kromoszémakhoz erdsitését. A DNS szerkezetének megsériilése megzavarja a sejt-
ciklus lezajlasat. A szabalyozasban résztvevd elemek mindaddig nem engedik a
sejtet tovabb 1épni, amig vagy javitd mechanizmusok Gjra éppé nem teszik a DNS
struktarajat €s igy a sejt folytathatja a sejtciklust, vagy amig a DNS talzott kéaro-
soddsa miatt be nem indul a génikusan eldre programozott sejthalal (apoptozis)
folyamata.
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A G, fazisban minden kromoszoma egyetlen DNS molekulat tartalmaz. A G,-et
kovetd S (szintézis) fazisban minden DNS molekula megkett6z0dik, replikalodik
(1. az 5. fejezetben) és két testvérkromatidot tartalmazo kromoszomava valik.
Minden kromoszoéma (kétkromatidosnal a testvérkromatidok) végén a specialis is-
métlédo szekvenciakbol allo telomer (1-2. dbra, B) biztositja a kromoszéma védel-
mét az egész sejtciklus alatt. Egy RNS-tartalmt enzimkomplex, a telomeraz — az
RNS-ével templatot szolgaltatva a kromoszomak legeslegvégének replikacidjahoz
— biztositja a telomerek hosszanak megdrzését. Telomeraz hianyaban a kromoszo-
mak minden ciklussal egyre rovidebbekké valnak, ami végso soron a sejt halalahoz
vezet. Jelentds szerepet tulajdonitanak a telomer—telomeraz rendszernek a sejtek
oregedésében, ill. ,halhatatlanna” valasaban. (Hogy mi kbéze a telomeraznak a
daganatok kialakulasahoz, errdl a 11. fejezetben irunk bévebben.)

Az interfazis a sejtciklusnak mintegy 80-90%-at teszi ki, ami jellemzden nagy-
jabol 16-24 orat jelent egy 0sztddd emberi sejt esetében. A mitdzis csak 1-2 oOraig
tart. A sejtciklus hossza nagy valtozatossagot mutat.

A mitézis

Kromoszoma szegregaciénak nevezziik a sejtciklus mitdzis fazisaban a kro-
moszomak testvérkromatidainak szétvalasat és elkiiloniilését a két utddsejtbe (1-6.
abra). Ha ez a folyamat hibasan zajlik, akkor az utodsejtek genetikailag instabilla
valnak, mint példaul tumorsejtek esetén.

A mitézis folyamata megszakitas nélkiili és 5 szakaszra oszthat6: profazis,
prometafazis, metafazis, anafazis és telofazis.

Profazis (eldszakasz): A sejtmagban 1évé kromatinallomany fokozatosan
fénymikroszkoppal lathatd kromoszomakka tomériil. A citoplazmaban a megketto-
z0dott sejtkdzpont (centroszoma) a sejt két ellentétes polusara vandorol, mikézben
formalodik az oszlasi orsé.

Prometafazis: Szétesik a magboriték, a kétkromatidas kromoszomak kine-
tokorjaihoz hozza tudnak kapcsolodni a két sejtkdzpontbol kiindulé huzéfonalak
(mikrotubulusok). A kapcsolddas csak akkor lesz végleges, ha az egyik test-
vérkromatid kinetokorjahoz az egyik polus feldl, a masikhoz a masik polus fel6l
novekvd huzofonalak kotddnek. Ez a mechanizmus akadalyozza meg, hogy mind-
két testvérkromatid ugyanabba az utddsejtbe jusson, mikdzben a masikba nem ke-
riil az adott kromoszoma egyetlen példanya sem. A kromoszomak az oszlasi orso
egyenlitéi sikja felé mozognak, kozben tomoriilésiik folyamatosan zajlik.

Metafazis (kozépszakasz): A kromoszomak elérik maximalis tomorsé-
giiket és ekozben az orso egyenlitdi sikjaba rendezédnek azaltal, hogy a huzofo-
nalak egyenl6 erdvel hatnak rajuk mindkét oldalrdl. Ez az osztodasi szakasz a leg-
rovidebb, a felsorakozas megtorténtével véget is ér. Az o0sztdodo emlds sejtek kro-
moszomait a mitozis prometafazisaban vagy a metafazisban lehet legkénnyebben
tanulmanyozni. (Technikailag a metafazis sejtek eldallitasa konnyebb.)

Anafazis (utdszakasz): A centromerjiiknél egymashoz kapcsolt testvér-
kromatidok hirtelen szétvalnak. Az egymastol fliggetlenné valt testvérkromati-
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dokat utod kromoszémaknak nevezziik, ezeket a kinetokorjukhoz kapcsolt huzo-
fonalak a sejt két ellentétes polusara viszik (1-6. abra).

Telofazis (végszakasz): A kromoszomak elkezdenek dekondenzalodni, ko-
rilottik Gjra Osszeszerelddik a magboriték. Mindkét sejtmag szerkezete fokozato-
san kialakitja az interfazisos képet.

A sejtosztodas folyamatanak befejezése a citokinezis szakasza, amelyben — a
metafazisos egyenlitdi siknak megfeleld helyzetben — a sejtmembran belso felszi-
néhez kapcsolodo, 6sszehuzodasra képes gylirii a membrant magaval vonva ketté-
fiizi a citoplazmat.

A mitotikus osztodas végeredménye az anyasejttel mindenben — az 6rokitd
anyagban is — megegyez0, egymassal azonos két utodsejt. Egy fontos kiilonbség
van a mitozisba éppen belépd és a mitozist éppen befejezd sejt kdzott. A sziilo sej-
tek kromoszomainak G,-ben két kromatiddja van, mig az utddsejtek kromoszoémai
dasak maradnak mindaddig, amig a kovetkez6 sejtciklusban a sejt el nem éri Gjra
az S fazist, amikor minden kromoszoma kétkromatidossa valik. A mit6zis egész fo-
lyamata a megkett6z6dott genom szabalyos szétvalasat biztositja az egymast kove-
t6 sejtosztodasokban. Az egész eukaridta élovilagra altalanosan jellemzd, hogy mi-
tozissal haploidbdl haploid, diploidboél diploid sejtek jonnek 1étre.

A meiézis szamcsokkento (redukcios) sejtosztodas

Az ivaros szaporodas lényege, hogy a gének keveredését és a diploid allapot
megOrzését biztositsa. A diploid allapot teszi lehetévé, hogy a kiilonbdz6 génekben
mutans genomok egymas hibait kompenzaljak. Gyakran a heterozigéta allapot (az-
az a homolog kromoszomapar két tagjan kiilonbozo génvaltozat, allél van jelen) a
legkedvezObb az egyed tulélése szempontjabdl. A meidzis ahhoz sziikséges, hogy
az ivaros szaporodashoz a sziilék diploid genomjat két kiilon — de teljes, kihagyas-
¢s ismétlddés-mentes — genomma lehessen szétvalogatni. A két sziil6 haploid ge-
nomjanak keveredése a zigdtaban azonban nem hozna létre 0j allélkombinaciokat
egy adott kromoszoman. Ezért van sziikség az ivarsejtek kialakitasahoz a meiozis-
ra, amelyben a diploid sejtek nem csupan haploid utodsejteket képeznek, hanem
ekozben még a sajat genetikai allomanyukat is Gjrakombinaljak. Tehat annak oka,
hogy miért kiillonbozik annyira a meiozisban 1étrejovo utddsejtek génallomanya
egymastol és a sziild sejttél az, hogy a gamétakba egyrészt véletlenszeriien Kkeriil
be minden homolog par eltéré eredetii tagjai koziil az egyik (neokombinacio),
masrészt a meidzis legelején, a profazisban lejatszodo genetikai rekombinacio
miatt ezek mar 1j allélosszetételii kromoszomak lesznek.

A meiozis két egymast kovetd osztodasi szakaszbol all (meidzis I és meidzis
D), amelyek kozil esak az els6t el6zi meg a DNS replikacidja. A homolog kro-
moszomak a profazis I-ben egymas mellé rendezOdnek és egyes szakaszaik kicse-
rélodnek egymassal (crossing over: atkeresztezodés; rekombinacid). A meidzis 1
anafazisaban a homolog kromoszoémaparok tagjai két sejtbe valogatodnak szét
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(szegregalodnak). A meiodzis I 1épései a mitdzisra emlékeztetnek, az anafazis II-
ben a testvérkromatidok valnak szét és vandorolnak a két polus felé (1-10. abra).
Az els6 meiotikus osztodast (Meiozis I) redukcids sejtosztodasnak is
nevezziik, mert a kromoszomaszam felére csokken.
Profazis I: A mitozis profazisanal bonyolultabb, attol szamos tekintetben elté-
6, megnyult szakasz, amely 0t részre tagolhato (1-7. abra). A kromoszémak mind-
veégig folyamatosan kondenzalodnak, egyre rovidebbekké és vastagabbakka valnak.

A meidzis I profazisaban lejatszodo szinapszis-képzés menete:

Leptotén: Az S fazisban megduplazott kromoszémak két testvérkromatidja
egyetlen vékony fonal formajaban fénymikroszkoppal észlelhetové valik.

Zigotén: A homolog parok végei egy specialis szalagszert fehérjeszerke-
zet, a szinaptonemalis komplex segitségével 6sszekapcsoldodnak. A szinaptonema-
lis komplex (1-7. abra) tovabb épiil és a homolog parok kodzott lokuszrol lokuszra
haladva preciz Osszekottetés jon létre, amelynek molekularis alapja még nem tel-
jesen tisztazott. Mindenesetre bazisparrol bazisparra pontos az illeszkedés. Mintha
egy cipzar zarodna kozottik a magboritéktol a mag belseje felé haladva, teljes
hosszukban egymashoz igazodnak. Ez a szinapszis-képzés folyamata. Mivel 6sz-
szesen négy testvérkromatid all dssze egyetlen lathaté fonalla, tetradnak nevezik
ezt a formaciot (tetra [gor] = 4). Bivalensnek is nevezik az igy kialakult képleteket,
mivel egymas mellett tartalmazzak a homolog par anyai és apai eredetii tagjat.

AZ Osszeszerel6dd A szétszerel6dd
szinaptonemalis szinaptonemalis
komplex centralis és komplex

lateralis komponensei

Apai testvér-
kromatidak
| kromatid (2)

T SO
Anyai testvér- Kegmatid (3) "“‘-’"M
kromatidak | kromatid (4) _~ L], “11333" _
INTERFAZIS ZIGOTEN DIPLOTEN

o l.|ﬁ |
L
UM

CITOKINEZIS
1-7. abra
Homolog kromoszomak egymas mellé rendezddése a meiodzis I profazisaban,
balrdl jobbra haladva

A szinaptonemalis komplex kialakitasaban résztvevd fehérjék cipzarhoz
hasonloan pontrdl pontra szorosan egymas mellé illesztik a profazis elsé
3 alfazisaban a két kromoszomat. A szoros illeszkedés lehetové teszi (a
pachiténben) egyes szakaszok kicserélddését a molekularis rekombinaciod
folyamataban.
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Pachitén: A kromoszomak még szorosabban feltekerednek, vastag fonalak
formajaban lathatok, a szinapszis teljes. Ekkor lehetévé valik, hogy a szinaptone-
malis komplexben 1év0 rekombinaciés enzimek a homolog parok egymasnak meg-
felelé szakaszait kicseréljék egymassal, ez a crossing over (atkeresztez6dés). A
rekombinacio csak akkor jatszodhat le pontosan, ha a két homoldg kromoszéoma
fizikai Osszefonodasa tokéletes, azaz elegendden hosszu szakaszon azonos DNS
szekvencidk keriiltek egymas mellé (1-7. abra). Ez a feltétele annak is, hogy a
kromoszomak szétvalasa is pontosan menjen végbe. A helyteleniil lezajlo rekombi-
naciéo a kromoszomak hibas szétvalogatodasat okozhatja a meidzis I-ben és ez
gyakori oka a kromoszoma-rendellenességeknek (1. nondiszjunkcio, 2. fejezet). Az
X és Y kromoszoémak szigorian véve nem alkotnak homolog part, de a rovid és a
hosszt kar végén 1évé pszeudoautoszomalis régiok (1. 1-5. abra) homologok egy
massal, és ezeken a szakaszokon részlegesen Osszekapcsolodhatnak a meiodzis I-
ben, ami nem kivant atrendez6désekhez, génkicserélédésekhez vezethet a két kro
moszoma szakaszai kozott (ennek egyik lehetséges végkimenetelérdl a 2. fejezet-
ben irunk, I. az SRY gén athelyezddése az Y-rol az X kromoszomara). A spermio-
genezisben az X és az Y elvalnak egymastol.

Egy homolog kromoszomapar (tetrad / bivalens) a szinapszis-képzés
utan, a meidzis I profazisanak végén, a diplotén szakaszban

e _kiazma
centromer’ huzéfonalak
. i .
o I kétitestvérkromatid kinetokor
crossing > kiazma
overt jelz8:. '
kiazma

3 kiazmaval 6sszekapcsolodo bivalens
elektronmikroszkoépos képe

\"QJ

; A rekombinécid miatt

‘ﬁ ot \4 Uj szakaszokat hordozé
5 % "‘“" 4 }' homoldg kromoszomak
Mg . szétvalnak az anafazis I-ben

1-8. abra
A crossing overeket jelz6 kiazmak megjelenése a meiozis I profazisaban és az
anyai és apai szakaszokat is hordozé kromoszoémak szétvalasa az anafazis I-ben

A pachitén szakaszban lezajlott crossing overekre utalnak a diploténben
is jol lathatd Gsszekapcesolodasok —kiazmak—a homolog kromoszomak
kozott. A két kromoszoma egymastol valod eltavolodasaval a kiazmak a
kromoszomavégek iranyaba vandorolnak.
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Diplotén: A rekombindciot kdvetden a szinaptonemalis komplex elkezd le-
bomlani. A bivalens két komponense kissé tavolodik egymastodl, csak néhany pon-
ton mutat — latszélagos — dsszekottetést, ahol a kromatidak tagjai (egymason fekve)
atkeresztezédve maradtak. Ezeket a pontokat kiazmaknak nevezziik (1-8. abra), a
korabban lezajlott crossing overeket jelzik, de a tényleges helytdl fokozatosan el-
vandorolnak a kromoszémavégek iranyaba, ahogy a kromatidak tdvolodnak egy-
mastol.

A kromoszomak tovabb tomorddésével lathatova valik a tetrddokban a
négy kromatid. Az emberi petesejt ebben a stadiumban varakozik az embrionalis
kortol a petefészek-tiisz6 éréséig (akar 50 évig is), ezalatt a kromatin dekondenza-
lodik kissé, azaz kromatinhurkok 16gnak ki a kromatidokbol és rajtuk RNS-szinté-
zis folyik. Emldsokben, igy az emberben ezt nem lehet fénymikroszkoppal megfi-
gyelni, de kétéltiiek oocitaiban faziskontraszt mikroszkoppal is lathatok a kilogo
hurkok, igy jellegzetes alakjukrol lampakefe kromoszémaknak nevezik az emli-
tett allatokban ezeket a kromoszomakat. A lampakefe kromoszomak (1-9. abra) a
géntérképezésben, a genom szervezodésének megeértésében és a hurkokban 1évo
gének kifejezodésének vizsgalataban is fontos szerepet jatszanak.

Diakinézis: Ebben a stadiumban érik el a kromoszomak a maximalis t6-
morséget, felvéve szokasos mikroszkopos alakjukat. A kromoszomavégek levalnak
a nuklearis laminarol. Ellentétben a mitdzissal, a kromoszomak centromerjein csak
egy aktiv kinetokor alakul ki, mivel a testvérkromatidok kinetokorjai 6sszetapad-
nak, egy egységként miikddnek, azaz a testvérkoromatidok a meiozis I-ben még
nem valnak sz¢ét.

1-10. abra
Lampakefe kromoszéma

Fent: faziskontraszt mikroszkoppal késziilt felvétel. Lent: vazlatos rajz.

Metafazis I: A sejtmaghartya szétdarabolodik és a sejtmagon kiviili sejtkoz-
pontokbol a mikrotubulusok elérhetik a kromoszoémak kinetochorjait, kialakul az
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oszlasi ors6 ¢és a parban 1évé kromoszomak az oszlasi orsdé egyenlit6i sikjaba
igazodnak.

Anafazis I: A homolog kromoszomak elvalnak egymastol, a huzofonalak a
két ellentétes pdlusra hiuzzak Oket (1-8. abra). A meiozis I-ben tehat a kromoszo-
maszam felezédik, a Homo sapiens esetén 46-rol 23-ra, diploidrol haploidra. Mivel
az egyes bivalensek egymastol fiiggetleniil valnak szét, ezért az apai ¢s az anyai
eredetli homolog kromoszomak véletlenszeriien kombinalédnak a két pdluson
igy 25 (tobb mint 8 millid). Mivel a homolog kromoszomaparok kozotti atkeresz-
tezOdésekkel (1. a profazis I-ben) szinte megszamlalhatatlanul sok variacioban ke-
letkezhetnek anyai és apai szakaszokat egyarant tartalmaz6 kromoszémak (1-8.
jaban lényegesen nagyobb ennél.

Sokféle hiba torténhet a sejtosztddas soran. Néhany leallitja a meiodzist €s a sejt
elpusztul. Az anafazis I-ben bekdvetkez6 mas jellegli hibak a kromoszoémak rend-
tagja egy iranyba vandorol ahelyett, hogy az ellenkez6 pdlusra menne. Ezt a folya-
matot, a szét nem valast nondiszjunkcionak nevezzik (1. 2 fejezet, 2-3. abra). A
nem megfeleléen zajlo meidzis kovetkezményei koziil néhannyal a 2. fejezetben
foglalkozunk.

Telofazis I: A két haploid kromoszomakészlet a sejt ellenkezé pdlusan
csoportosul, ujra 0sszeszerelddik a magboriték.

Citokinezis: A telofazis I utan a sejt osztodik két haploid utodsejtre és egy
kozti fazisba jut. A himivarsejtek képzodésekor (spermatogenezisben) a citoplaz-
ma tobbé-kevesbé egyenlden oszlik meg a két utddsejt kozott. A petesejtképzéskor
(oogenezisben) az egyik utoddsejt, a masodlagos oocita kapja joforman az Gsszes
citoplazmat, a masik az elso sarkitestté valik.

A masodik meiotikus sejtosztodas

Eseményeit €s azok sorrendjét tekintve érdemben egyezik a mitozissal azzal a
kiilonbséggel, hogy haploid sejtek osztodnak. A meidzis I-t0] hosszabb-rovidebb
sziinet valasztja el. Ez a sziinet nem felel meg a mitotikus ciklus interfazisanak,
mivel nem torténik benne DNS duplazodas €s nincs Gy, G, szakasz. A meidzis 11-
ben minden homolog parbdl egy-egy példany van jelen, azaz n szdmu, két testvér-
kromatidos kromoszoma. Az anafazisban a testvérkromatidok elkiiloniilnek, és
egykromatidos kromoszomakként a haploid utddsejtek 0j sejtmagjaba keriilnek.
Végeredményként (a kiindulopontként szerepld egy diploid sejtbdl) altalaban 4
haploid utddsejt jon létre, az emberekben azonban ez kicsit modosul. Férfiakban
négy egyenértékii haploid himivarsejt keletkezik, amelyek mindegyike egy teljes
sorozat, azaz 23 db egykromatidas kromoszoémat tartalmaz, de vagy X, vagy Y van
a sorozatban. Nokben azonban csak 1 petesejt jon l1étre, és egy joval kisebb méretii
sarki test (polocita) is kialakul a meidzis elsé szakaszanak végére, de jellemzéen
nem fejezi be a masodik osztodasi szakaszt (1-10. abra).
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Meiozis 1 Meiozis 11

A profazis I-ben zajlik a crossing over A profazis IT a mitézis profazisihoz
(rekombinéci). . hasonlé.
(46 kétkromatidas | c‘\(\)‘}” Profizi B (23 kétkro-
kromoszoma)' "\ _\, roiazis % matidas
& A -2 ¢ kromoszoma)
A homolég kromoszémaknak A kromoszomaknak 2 kinetokorja van

1 kinetokorja van és
parokban rendezdd-;
nek kozépre.

és egyenként rendezédnek kozépre.

Metafazis =

A homolég kromoszémak valnak szét. A testvérkoromatidok valnak szét.

Anafazis L2 @9 ‘e <
S22 ﬁ?}

Kétkromatidas kromoszomak Egykoromatidas kromoszomak

AN = S 2 = =
gf:‘ :Rjj Telofazis &) &) ) @)

2 utodsejt (2 genomkopia, 23 kromoszoma) 4 haploid ut6dsejt (23 kromoszéma)

1-10. dbra
Meiozis
A meidzis genetikai kivetkezményeinek dsszefoglalisa

— A kromoszomaszam diploidrol haploidra csokken, ami nélkiilozhetetlen 1épés
az ivarsejtek kialakitasaban.

— Az allélek szegregalodnak — vagy a meidzis I-ben vagy a meidzis [I-ben —
Osszhangban a gaméta tisztasag torvényével (amit Mendel elsé torvényének is
neveznek, 1. 3. fejezet).

— A homolodg kromoszémak parba rendezddését kovetden a véletlen szétvalas
eredményeképpen a genetikai anyag véletlenszeriien keveredik, dsszhangban a
Mendel masodik torvényének tartott fiiggetlen 6roklodés szabalyaval (1. 3 fejezet).

— A genetikai allomany még nagyobb foku keveredéséhez a rekombinaci6 jarul
hozzé, ami a genetikai variabilitast megndveld és normalis kromoszoma szétvalast
biztositd mechanizmusként fejlodott ki az evolicid soran.

A mitozis és a meiozis orvosi vonatkozasai

A 2. fejezetben foglalkozunk részletesen a hibas sejtosztodasok kovetkezmé-
nyeivel. A meiotikus nondiszjunkcié okoz leggyakrabban kromoszéma mutaciot
fajunkban. Kiilondsen a petesejtképzés érintett. Ez a hibaforras okolhaté sok mag-
zat kromoszomalis rendellenesség miatti, méhen beliili elhalasaért. A kihordott
terhességek esetében a kromoszomak szdmbeli és szerkezetbeli eltérései fejlodési
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rendelleneségekért, mentalis retardacidért lehetnek felelosek és az ujsziilott elég-
telen gyarapodasat is okozhatjak.

A genetikai rendellenességek létrejottében a mitotikus nondiszjunkci6 szintén
fontos tényez0 lehet. A megtermékenyitést kovetd néhany sejtosztodas alatt, vagy a
fejlédé embridban, vagy az embrion kiviili szovetekben (pl. a placenta sejtjeiben)
bekovetkezd nondiszjunkcié kromoszomalis mozaicizmushoz vezet (1. 2 fejezet).
Ez torténik pl. egyes Down-szindromas betegek esetében. A gyorsan 0sztodo szo-
vetek sejtjeiben (mint pl. a vastagbél hamsejtjeiben) a rendellenes kromoszoéma
szegregacid gyakran egy ((jabb) 1épést jelent tumor kialakuldsahoz vezeté uton.
Szamos daganatos megbetegedés esetében diagnosztikus és prognosztikus fon-
tossagu a kromoszomak vizsgalata és a genom instabilitasanak megallapitasa (11.
fejezet).
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2. fejezet
Citogenetika

A citogenetikai vizsgalatokkal megallapithatok a kromoszomak szam- €s alak-
beli rendellenességei és tetszbleges (gyakran rendellenes) kromoszoma részlet lo-
kalizacidja is. Az orvostudomany részeként a citogenetika a kromoszéma rendel-
lenességekkel tarsulo fejlodési hibakkal és korképekkel is foglalkozik.

Az alabbi esetekben érdemes tanulmanyozni az adott egyén kromo-
szomakészletét:

— megfeleld mértékli novekedés, fejlodés hianya a csecsemonél, kisgyereknél, kii-
16nb6z6 deformaciok, alacsony termet, bizonytalan kiils6 nemi szervek és
mentalis retardacio esetén,

— halvasziiletett magzat, illetve ujsziilott korban bekovetkezd elhalalozas esetén,

— noknél, akiknél hianyzik a menstruacio, illetve azoknal a paroknal, akik termé-
kenységi nehézségekkel kiizdenek vagy sorozatos vetélés problémaja all
fenn,

— a csaladban eléfordul kromoszoma rendellenesség,

— nem normalis, rendezetlen sejtosztodas, tumor esetén,

— ha a fogamzas idején az anya 35 évnél idGsebb.

A citogenetika alapjai: kromoszéma-preparatum készitése, a human karioti-
pus, idiogram és kariogram

A kromatin a mitozisban tomorodik fénymikroszkoppal megfigyelhetd kromo-
szomakka. A hagyomanyos technikakat alkalmazé citogenetikai vizsgalatok soran
a kromoszomakat altalaban prometafazisban vagy metafazisban lehet eredménye-
sen vizsgalni. Ehhez 0szt6d6 sejtekre van sziikség, amelyek in vivo (,,€l6ben”, azaz
a testiinkben) is 1éteznek, de altalaban fajdalmas beavatkozasra van sziikség, hogy
mintat vegyenek beldliik, ezért csak kivételes esetekben tarthatjuk indokoltnak és
megengedhetonek (pl. leukémias megbetegedés esetén vords csontvelobol vett
biopszia). Mivel altalaban a szdvetekben nem talalhato elegend6 éppen 0sztodo sejt
a megfeleld szami metafazisban 1évo sejt biztositasahoz, ezért elébb osztédasra
kell birni a vizsgalt minta sejtjeit €s in vitro (,,iivegben”, azaz a testen kiviil, mes-
terséges kozegben) kell tenyészteni. Példaul fehérvérsejtekbol allanddan osztddo
limfoblaszt sejtvonalak hozhatok 1étre (sziiletést kdvetéen a kromoszoéma-vizsga-
lathoz ez a leggyakrabban felhasznalt sejttipus), mig borbiopszia esetén fibroblasz-
tok ndének ki a tenyésztéedény aljara. Prenatalis citogenetikai vizsgalatok céljara az
amnionfolyadékban 1év6 magzati sejtek, ill. chorion-boholy sejtek is tenyészthetok
in vitro.
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A nem osztddoé sejteket egy osztodast indukald anyaggal (T-limfocitak esetén a phyto-
haemagglutininnel) G(-bol G, fazisba Iéptetik. Harom nap utan elegendd oszt6do sejt lesz a
sejtkultaraban. Ekkor a tenyészethez colchicint (az 6szi kikerics [Colchicum autumnale]
alkaloid4jat) adva megallitjak a sejtosztodast a metafazisban, mivel ez a vegyiilet megaka-
dalyozza az oszlasi orsé Osszeszerelodését, igy a testvérkromatidok nem tudnak elvalni
egymastol. Ezt kdvetden a tenyészet sejtjeit hipotonids kozegbe helyezik, ahol azok meg-
duzzadnak, sejthartyajuk felszakad és a kromoszomak elkiiloniilnek egymastol (ugyanakkor
az egy sejthez tartoz6 kromoszomak egyiitt maradnak). A fixalt sejtszuszpenziot targyle-
mezre cseppentik, beszaritjak és a kromoszomakat megfestik a megfeleld technikaval. Az
eltéré kondenzaldédasnak megfeleléen a kromoszoémakon szamos sav valik lathatova, me-
lyek jellegzetes csikozottsagot, mintazatot adnak az egyes kromoszémaknak (. alabb a sav-
technikakat, sav-idiogramot).

A preparatumokban egy sejt kromoszomai elszortan lathatok a mikroszkop
alatt (2-1. dbra). Ha ezt a képet lefotozzak, akkor a sejt rendezetlen kariogramjat

kapjak.

2-1. abra
. Egy interfazisos sejt magja és egy
" S i masik sejt rendezetlen kariogramja
e [ . (G savozas)

{ o & X f - Metafézis készitmény, amelyben az
el egy sejtb8l szarmazd kromoszomék
2 N > kis teriileten, de teljesen rendezet-
» 'b":g."'"‘ ;?“ ! leniil helyezkednek el. Kozvetlen
o 27" / mikroszkopos vizsgalatuk igy a leg-
" tapasztaltabb szakember szamara sem
igen jarhaté Gt. Minden kromoszéma
-~ kétkromatidas, de nagyon ritkan lat-

haté kiilon kiillon a két testvérkro-
matid, mivel nagyon szorosan egy-
mas mellett vannak.

sres

rendelkezik. A fajra jellemz6 kromoszomak csokkend nagysag és alak szerinti se-
matikus abrazolasa az idiogram (2-2. abra). Ez egy olyan idealizalt, kromoszéma
szerelvényt abrazol, amelyhez viszonyitani lehet a vizsgalt egyénben talalt kromo-
szomakat, ¢s megallapithatd, hogy van-e szambeli vagy alakbeli eltérés az idio-
gramban foglaltakhoz képest. A rendezetlen kariogram digitalisan rogzitett kromo-
szomait egy szamitdgépes program segitségével sorba rendezik, parosaval az idio-
gram alapjan. Jelenleg a sdvmintdzatot is figyelembe vevd Parizsi Nomenklatira
van érvényben, ennek osszefoglalasa az tn. savidiogram (2-2. abra). fgy hozzak
tehat 1étre a rendezett kariogramot (2-3. abra).
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Megfelel6 szamu (10-15-20) sejttel megismételve az eljarast az egész egyénre
jellemz6 kromoszomadsszetételt, a kariotipust tudjak meghatarozni. A kariotipus
leirasanak formaja: kromoszémaszam, nemi kromoszomak, rendellenesség (ha
van). Kariotipizalasként besz¢liink arrdl a folyamatrol, amelyben megallapitjak az
adott egyénre vagy a szoban forgé (pl. daganatos) sejtvonalra specialisan jellemz6
kromoszomaszerelvény Osszetételét.

A savtechnika alkalmazasa soran kiilonb6z6 anyagokkal festik meg a kromo-
szomakat, igy a kialakulo csikos mintazat alapjan minden kromoszdéma egyedileg
megkiilonboztethet a tobbitdl, ami megkdnnyiti a szerkezeti vagy szambeli ren-
dellenességek meghatarozasat. A kovetkezé savtechnikakat alkalmazzak. G-savo-
Zas: (savas-sOs Giemsa-festés) a legelterjedtebb mddszer a klinikai citogenetikai laborato-
riumokban (1. 2-2. és 2-3. abra). Minden kromoszémapar a ré jellemzd, jol festddo, sotét
(G") és gyengén festédd, vilagos (G) savok valtakozasabol adodé mintazattal festddik. Q-
sdavozas: (quinacrin festés) UV fénnyel megvilagitva fluoreszcens mikroszkoppal vizsgal-
hat6, élénken fluoreszkalo Q" sivokat hoz létre, amelyek gyakorlatilag egybeesnek a
sotéten festddd G'-savokkal. Ismert technikak még a reverz- vagy R-sdvozas, a C-savozas
(amely féleg a centromert festi) és a T-savozas (amely a telomerre specifikus). A savok a
kromoszomaknak a géneknél sokkal nagyobb egységeit tiintetik fel (kb. 50-100 gén lehet
egy savban).

A metafazis kromoszomaban a kromatin harom f6 formaban 1étezik: a centro-
méreket kozrefogd konstitutiv (4llando) heterokromatin (C-savok), a fakultativ
(valtozhat, hogy hetero- vagy eukromatin) heterokromatin (sétét G-savok, ill. erd-
sebben fluoreszkaldo Q-savok) és eukromatin (R-savok). A konstitutiv hetero-
kromatin az interfazisban is heterokromatikus: ilyen a centromernél talalhaté is-
métlodo szekvencia (a-szatellita DNS), amely sohasem irodik at, azaz génikusan
inaktiv, nincs kodold funkcidja. A fakultativ heterokromatin (pl. az inaktivalodott
X kromoszéman a pszeudoautoszomalis régidban [1. az 1 fejezetben] néhany gén)
az interfazisban atirhatova valhat.

Itt kell megjegyezzniink, hogy az eddig ismertetett vizsgalati eljardsok a minor
elvaltozasokat nem feltétleniil mutatjak ki. Az ilyenek detektalasara az alabbiakban
ismertetendé molekularis szintii megkozelitések alkalmasak. Kiilonds figyelmet
igényelnek ilyen szempontbol a prenatalis citogenetikai analizisek, hiszen akar a
tévesen negativ, akar a hibasan pozitiv eredmény emberi életet, egy csalad boldog-
sagat vagy fajdalmat befolyasolhatja.
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Balra az 1-es kromoszoma savmintazata,
jobbra a Homo sapiens savidiogramja

A kromoszoman 1évo savok szdmozasa a centromertdl tdvolodva novek-
szik, akarcsak a savokat nagyobb egységekbe rendezd régiok szamozasa.
Az emberi savidiogram a kromoszémakat a legnagyobbtol kezd6dden
csokkeno méret és a centromer elhelyezkedése szerinti sorrendbe rende-
70 grafikus abrazolas, amely feltlinteti a G-, Q- és R-savtechnikaval jol
fest6dé (G*, Q", R") és a variabilisan festddd savok adta mintazatot is.

Molekularis citogenetika

Az alabbi specialis technikakat részletesen nem ismertetjiik, de klinikai jelen-
toségiik miatt fontosnak tartjuk a megemlitésiiket. A fluoreszcens in situ hibridi-
zacio (FISH) technika a fent ismertetett modszerekkel szemben interfazisban levo
sejtmag esetén is elvégezhetd, ezért az interfazisos citogenetika targykorébe is
tartozik. Mivel nem sziikséges hozza osztddo sejt (elegendd egy vér- [vagy biop-
sziabol szarmazo egyéb] sejtkenet, vagy egy szdveti metszet is), gyorsabban ered-
ményt ad (akar 2-24 ora alatt). Nem csak kromoszoma tobbletrdl és -hianyrol,
hanem kisebb kromoszéma-atrendezddésekrol, st a keresett gén meglétérdl, ill.
pontos helyzetérdl is kaphatunk értékes informaciokat. Egyidejlleg tobbféle DNS
szekvencia vizsgalata is lehetséges. Ismétlodé szekvenciakat is ki tudunk mutatni
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ezzel a megkdzelitéssel, példaul a centromer, telomer, vagy mas heterokromatikus
régiokban. Habar koltséges, de szamos elénye miatt a FISH ma mar egyre jobban
el6térbe keriil a hagyomanyos eljarasokkal szemben: pl. tumorok, prenatalis vizs-
galatok stb.

/ ? : 2-3. dbra

Is ( W\ ‘-;' ¥ [} ) )

} ! i 3 { ‘l( ‘1"'* Rendezett human kariogram

/1 N N | *'  Egy prometafizisban 1év6 sejt

‘ . . . . Giemsa-festéses technikaval (G-
> savozas) kezelt kromoszomai.

"!"" \ '}x - I '-" i %) Normdlis férfi kariogram. Kario-

(¢ 0 o A " tipus: 46,XY. (A ndi kariotipus
] : a - . . . 46,XX, azaz ebben két homolog X

kromoszoma van.)

"‘; i )) W@ Az osszehasonlito  genomi
2 & e & i ®  hibridizacio (Comparative Geno-
¥ 3 s« 2t mic Hybridization = CGH) az atla-
19 20 "" A 2 2 goshoz képest megvaltozott kopia-

szamu DNS-rél ad informaciot.
Kiilonosen elterjedten hasznaljak
az eljarast tumorsejtek megvaltozott DNS-alloméanyanak vizsgalatara. (Bovebben 1.
a 12. fejezetben.)

SZEXKROMOSZOMAK

Kromoszoma-rendellenességek

Szambeli kromoszéma-rendellenességek

Triploidia, tetraploidia. Ha egy egyed minden sejtmagjaban n darab kromoszo-
ma (egyszeres, haploid kromoszoéma készlet) egész szamu tobbszordse van jelen,
akkor euploidiardl beszéliink. Euploidia ennek megfeleléen az n (haploid), 2n
(diploid), 3n (triploid), 4n (tetraploid) kromoszoémaszam, és altalaban a poliploi-
dia (5n, 6n, 7n stb.) is. Ember esetén mar a triploid allapot is Osszeegyeztethetetlen
az ¢élettel, spontan vetélésbol szarmazo abortumokban vagy — sokkal ritkabban —
halva sziiletett magzatokban irtak le. Legtobb esetben akkor alakul ki, ha egy pete-
sejtet két himivarsejt termékenyit meg. De az is triploididhoz vezet, ha a meidzis
szenved zavart, aminek eredményeképpen diploid petesejt vagy himivar-sejt kelet-
kezik. Magasabbrendii allatokban a poliploidia — az emberhez hasonloan — letalis,
de egyes ndvényfajok jol toleraljak, s6t gyakran a termesztés szempontjabol ked-
vezObb tulajdonsaguak az ilyen fajtak.

Aneuploidiarol beszEliink, ha nem n egész szamu tobbszordse észlelhetd az
¢érintett egyén kariotipusaban, hanem kromoszoma garnitaraja 2n+1-nek vagy 2n-1-
nek felel meg. Az aneuploididkat feloszthatjuk tehat hiper- ¢s hipodiploididkra,

29



aszerint, hogy 46-nal tobb, vagy kevesebb kromoszéma talalhato egy-egy sejtmag-
ban. Egy bizonyos kromoszomabol a szokasos homoldg par mellett megjelend har-
madik példany esetén az illetdé kromoszoma triszoémidjarol beszéliink. Csak azok-
nak az autoszomaknak a triszomiaja fordulhat elé egy Gjsziilottben, amelyeken a
tobbihez képest a legkevesebb gén talalhato, azaz a 21-es, 18-as és a 13-as kromo-
szomak triszomiaja (ne felejtsiik el, hogy ezek miatt sokkal tobb embrio elpusztul a
méhen beliil, mint ahany tovabbfejlodhet és megsziilethet végiil, és az utobbi két
kromoszoma triszomidja esetén igen rovid ideig élhet a gyermek). Monoszomia
esetén a homolog parnak csak az egyik tagja van meg, ami az X kromoszoémat ki-
véve tiszta formaban letdlis. Bizonyos daganatos kromoszoma-rendellenességek
esetén szintén detektalhatd monoszomia.

Hogyan johetnek 1étre a kromoszémak szdmbeli eltérései? A legegyszertibb lehetséges
mechanizmus a kromoszémakésés. Ez azt jelenti, hogy egy kromoszoma mozgasa akada-
lyozott a sejtosztodas anafazisaban, és a telofazisban lekési a sejtmag Ujraszervezodését,
kiviil marad a magboritékon és a citoplazmaban lebomlik, aminek a kvetkezménye mono-
Szomia.

A szét-nem-valas (nondiszjunkeid) jelensége nem csak a kromoszoma-hiany,
hanem a kromoszoéma-tobblet 1étrejottét is megmagyarazhatja. A mitotikus non-
diszjunkcio esetén egy sejt és annak leszarmazottai (egy sejtvonal) mutatjak a
rendellenességet (1. a mozaicizmust alabb). Ez jellemzden testi sejtekre vonatkozik,
ezért nem 0roklédik, am daganat képzddést okozhat. A meiotikus nondiszjunkcio
a teljes szervezetet érinti akkor, ha az ivarsejtek hibas meidzisa soran keletkezd
kromoszéma-hianyos (nulliszomias) vagy tobbletes (diszomids) spermium vagy
petesejt vesz részt a zigota kialakitasaban (2-4. ébra). Nagyon ritkan el6fordulhat,
hogy meidzis I- és meidzis II-ben is nondiszjunkcio kovetkezik be, vagy pedig a
petesejtben is és az azt megtermékenyité himivarsejtben is. Ilyen esetekben az
adott kromoszoma 4-5 példanyban lehet jelen a zigdtaban, ami csak a nemi kromo-
szomak esetén egyeztethetd dssze az élettel (1. alabb).

Néhany human példa az autoszomalis aneuploidiakra

Ezek koziil a Down szindroma a legismertebb. Kariotipusa: 47,XX,+21, ill.
47,XY,+21 (egy férfi kariogramjat lasd a 2-4. dbran). Csak néhany jellemz0 tlinetet
(az Osszes egyiitt nem fordul eld!) emlitiink: kerek, lapos arc, mongol redd
(epicanthus) a fels6 szemhéjon, nagy nyelv, petyhiidt izmok, laza iziiletek, testi és
értelmi fejlodés visszamaradottsaga, szivfejlodési rendellenesség, fogékonysag a
fert6zésekre, hajlam a leukémiara. A Down koéros férfiak sterilek, a nék képesek
gyermeket sziilni.

A 13-as és 18-as triszomia (Pétau, ill. Edwards szindroma) olyan sulyos fej-
16dési rendellenességekkel jarnak, amelyek — ha egyaltalan élve sziiletik meg a
magzat — csak rovid idejii talélést tesznek lehetové.

Mozaicizmus

Genetikaban mozaicizmusnak nevezziik azt a jelenséget, hogy egy egyedben —
amely egyetlen petesejt egyetlen spermium altali megtermékenyitésébdl szarmazo
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zigdtabol fejlodott — eltérd géndsszetétell (nem daganatos!) sejtek talalhatok. Ha
ez citogenetikai rendellenességként jelentkezik, kromoszoma mozaikrol beszé-
link. Elvileg ilyen esetekben harom: egy euploid, egy hiperdiploid (2n+1) és egy
hipodiploid (2n—1) sejtvonal 1étével kellene szamolnunk, a gyakorlatban azonban
ez utobbi altalaban életképtelennek bizonyul, és ezért 2n/2n+1 képletli kariotipus
¢észlelhet6. A mozaik egyedek fenotipusa igen valtozatos lehet az alig észrevehe-
téen rendellenestdl a nagyon sulyos elvaltozasokat mutatokig. Ennek az az oka,
hogy a test nem minden esetben mozaik teljes egészében, hanem el6fordulhat,
hogy csak egészen kis teriiletet érint a mozaicizmus, csak bizonyos szdveteket,
vagy bizonyos szervet, attol fliggben, hogy az osztddasi zavar az egyedfejlodés
mely stadiumaban és milyen elkotelezettségli sejtben kovetkezett be. A mozaiciz-
mus diagnosztizalasa emiatt nehéz feladat. Az is eléfordul, hogy teljesen egészsé-
ges ember is mozaiknak tlinik, ha a bel6le szarmazo6 sejtek tenyésztése kdzben
spontan nondiszjunkcid torténik. Ez a jelenség viszonylag gyakori korionboholybol
szarmazoé sejtkultarak esetén, ami komolyan szambaveendd hibaforrast jelent a pre-
natalis diagnozis felallitasaban.

W i

Nondiszjunkeié Meidzis I Normilis
meiozis |
L - I .
‘ ) 1 1
Normialis | Normalis .. Yy
meiozis [1 ‘ Meiozis IT meiozis 11 Nondiszjunkcié
1 ; 1
\a v 1 1 ' ' ' '
: . ._ ||| .II . . ,. . 1 . ' . } -*] .
Hap]?ld Triszomiss zigbtik Monoszomids zigotik Hﬂpl‘?'d Normilis Triszémidis és monoszémisis
gameta gaméta zigotak zightak
2-4. abra

Meiotikus nondiszjunkcio

Az tires korok a nulliszomias, kromoszéma-hianyos ivarsejteket abrazoljak, a
négyzetek pedig egy nondiszjunkcios sejtosztodasbol szarmazo és egy norma-
lis kromoszomaszamu ivarsejt 6sszeolvadasabol keletkezé zigotat.

Kimérizmus

Kiilonb6z6 geno- ill. kariotipusu sejtek lelhetok fel egyetlen egyedben, de ezek
két kiilonb6zd zigotabol szarmaznak és egyik sejtvonalnak sem kell aneuploidnak
lennie. Kiméra kialakulasahoz vezethet pl. a kétpetéji ikrek esete kozos méhle-
pénnyel, mivel ilyenkor vérképzorendszeri éssejtek keriilhetnek at az ikertestvérbe
(egy- vagy kétiranyuan) €s ott megtelepedve sajat sejtvonalat hoznak 1étre. Leany-
fit par esetén 46,XX/46,XY kiméra kariotipus is elé6fordulhat a csontvel6i és onnan
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szarmazé sejtekben. Lehetséges két zigota Osszeolvadasa is. Ilyen esetekben két
petesejtet termékenyit meg két kiilonb6z6 spermium, vagy — ami sokkal va-
16szinlibb —, egy petesejtet €s egy polocitat. Ez utobbi elvileg nem életképes, de
maradhat olyan szoros kapcsolatban a valddi zigotaval és az abbol szarmazo sej-
tekkel, hogy az egyén tulajdonképpen a két megtermékenyitett sejtbdl egyesiilt
embridkezdeménybdl fejlodik ki. Ez génszint{i kiilonbséget minden esetben jelent,
feltind kovetkezménye altalaban viszont csak a 46,XX/46,XY kiméra kialakulasa
esetén észlelhetd: a nemi fejlodés zavaraiban, kiilonféle hermafroditakban irtak le
ilyen kariotipust. Megjegyzendd, hogy a manapsag egyre szélesebb kdrben alkal-
mazott szervatiiltetésnek, Ossejt beiiltetésnek jatrogén (orvosi beavatkozasbol szar-
maz0) kimérizmus a kovetkezménye.

[ 5 p Y o= L ~
~ "'."‘" "'3 ? ‘;'; “ 2-5. abra
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Szerkezeti kromoszoma-rendellenességek

Ezek lehetnek o6roklottek de megemlitendd, hogy viszonylag ritkdn okoznak
6rokl6dé betegségeket. Ujonnan is 1étrejohetnek: igen ritkan spontan médon kelet-
keznek, gyakrabban azonban valamilyen ,kromoszémator6” (un. clastogen) arta-
lom (pl. ionizal6 sugarzas, valamely virusfert6z¢és vagy kemikalia) idézi eld ezeket
¢s id6vel daganat johet 1étre miattuk. Lehetnek kiegyensulyozatlanok, amikor a ge-
nomnak egy kis hanyada hianyzik vagy van meg folos mennyiségben, vagy kie-
gyensulyozottak, amikor sem génhiany, sem géntdbblet nem mutathat6 ki, mivel a
kromoszomaszakaszok atrendezddése vezet a kiilonbozo elvaltozasokhoz.

Delécio. Egy vagy tobb kromoszémarészlet eclvesztése. Klinikai kovet-
kezménye fligg a hianyz6 kromoszoémadarab méretétdl, az érintett gének szamatol
link (ide sorolandd pl. a gyiiriikromoszoma 1étrejotte is, amelyben a révid és a
hosszu kar vége egyarant elvész és a tort végek Osszeforrnak). Ha a kromoszoma
centromerjét is magaba foglalo rész vész el, az igy létrejovo instabil kromoszoma
fragmentek legkésébb a soron kovetkez6 sejtosztodas soran elvesznek.

A Cri du chat szindréoma (macskanyavogas betegség) esetén az egyik 5-0s
kromoszéma rovid karjabol vész el egy darab. Kariotipus pl.: 46,XX,5p- (a minusz
jel a kar megjelolése utan irva arra utal, hogy a rovid karbol csak egy darab deleta-
lodott, nem pedig az egész). A név onnan szarmazik, hogy az e rendellenességgel sziile-
tett csecsemodk gégéje nem fejlodik rendesen, ezért kezdetben olyan hangot hallatnak siras-
kor, mintha egy kismacska nyavogna valahol a szobaban. A korkép rendkiviil sulyos men-
talis defektussal jar, ezek a betegek teljes korii ellatasra és apolasra szorulnak.

Duplikacio. Egy kromoszomarészlet megkett6zodése. (Ha a homolog kromo-
szomapar tagjai egymas mellett hossztengelyiik mentén elcstiszva, nem a megfeleld
pozicidban képeznek part egymassal a meidzis I-ben, akkor a crossing over egyen-
16tleniil, nem a normalis modon zajlik, ezért megkett6zédhet egy kromoszomasza-
kasz gy, hogy a masodpéldany az eredeti mellé keriil, mik6zben a masik homoldg
kromoszoman delécid torténik).

Izokromoszoma. Két hosszii vagy két rovid kart tartalmaz az adott kromo-
szomabol. Az egyik lehetséges magyarazat az, hogy a metafazis—anafazis szét-
valas nem a kromoszoma hossztengelye mentén, hanem arra merdlegesen torténik,
azaz nem a testvérkromatidok véalnak el egymastol. Legismertebb az X hossza kar
izokromoszoma: i(Xq), amit Turner szindromas (1. bdvebben alabb) betegekben ir-
tak le. Kariotipusa ebben az esetben a tipikus 45,X monoszomiatol eltéréen
46,X,i(Xq), ami Xp monoszomiat és Xq triszomiat jelent. Szamos autoszoéma ese-
tén is talaltak mar izokromoszomat, ezek gyakran fordulnak elé daganatokban is.

Transzlokdcio. Egy kromoszomarészlet athelyezddése. Reciprok transzlokd-
cio: szakaszok kicserélédése nem homoldg kromoszomak kozott. Mivel a kicseré-
16déskor a kromoszomadllomanyban szambeli valtozas nem torténik, és a génallo-
manyban sincs mennyiségi valtozas, ezért a reciprok transzlokacié kiegyensulyo-
zott. Ez a rendellenesség lehet teljesen tiinetmentes, de bekdvetkezhet olyan atren-
dez6dés is, ami génszekvenciat szakit meg, vagy egy adott gént a szamara fiziolo-
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gias szabalyozasi kornyezetbdl olyanba helyez at, ahol vagy nem mikodik vagy
tulmiikodik. Az intézeti ellatasra szoruldé mentalisan retardalt egyének korében
gyakrabban fordul el6 ez a rendellenesség, mint az atlagpopulacioban. Kiegyensu-
lyozott és tiinetmentes transzlokacio-hordozok is atadhatjak azonban a rendellenes-
séget kiegyensulyozatlan transzlokacié formajaban, ami sulyos fenotipusos elval-
tozasokkal jarhat, mivel az utédban duplikacio, delécié vagy egyidejiileg mindkettd
gondot okoz. Fennall a veszélye annak is, hogy a transzlokacio miatt lehetetlenné
valik a meiozis normalis lefolyasa, ami medddéségi panaszokat okoz.
Robertson-féle transzlokdcio: centrikus fuzié, a reciprok transzlokacio saja-
tos esete. Ez két akrocentrikus kromoszoma centromer régidja kozott lejatszodo at-
rendez6dés kovetkezménye igy, hogy az egyik partner rovid karja helyére a masik
hosszl karja 1ép, mivel a centromer (koriili) régidk egymashoz tapadnak. A transz-
lokacié eredményeképpen a két résztvevo kromoszoéma rovid karja elvész. Ez azért
nem okoz problémat a kiegyensulyozott hordozoban, mivel 5 par akrocentrikus
kromoszomank van, amelyek rovid karjain a nukleolusz organizator régié (NOR)
talalhato, amely nagyszamu, rRNS-t kodold gént hordoz. Ha a 10 akrocentrikus
kromoszomabol ketto elveszti ezeket a szakaszokat, akkor is elegendé szamu rRNS
génje marad a transzlokaciot hordozd egyénnek. Bar mindenféle kombinacioban
megfigyelték mar az akrocentrikus kromoszomak kozott a Robertson-féle transzlo-
kaciot, a leggyakoribb mégis a 14-es és 21-es kromoszomak hosszu karjanak cen-
tromerikus fazidja. Ez az atrendezédés tehat nem jelenik meg a kiegyensulyozott
hordozo fenotipusaban, de 6 az utodjaba kiegyensulyozatlan formaban is atoérokit-
heti. Egy hordozd nd nagyobb eséllyel adja at kiegyensulyozatlan forméaban a
transzlokacios kromoszomat, mint egy hordozd férfi. A folyamat legismertebb,
klinikai jelentdséggel biro kovetkezménye a transzlokaciéos Down szindréma kia-
lakulasa. A tiinetek tokéletesen azonosak a nondiszjunkcios 21-es triszomiaéval. A
szil6 kariotipusa ebben az esetben, pl. néi hordozo esetén: 45,XX,-14,-21,t(14;21)
(14q;21q). A beteg gyerek sejtjeiben viszont 46 kromoszoéma van, de a génallo-
many lényegében a 21-es triszomiaéval azonos. A Xkariotipus leggyakrabban
46,XY,-14,t(14;21)(14q;21q) — férfi beteg esetén. Ritkan a transzlokaciés Down
szindroma kialakulhat valamely sziil6 ivarsejtjének képzése kozben tortént transz-
lokacios esemény miatt (de novo [lat] = Gjonnan), igy az, akiben kialakult és annak
utodai tovabborokithetik a két fuzionalt hossza karbol allé6 kromoszomat. Egy kli-
nikailag egyértelmiien Down szindromas 0jsziilottrol tehat kromoszoma vizsgalat-
tal mindenképpen meg kell allapitani, hogy transzlokacios Down szindromaban
szenved-e, mivel ez esetben valamelyik sziilé — kiegyenstlyozott formaban — hor-
dozhatja a fuzionalt kromoszomakat, és ha az elvaltozas nem benne alakult ki de
novo, akkor orokolte, azaz a kozvetlen rokonai (testvére, unokatestvére) is hordo-
z0k lehetnek. Abban az esetben, ha a sziil6 kiegyensulyozott hordozo, akkor a
Robertson-féle transzlokacios Down szindroma ismétlddési kockédzata nem fiigg az
anya ¢életkoratol, mivel kiegyenstlyozatlan formaban valo tovabbadas elméleti esé-
lye fiatal és idGsebb anyanal is egyontetien 1/3. Szerencsére a gyakorlatban a
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hordozé néknél nagyjabdl ,,csak” 10%, a hordozo férfiaknal 5% ez a kockazati
tényez0, ami azonban tovabbra is magas genetikai rizikonak szamit.

o ‘.E’E\h ?ﬁm

ieah
14
2-7. abra

Robertson-féle transzlokacio = centrikus fuzid

21

Balra: normal diploid allapot: két 14-es €s két 21-es kromoszoma. Kozé-
pen: kiegyensulyozott transzlokacio. Az egyik 21-es kromoszoma hosszi
karja atkeriilt az egyik 14-es rovid karja helyére. Jobbra: ugyanaz a
transzlokacids allapot, mint a megel6z6 formaban, de két 21-es kromo-
szoma jelenlétében, azaz kiegyensulyozatlan, Down-korhoz vezet6
transzlokacids kromoszoéma-képlet.

Inszercio: egy kromoszomarészlet athelyezodése egy masik kromoszomara
(ami tulajdonképpen egy egyiranyl, nem reciprok transzlokacio). Inszerciorol tehat
akkor beszéliink, ha egy kromoszoman 1étrejott torésbe egy masikbol szarmazo da-
rab illeszkedik be azonos vagy forditott orientacioban, és a torvégek Osszeforrnak.
Mivel létrejottéhez harom kromoszomatdrés egylittes jelenléte sziikséges, az in-
szercioé meglehetOsen ritka strukturalis rendellenesség.

Inverzio. Egy kromoszomarészlet eredeti helyén valdo megfordulasa torés és uj-
raegyesiilés mechanizmusaval’. A legtobb inverzonak nincs klinikai jelentdsége,
nem befolyasolja az egyén szaporodasi képességét. Ha azonban a torés fontos ko-
dolo6 vagy szabalyozd szekvenciakban tortént, ezek hianyanak, ill. miikkodésbeli za-
varanak tiinete(i) 1éphet(nek) fel. Legnagyobb veszélye a meidzis megzavarasaban
van, aminek komoly fertilitasi zavarok és/vagy az utodba kiegyensulyozatlan gén-
allomany atadasa lehet a kdvetkezménye.

Kromoszomatéorés. Nem valddi torés, hanem a kifejezés itt a metafazis kromo-
szoma esetében a testvérkromatidokon azonos helyen lathato elvékonyodasra utal,
amely nem jelenti a kromatin megszakadasat. Figyelmeztetd jel lehet atekintetben,
hogy valamilyen clastogen (kromoszomatdrd) artalom érte az egyént. Kémiai és fi-
zikai mutagén hatasok jelentdsen fokozhatjak a kromoszomatdrések gyakorisagat,
olyannyira, hogy ennek kimutatasat szirévizsgalati eljarasként szoktak alkalmazni
olyan dolgozok terhelésének ellendrzésére, akik ilyen veszélyeknek kitett munka-
helyeken dolgoznak.

5 . . .z ’ oo R

A paracentrikus inverzié valamely kromoszoémakaron torténik, nem érinti a centromert,
mig a pericentrikus inverzié a centromert is magaba foglalé kromoszémadarab megfordu-
lasat jelenti.

35



Nem tartozik szorosan ide, de meg kell emliteniink a testvérkromatid kicse-
rélddést (SCE = sister chromatid exchange). Ez a meiotikus crossing overrel allit-
haté parhuzamba, de mivel testvérkromatidok kozott torténik a mitozis folyaman,
igy tokéletesen azonos DNS szakaszok kicserélését jelenti, tehat genetikai kovet-
kezményei nincsenck (kivéve, ha a két testvérkromatid egymashoz képest elcstsz-
va vesz részt az eseményben). Megfelel technikakkal az SCE jol kimutathato, és
egy bizonyos gyakorisagig ez teljesen normalisnak mondhato. Koéros viszont, ha
egy egyénben megnd a szama. Ez egyfel6l a kromoszomatoréshez hasonldan lehet
clastogen artalom kovetkezménye, €s ezért szlirdvizsgalati célbol szintén hasz-
nalhaté a kimutatdsa, masrészt olyan orokletes betegségekhez tarsul (mint pl. a
xeroderma pigmentosum, 1. a 8. fejezetben), amelyekben génikusan zavart a DNS
javité mechanizmus.

A nemi kromoszomadk
és a nem meghatdrozdsdanak genetikdja

A nemi kromoszomakat szembetiind méretbeli kiilonbségiik és a rajtuk 1évo
gének szama és mindsége miatt nem tekintjiik homologoknak, de szétvalasuk a fér-
fi meidzisban ugyanugy torténik, mint az autoszomake, és a rajtuk 1évé pszeudo-
autoszomalis régiok (PSAR, 1-5. abra) kozott géncsere is létrejohet. Fontos (de
nem kizarolagos) szerepet toltenek be az ivari kétalakusag kialakitasaban. A sper-
miogenezisben a magasabb fejlettségli emlds fajokban alapvetéen kétféle haploid
gaméta keletkezik: a 22 autoszoma mellett vagy X-et, vagy Y-t hordozo. (A
himeket ennek alapjan heterogamétas nemként emlitik.) Az X kromoszéman tobb
mint négyszer annyi gén talalhatd, mint az igen génszegény Y kromoszéman. Emi-
att gondot okozna, hogy a nékben az X kromoszoman 1évé génekbdl dupla meny-
nyiség talalhatd, mint a férfiakban, és ugyanigy a géntermékekbdl is kétszer annyi
lenne a sejtekben. A valosagban a ndkben és a férfiakban azonos mennyiségii gén-
termék van, ami a géndézis-kompenzacionak nevezett jelenségnek koszonhetd. A
két nem kozotti eltérést a természet tigy kiiszoboli ki (kompenzalja), hogy a ndi
nemben a két X kromoszoma koziil az egyik inaktivalodik az embrionalis fejlodés
korai szakaszaban, és heterokromatikus Barr-testként (felfedezdjérdl, Murray Barr-
rol elnevezve) tapad az interfazisban a magboriték belsé felszinéhez (Mary Lyon
nevéhez fliz0dik a Barr-test jelenlétének [2-8. abra] értelmezése, amit Lyon-hipoté-
zisként is szoktak emlegetni). (Az inaktivacié mechanizmusat 1. a 7 fejezetben.)

A nem kialakitasaért az Y felel, a normalis nemi fejlédésben pedig mind az X,
mind az Y szerepet jatszik, de feladatot kap ebben szamos autoszomalis gén is.
Alapvetden ugyanez igaz a tobbi eml6s fajra is, kisebb-nagyobb eltérésekkel vagy
variacios lehetoségekkel. (A madarak esetén a heterogamétas nem a ndstény, nemi
kromoszoma-képlete ZW, a himek a homogamétasok: ZZ. Egyes hiill6fajokban a
tojasok kikelésének idején uralkodd kdrnyezeti homérséklet befolyasolja a nem
kialakulasat.)

Hogy az anyai és apai X kromoszomak koéziil melyik inaktivalodik, az — mai is-
mereteink szerint — teljesen a véletlen miive, de ha ez megtorténik, akkortdl fogva
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minden utddsejtben ugyanaz az X valik Barr-testté, azaz kb. a ndi test 50%-aban az
apai, masik 50%-4ban az anyai X lesz inaktiv, teljesen véletlenszerii eloszlasban®.
A folyamat nem fordithaté vissza, nem lesz ujra miikod6képes X kromoszoma a
Barr testbdl (csak az ivarsejt-képzésben résztvevo sejtek jelentenek kivételt ez alol,
ott Ujra aktivalddik az X). Ha az egyed egyik X kromoszdémaja rendellenes, akkor
minden sejtben az inaktivalodik (pl. az X izokromoszoma). Ha ketténél tobb X kro-
moszoéma van, akkor is mindig csak egy X kromoszéma marad aktiv, az 6sszes tob-
bi inaktivalodik. A férfiakban és mas, csak 1 X kromoszomat tartalmazo kariotipus
esetén nincs Barr test, de pl. 47,XXY kariotipus (Klinefelter szindroma) esetén
férfiakban is van.

¥

-~

2-8. abra
Inaktivalodott X kromoszoéma, azaz Barr-test
(nyillal jeldlve egy emberi fibroblaszt magjaban)

Az emberi nemi fejlédésben kiilonbozo, egymasra €piild szinteket és ezek mo-
lekularis folyamatait tartjuk nyilvan. Els6dleges a kromoszomalis nem meghataro-
zasa. Ez a fertilizacio, a zigota kialakulasanak pillanataban dél el. Ha X-et hozo
spermium termékenyiti meg a petesejtet, nénemii utéd fogan, ha Y, fit lesz —
varhatoan — az utod, a dolgok szokasos menete szerint.

Minden zigota alapvetden noi iranyban fejlédik, pontosabban beavatkozas nél-
kil névé valik, de az Y-on talalhatd SRY (sex-determining region Y) gén terméke,
a TDF-ként emlegetett testis determinalo faktor (és az altala befolyasolt egyéb gé-
nek miikddése) az embrionalis életszakasz kb. 7. hetében him iranyba tereli a fejlo-
dés utvonalat, azaz here kialakulasat segiti el6 az addig differencialatlan 6sgonad-
bol. Ha az SRY hatasa elmarad, mert nincs is ilyen gén a genotipusban (vagy mert
46,XX a kariotipus, vagy mert az Y-rol delécié miatt eltiint), az 6sgonad sejtjei az
alapallapotnak vett n6i iranyban fejlddnek tovabb. Az SRY gén nemet befolyasolo
jelent6ségét mutatja, hogy ha ez a gén athelyezddik az X kromoszoémara, és az apa
ezt Orokiti tovabb, akkor a 46,XX kariotipust zigotabodl fejlodd egyed férfias fej-
16dési utat fog bejarni, bar ez — a két X jelenlétében — nem lesz zavartalan (fenoti-
pusa a Klinefelter szindromasokéhoz hasonld lesz). Hogyan keriilhet az SRY a he-

® Ez elvi (statisztikai) megoszlas, amitSl egyedi esetekben jelentés eltérés is keletkezhet.
Ennek X-hez kotott gén(ek)re heterozigota (carrier) ndk esetén lehet jelentdsége (1 .3.
fejezet): a recessziv allél hatdsa megjelenhet a fenotipusukban.
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lyérél egy X-re? Mind az Y, mind az X kromoszoma rovid karja végén talalhato
egy rovid pszeudoautoszomalis (PSAR) régid (1. 1-5. abra). Ezen a teriileten a két
kromoszoma homologja egymasnak, ezért itt lehetséges crossing over kozottiik. Az
SRY kozvetleniil a PSAR régio kozelében helyezkedik el, ezért egy hibas rekombi-
nacids esemény athelyezheti az X kromoszomara.

A normalis fejlédés kdvetkezd szintje a gonadalis nem kialakuldsa. Ebben is a
him iranyt differencialodas dominald hatasat figyelhetjiik meg. A magzati here
fejlédésének igen korai szakaszaban mar androgén hormont termel. Ha nincs ilyen
hormontermelés, vagy van hormontermelés, de a sejtek nem tudjék felfogni ezt a
jelet a kornyezetiikbol (testicularis feminisatio, leirasat 1. a 3. fejezetben), akkor a
szervezet automatikusan a ndi utat kdveti. A hormontermelés elmaradasat az SRY
gén megléte ellenére mas, a magzati here kifejlodéséhez sziikséges gének defektje
okozhatja.

A genitalis nem szerinti besorolas 0jsziilott korban torténik, a kiilsé nemi szer-
vek megtekintése nyoman. Ebbdl adjak meg a csecsemd jogi nemét, azaz kap le-
any vagy fiu személynevet, amivel anyakonyvezik.

A pubertas ideje a masodlagos nemi jellegek kifejlodésének szakasza. Ez par-
huzamosan zajlik a pszihoszomatikus nem felépiilésével, ill. ez utobbi kissé elobb
is kezdddik, mert a nemi azonossag tudata — foleg kdrnyezeti hatasokra — tulajdon-
képpen mar 6vodas korban megjelenik.

A nemi kromoszomak szambeli rendellenességei

Turner szindroma, 45,X. Ez az egyetlen monoszomia, amely az élettel tartosan
Osszeegyeztethetd. Barr test nincs. A fenotipusra jellemzo a szexualis fejletlenség
(szexualis infantilizmus), az alacsony novés és a tarkordl a nyakra, vallra lehu-
z6d6 bérredd. A petefészek helyén kotdszoveti sejtekbol alld csikgonad talalhato,
amelyben sem petesejtérés, sem nemi hormontermelés nincs, igy ovulacios és
menstruacios ciklus sem, a masodlagos nemi jellegek (ide értve a testszérzet meg-
jelenését is) nem fejlodnek ki, az egyén steril. Mivel novekedési hormonnal és noi
hormonokkal kezelve atlagoshoz kozeli magassag és a n6i masodlagos nemi jelle-
gek bizonyos mértékig kialakithatok, ez megkonnyiti a betegek ¢életét, javitja tarsa-
dalmi beilleszkedésiiket, de nem gydgyithatja meg Oket, és tovabbra is gondot
okoznak a pszichés problémak. Bar az élettel 6sszeegyeztethetonek neveztiik a fen-
tieckben a Turner szindromat, meg kell jegyezziik, hogy nagyon nagy szamban
elpusztulnak az ilyen kariotipusti embriok a méhen beliil.

A fentebb mar emlitett X hosszi kar izokromoszéma jelenléte is okozhat
Turner szindromat 46,X,i(Xq) kariotipussal. Fenotipusosan a fent leirt képhez ha-
sonld, de van egy Barr-test, ami mindig az izokromoszomabol szarmazik .

7 Az emlitett bérredd (pterygium colli) és az Gjsziiltton megfigyelhetd labhati 5déma fel-
tétleniil indokolja az 0jsziilott kariotipusanak megallapitasat — lehet6leg még a koldokzsi-
norbol a sziildagyon vett vérbdl — az esetleges késdbbi hormonalis kezelés, ill. a megfeleld
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Klinefelter szindroma. A 47,XXY kariotipus (2-9. abra) mellett, amely majd-
nem normalis szellemi fejlédést tesz lehetévé, eléfordulnak olyan kariotipus-verzi-
ok is, amikben legalabb egy Y mellett tobb X kromoszoma szerepel. A 48,XXYY,
48, XXXY, 49, XXXXY, 50,XXXXXY esetén minél tobb X van jelen, annal stlyo-
sabb mentalis retardacié figyelheté meg, (a Barr testek szama pedig mindig eggyel
kevesebb, mint az X kromoszoémak szama). Enyhén néies jellegii férfias fenotipus
¢s altalaban magas novés jellemez minden Klinefelter szindromas beteget, mivel
emlOre hasonlitd zsirfelhalmozddas és ndies testszérzet, a szakall-novés elmara-
dasa teszi eunuhoid jellegiivé a beteget. A kiils6 nemi szervek csokevényesek, a
here nem vagy alig termel hormont €s nincs spermium-képzeés sem, ami sterilitast
okoz.
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2-9. abra
Klinefelter szindroma rendezett kariogramja
Kariotipus: 47, XXY

Triplo-X dllapot, X kromoszoma triszomia, 47,XXX. Nem jar olyan tiinetekkel,
amelyeket egy szindroma név alatt foglalhatnank 6ssze. A sejtmagokban két Barr-
test figyelhet6 meg. Normal ndi fenotipus jellemzi. Két X kromoszomat hordozo
petesejtjei lehetnek, amelyek miatt utddaiban el6fordulhat triplo-X allapot vagy
Klinefelter szindroma (47,XXY). Ha tobb X kromoszoma is jelen van (48,XXXX,
49,XXXXX), az mar az X-inaktivalodas ellenére is értelmi fogyatékossagot okoz.

pszihoszomatikus életvezetés szempontjabol. Ezt a diagndzist semmiképpen sem szabad
Barr-test vizsgalatra alapozni, mert i(Xq) is allhat a Turner szindroma hatterében.
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Dupla Y dllapot, 47,XYY. Normalis férfias fenotipus jellemzi, esetleg az atla-
gosnal magasabbak. Az utddokban Klinefelter-szindromat okozhat.

Kiilonleges helyet foglal el az X kromoszoma strukturalis rendellenességei ko-
zOtt a fragilis (torékeny) X szindroma (1. még a 3. fejezetben). A valdsagban nincs
eltorve a kromoszoéma®, csak jelentésen elvékonyodott, mivel az ezen a szakaszon
(Xq28) talalhato FMRI génben egy olyan mutacid tortént, ami meghosszabbitotta
az adott gén hosszat (egy bazisharmas ismétlddési szamanak jelent6s megnove-
kedése, triplet expanzid, 1. a 9. fejezetben), ezért annak miikddése zavart szenved.
(A gén jelolése a familiaris mentalis retardacié korképébol szarmazik.)

Prenatalis genetikai diagnosztika

Hogyan és miért keriil ez a témakor a kromoszoéma-rendellenességeket targyalo
részbe? Torténeti okokbol kifolyolag. Amikor a technikai lehet6ségek fejlodése
mar megengedte, hogy az anyaméhben ndvekvé magzatbdl sejtmintat vegyenek és
azt citogenetikai vizsgalatnak vessék ala, a legégetébb probléma a Down-koros
gyermekek sziiletésének megeldzése volt a fogantatas idején 35 évesnél idGsebb
anyak esetén. Ez, ebben az esetben, bar vannak gyantujelként értékelhetd sziirdvizs-
galati leletek, végso soron csakis a magzat (vagy embrid) kariotipizalasaval bizo-
nyithato. Mara mar szamos olyan eljarast is ismeriink, amelyek akar monogénes
genetikai betegségek megeldzésében is haszonnal alkalmazhatok. A legmodernebb
diagnosztikus megkozelitések kozott megjelentek a nem invazivak is. Ezek koziil
tobb mar szerves (és kotelezd) része a terhesgondozasnak, sziirévizsgalat jelleggel.
Alkalmazasukhoz anyai vérvételre és ultrahang vizsgalatra van sziikség. Az anyai
vérb6l meghatarozhatd a-foetoprotein (AFP), mint neve is mutatja, magzati erede-
ti. A prenatalis genetikai diagnosztikdban magasabb vérszintje a nyitott gerinc
fennallasanak indikatoraként szerepel, az atlagosnal alacsonyabb szintje a 21-es
triszomia jelz6je lehet. Mindkét iranyu eltérés feltétleniil sziikségessé teszi a mag-
zati ultrahang vizsgalatot.

A varandossag idejét harom trimeszterre szokas felosztani. Mar az els6 végén
(nagyjabol a 12. terhességi héten) az ultrahangos képalkotas révén szamos jelleg-
zetesség utalhat a Down-korra, pl. lathatova valo tarkotaji redd. A végsé szot min-
den ilyen esetben a kromoszomalis diagn6zis mondhatja ki. Ha azonban sem az
AFP, sem az ultrahangos vizsgalat nem szolgal ilyen iranyu gyanujellel, megkimél-
hetik az anyat és magzatat egy invaziv beavatkozas kockazataitol.

Az AFP meghatarozashoz mara mar tobb egyéb, az anyai vérbdl elvégezhetd
biokémiai vizsgalat is csatlakozott, amelyek segitik a kockazat megitélését. Ne fe-
ledjiik viszont, hogy az érzékenység ndvelése itt is, mint annyi mas laboratoriumi
vizsgalat esetén, emelheti az alpozitiv leletek gyakorisagat.

A jelenség cask bizonyos sejttenyésztési koriilmények kozott jelenik meg.
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A legmodernebb technikaval az anyai vérbdl magzati sejteket, vagy magzati
DNS-t nyernek ki és annak tanulmanyozasabol allitanak fel diagnozist. Ezt a meg-
kozelitést a triszomiak kimutatdsara mar hasznaljak a gyakorlatban is, de még nem
szoritotta ki a hagyomanyos eljarasokat.

Jelenleg az invazivnak vehet6 prenatalis kromoszémavizsgalatra harom helyr6l
tudnak meglehetdsen nagy biztonsaggal embrionalis, ill. magzati sejteket nyerni:
(i) chorionbolyhokbol (CVS = chorionic villus sampling), (ii) amniocentesisbol, és
(iii) magzati vérbol. Mindharom modszernek megvannak az eldnyei és hatranyai.

CVS. A chorion extraembrionalis fiiggelék, ami ugyanabbol a zigotabol szar-
mazik, de sejtjei nem vesznek részt a leendd €16lény kialakitasaban, hanem csak a
méhlepényében, annak is a magzati részében (placenta foetalis). A chorionboly-
hokbol (chorion frondosum) optimalisan a 9-11. terhességi héten térténhet minta-
vétel, alkalmas eszkozzel a hasfalon vagy a hiivelyen-méhszajon keresztiili behato-
lassal, mik6zben nagy feloldasu ultrahangos képalkotd eszkozzel kdvetik a magzat
¢s a mintavételi eszk6z helyzetét. A nyert sejtek in vitro tenyésztésre alkalmasak,
ill. beldliik interfazisos citogenetikai vizsgalat végezhetd, valamint DNS izolalhato.

Elénye: korai diagnozis lehet6sége és hogy ismételhetd. Bizonytalansag esetén
még mindig rendelkezésre all a késébbi amniocentesis. Ha az elsé trimeszterben
kapott eredmény kromoszoéma-rendellenességet mutat ki, és az anya ennek nyoman
meg kivanja szakittatni terhességét, az egy olyan idopontban végezheto el, amikor
mivi vetélés — ahol egyaltalan legalis — még altalaban engedélyezett.

Hatranya: el6fordulhat mozaikossag (1. fentebb), amely nem érinti az embridt,
ezért alpozitivitast, hibas diagnozist és ebbol téves indikacidju beavatkozast okoz-
hat. Hatrany tovabba, hogy az ultrahangos vizsgalat legkorabban a 12. héten lehet
esedékes és eredeményes, azaz nem igen hasznalhatd parhuzamosan a két modszer.

Amniocentesis. A hasfalon keresztiil torténd behatolasbol (gondos ultrahangos
ellenérzés mellett) vesznek mintat igen vékony tlivel az amnioniiregben levé mag-
zatvizbOl. Az ebben talalhaté sejtek garantaltan magzati eredetiick (altalaban kiilsé
[és belso szervi] levalt hamsejtek).

Elénye: Nem jelentkezhet a megel6zdekben emlitett mozaikossag. Ha ilyen
mutatkozna, az magaban a magzatban meglévé rendellenességre utalna. Az am-
nionlrbdl szarmazd sejtek in vitro tenyészthetok, interfazisos citogenetikai vizs-
galatra is alkalmasak, bel6liilk DNS nyerhet6 ki, az izolalt sejtekbdl és magabol az
amnionfolyadékbol pedig sokféle biokémiai vizsgalat is kivitelezhetd. Ismételheto.

Hatranya: késoi elvégezhetdsége. Leginkabb csak a 16. héten jut a terhesség
abba a stadiumba, hogy annyi folyadék gyiiljon fel, ami elegendd a biztonsagos
mintavételhez a magzat megsértése nélkiil. A ,klasszikus™ sejttenyésztéses mod-
szer ebben az esetben lasst, néha csak haromheti varakozas utan szolgaltat ele-
gendd sejtet a kariotipizalashoz, amikor a terhesség mar a 19., a diagnézis felal-
litasakor esetleg mar a 20. hetében jar. Ha valamely technikai hiba miatt ismételni
kell, és a kariotipus vizsgalati lelete terhességmegszakitast indokolna, az tulaj-
donképpen mar korasziilés beinditasa lenne, nem pedig abortusz. Egy esetleges su-
lyos kromoszoma-rendellenesség kimutatasa ennyire megkésetten nem lehet kiva-
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natos. Az utobbi években az interfazisos citogenetikai vizsgalattal a mintavétel
masnapjan sziilethet diagndzis. DNS szekvencia- vagy genomikai vizsgalatok nem-
csak kromoszomalis, hanem mono- vagy poligénes artalmakat is jelezhetnek.

Magzati vérvétel. Ez a koldokzsindr vénabol torténhet ultrahangos kép-
alkotassal vezérelve, a masodik trimeszterben. Ertelemszeriien ez is invaziv, a
magzatnak nagy kockazatot jelent6 vizsgalat, de szamos monogénes rendellenesség
esetén az egyediil szoba jovo eljaras (1. pl. az Rh-inkompatibilitast.)

Preimplantacids genetikai diagnosztika

Az in vitro fertilizacio (IVF) esetén a leend6 anya testébdl eltavolitott pete-
sejteket laboratoriumi eszk6zok felhasznalasaval termékenyitik meg az apai sper-
miumokkal, majd az igy létrehozott 6-8 eléembridbol kettdt-harmat beiiltetnek az
anyaméhbe. Ha a csaladban mar el6fordult valamilyen stlyos genetikai rendel-
lenesség, akkor az egy (két) sejtbdl végzett DNS szekvencia meghatarozas segitsé-
geével kivalasztjak az egészséges utddokat igérd eldembriokat. A csaladban meglé-
v6 genetikai probléma pontos ismerete azért fontos, mivel a diagnosztizalashoz
hasznalt technikaval az 1 (2) sejtbdl kinyerhetd, azaz igen kis meny-nyiségii DNS
miatt csak korlatozott szamu hibalehetdséget lehet ellendrizni. Ezért igen preciz
génmeghatarozas sziikséges, hogy azt és csak azt a hibat keressék, amit ha 6rokolt,
defektes lesz a gyermek.
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3. fejezet
Az emberi jellegek oroklodes.
Mendeli és nem mendeli oroklodés

Az emberi jellegek tipusai

A jellegek vagy fenotipusos bélyegek megfigyelhetd, azonosithatd, leirhato
tulajdonsagok. Koziiliik sok jol lathato (deformalt illetve egészséges kdrom; nyul-
sz4j illetve fejlodési rendellenesség nélkiili ajkak stb.) vagy egyéb mddokon detek-
talhat6 (egy enzim aktivitasa illetve az aktivitas hianya, vércsoport, hibas vagy ép
szinlatas stb.): ezek a minéségi (kvalitativ) jellegek, melyek diszkontinuusak
(megjelenésiik vagylagos, nincsenek fokozati soraik) és mértékegységgel nem jel-
lemezhetok. A mérhetd, megszamlalhato, skalan abrazolhatd tulajdonsagok a
mennyiségi (kvantitativ) jellegek (testmagassag, intelligencia, borszin,
vérnyomas értéke stb.). Folytonosan valtozo mértékli sorozatot alkotnak (konti-
nuusak), mértékegységgel altalaban jellemezhetdk. Van egy harmadik cso-port is,
ezek tobbnyire csak a DNS szintjén mutathatok ki, altalaban nem tudunk hozzéjuk
koriilirhatd tulajdonsagot kapcsolni. Lényegiik, hogy a DNS szekvenciaban mely
variansukat talaljuk meg a lokuszon (génhelyen, 1. 1. fejezet), ily modon egyebek
kozt egyének azonositasara vagy leszarmazasi kapcsolatok felderitésére szolgalhat-
nak: ezek az Gin. molekularis jellegek (SNP-k [single nucleotide polymorphism] —
egy nukleotidas polimorfizmusok, TRP-k (tandem repeat polymorphism) — tandem
ismétlodo szekvenciak polimorfizmusai, 1. 4. fejezetben is).

A jellegek megjelenési formaja a fenotipus, ez az, amit egy egyed esetében
konkrétan meg tudunk figyelni: s6tétbarna szem, aktiv fenilalanin-hidroxilaz en-
zim, 175 cm-es testmagassag, nyulszaj, cukorbetegség. Az drokletes bélyegek kia-
lakitasaért a gének felelosek, és a gének alternativ valtozatai (allélok) hozzak létre
a konkrét fenotipust. A mindségi bélyegek kialakulasidban altalaban egy vagy né-
hany gén jatszik szerepet: ezek nagy hatast, Gn. major gének. Ha foként’ egy ma-
jor gén vesz részt a jelleg kialakitasdban, akkor monogénes, egygénes’ vagy mo-
nolokuszos jellegrél beszéliink. Ha tobb gén is szerepet kap, akkor ezek a gének
egymas kifejez6dését, fenotipusbeli érvényre jutasat (expresszidjat) befolyasoljak,
ezt a jelenséget nevezziik génkolesonhatasnak (1. alabb). Vannak azonban olyan

? Féként, mivel a legujabb nézet szerint nincs olyan fenotipusos jegy, melyet kizarolagosan
csak egy gén alakitana ki, mentesen mindenfajta egyéb (genotipusos, kdrnyezeti) hatastol.
Ha szigortian vessziik, olyan, hogy egygénes jelleg nem is létezik. Miért hasznaljuk mégis
ezt a kifejezést? Hagyomanytiszteletbdl, megszokasbol.
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mindségi bélyegek is, melyek kialakitasaban sok gén jatszik szerepet, vagyis
poligénes meghatarozottsaguak. Az ilyen jellegek esetében vagy a normal feno-
tipust, vagy valamilyen betegség, rendellenesség megjelenését figyelhetjiik meg
(3-1. tablazat). Az ezeket kialakitd kis hatast un. minor géneknek (riziké gének-
nek), illetve ezek hajlamosité alléljainak 6sszeadodik a hatasa. Ha a gének a rend-
ellenesség kialakuldasa szempontjabol rizikot jelentd alléljainak szdma meghalad
egy kiiszobértéket, akkor jelenik meg a betegség, rendellenesség a fenotipusban;
ha a rizik6 allélok szama a kiiszob alatt marad, akkor az egyén egészséges. Az
ilyen jellegek 6roklodésének leirasara szolgal a kiiszob modell (3-1. 4bra).
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3-1. abra

A kiiszob-modell vazlata egyszeri poligénes (A),
illetve a valosaghoz kdzelebb allé multifaktorialis (B) droklésmenet esetén

A: Ha a rizik6 gének hajlamosité alléljainak szdma (genetikai terheltség)
meghalad egy értéket (elvi manifesztacios kiiszob), akkor megjelenik a be-
tegség. B: Az elvi manifesztacios kiiszob kortili genotipusos rizikot hordozo
egyének a kornyezeti hatasok fliggvényében lesznek — vagy nem lesznek —
ténylegesen jelleghordozok. A kevéssel a kiiszob elvi hatara alatt maradok-
ban is létrehozhatjak a betegséget a megfeleld kiilsé hajlamositd tényezok.

A mennyiségi jellegek 6roklodése jellemzoen poligénes: sok minor gén hatasa
adodik Ossze a kialakitasuk soran. Ezeknek a minor géneknek a lokuszait QTL-nek
(Quantitative Trait Locus) nevezzik, ugyanis mas, mindségi bélyegek kialakita-
saban is részt vesznek, ekkor tobbnyire major génként funkcionalva. (Ez egyébként
rizik6 gének sajatja is lehet, pl. a H komplement faktor egyik allélja megnoveli az
idoskori sargafolt degeneracid kialakulasanak valosziniiségét). A fogalom beveze-
tésére azért volt sziikkség, mert a genom korantsem tartalmaz annyi gént, amennyire
szlikség lenne, ha egy gén csak egy tulajdonsag kialakitasaban venne részt. Az
orokletes faktoroknak ezt a sajatossagat, tudniillik hogy egyes gének illetve termé-
keik tobb élettani folyamatra is hatassal lehetnek, igy szamos fenotipusos jegy kia-
lakulasat befolyasoljak (pl. juvenilis — 1-es tipusti — cukorbetegség esetén nemcsak
a vércukorszint magas, hanem a vérnyomas is, megnd a tromboézisveszély, karo-
sodhatnak a vesék, a szemek), pleiotrop (szertedgazo) génhatasnak nevezziik.
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3-1. tabldzat

Néhany példa olyan multifaktorialis eredetli rendellenességekre, amelyek
kialakulasa a kiiszob modell szerint magyarazhato

Az ,izolalt el6fordulas” azt jelenti, hogy nem egy szindréma résztiinetérdl van szo.

Gyakori izolalt fejlodési
rendellenességek

Cheiloschisis (nyulajak, ajakhasadék)

Palatoschisis (szajpadhasadék, farkas-

torok)

Pylorus stenosis (gyomorkapu sziikiilet)

Talipes (dongalab)

Hernia diaphragmatica (rekeszsérv)

Hirschsprung-betegség

Velesziiletett csipddiszplazia

Velesziiletett szivbetegségek

Velocs6zarodasi rendellenességek
Anenkephalia + spina bifida
Spina bifida + hydrokephalus

Gyakori (elsésorban felnéttkori)
kronikus betegségek (izolalt

el6fordulas esetén)

Tid6 asztma

Epeko

Demencia

Depresszid

2-es tipusu diabetes mellitus

(felnéttkori cukorbetegség)

Epilepszia

Pajzsmirigy talmiikodés

Zart zugt glaukéma (z61d halyog)

Magas vérnyomads betegsé¢g

Ischemias szivbetegség

Reumas sokiziileti gyulladas

Enkephalokele Skizofrénia

Mind a min6ségi, mind a mennyiségi jellegekre igaz, hogy a gének hatasat be-
folyasolhatjak kornyezeti tényezok is. Ez sokgénes jellegeknél elég gyakori, ilyen
esetekben nem is poligénes, hanem multifaktorialis (komplex) meghatarozott-
sagrol beszéliink inkabb. Az egy gén altal kialakitott jellegeknél is befolyassal bir-
hat a kornyezet'” illetve kornyezetként szerepelve maga az altaldnos genetikai hat-
tér (pl. modosité gének formajaban) is arra, hogy az adott gén, genotipus hatasa
milyen mértékben mutatkozik meg a fenotipusban: ez okozza a variabilis (valtozo)
expresszivitast. Varidbilis expresszivitas esetén az adott genotipus kialakitja a ra
jellemzé fenotipust, de az azonos genotipussal rendelkez6 egyedek mégsem egy-
formak: példaul neurofibromato6zis esetén ugyanaz a genotipus megnyilvanulhat
minddssze kozmetikai problémat okozo, tejeskavé szint foltok megjelenésével a
boron, de akar hatalmas, karfiolszerli daganatok is kialakulhatnak, és nemcsak a
boérben, hanem egyéb szervekben is. SzéElséséges esetben egy adott genotipus nem
is tudja kifejteni a hatasat, az expresszivitasa nulla lehet, ekkor beszéliink inkom-
plett penetranciardl (nem teljes athatoloképesség). Ha példaul egy genotipus pe-
netrancidja 90%, ez azt jelenti, hogy 100, az adott genotipussal rendelkez6 személy

1% p¢ldaul a fenilketontrias (PKU-s) betegek tiinetmentességének biztositasa fenilalanin-
szegény diétaval, 1. alabb.
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koziil varhatoan tiziikk fenotipusaban egydltalin nem jelenik meg a genotipus
hatasa.

A kornyezeti hatasok kdzé soroljuk a szervezet belsé allapotat is, ezért példaul
egy adott allél, allélkombinacié illetve genotipus expresszivitasat befolyasolhatja a
nem is, az eltéré hormonalis hattér miatt. ,,Egygénes” jellegeknél ilyenkor nem al-
tal befolyasolt 6roklodésrdl beszéliink, amilyen pl. a kopaszsag is. A férfiakban
elég, ha az egyik allél kopaszsagot kialakitd valtozat, a fenotipus meg fog jelenni,
mivel a magasabb tesztoszteronszint érzékenyebbé teszi a hajhagymakat, de a nék
még akkor sem lesznek altalaban kopaszok, csak vékony hajuak, ha mind a két al-
1¢ljuk ilyen. Multifaktorialis 6roklodés esetén a nem altali befolyasoltsag miatt a
kiiszobérték mashol lesz a két nemben: példaul gyomorkapu-sziikiilet esetén a
kiisz6b a fitikban, csipddiszplazia esetén a lanyokban alacsonyabb, vagyis keve-
sebb hajlamosito allél sziikséges a rendellenesség megjelenéséhez, ezért a betegség
gyakoribb az adott nemben. Ez azt is maga utan vonja, hogyha egy alacsonyabb
kockazatu (magasabb kiisz6bill) nembe tartozo, a rendellenességet mutatd sziilonek
ellenkez6 nemii gyermeke sziiletik, akkor ennek a gyermeknek nagyobb az esélye,
hogy szintén rendellenes fenotipusu lesz, mint ha a masik sziildje lett volna jelleg-
hordoz6 (csipddiszplazias apa lanyanak nagyobb az esélye, hogy 0 is érintett lesz).

A fentiekbdl is lathatd, hogy az egyes jellegek Oroklédését nagyon nehéz
egyszeribb szabalyszerliségekhez kapcsolni. Kiilondsen igy van ez a poligénes-
multifaktorialis 6rokl6désnél: a legtobb esetben még a jelleget befolyasold gének
sem mind azonositottak. Az egygénes jellegeknél ismertek ilyen szabalyok, de latni
fogjuk, hogy ezek sem mindig alkalmazhatok.

Az ,egygénes” jellegek oroklodésének szabalyszeriiségei

Ezeket els6sorban egy-egy lokusz alléljai hatarozzdk meg. Ha valakinek két
egyforma allélja van egy sejtmagi lokuszon, akkor 6 (a genotipusa, lokusza) homo-
zigéta, ha két kiilonbozo, akkor heterozigota vagy hordozo (carrier). A carrier
kifejezést leginkabb az egyik X kromoszoémajukon hibas allélt hordozo nékre hasz-
naljak. A compound heterozigota genotipus (személy) esetén két kiilonbozo allélt
talalunk a lokuszon, de mindketté mutans''. Ez persze azt is jelenti, hogy az adott
lokuszon tobb génvarians, allél is 1étezhet a populacioban (ketténél tobb), ezt neve-
zziilk multiplex allélianak. Az X-hez kototten 6roklodo jellegek esetén a férfiak
csak egy alléllal rendelkeznek az adott génre (ha a génbdl csak egy kopia van a
kromoszoman), Oket és genotipusukat ekkor hemizigétanak nevezziik. A mito-

' Ez a hagyomanyos formalgenetikai terminologiaban mint homozigéta recesszivités jele-
nik meg. Pontosabban: homozigota recessziv fenotipust egyének DNS-szintli molekularis
genotipizalasa alapjan sziiletett a megfogalmazas. igy ebben az esetben a compound (angol)
kifejezés megtartasa nem mindsithetd a magyar nyelvhasznalat elleni hibanak, mert hiszen
pl. a heterozigdtasdg megjelolés dnmagaban is kétféle allél egyidejli jelenlétét fejezi ki a
genotipusban. Ugyanakkor az ,,0sszetett”, ,,komplex” hasznalata megtévesztd volna.
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kondrialis DNS szintén kivételt képez, mivel mitokondriumbdl (és igy a mitokond-
rialis genombol is) tobb tiz vagy akar tobb ezer kopia is lehet egy sejtben, igy az
elébb ismertetett kifejezések nem alkalmazhatok ezen organellumok genotipusanak
leirasara, hanem a homoplazmia és a heteroplazmia kifejezés hasznalatos (1. alabb).

Mendeli 6roklédés. Az egygénes jellegek 6roklodésérdl az elsé megallapitaso-
kat Mendel tette, aki borsondvények hét tulajdonsagparjanak 6roklodését kovette
figyelemmel. Kovetkeztetéseit nagyszamu (tobb ezer) ndvény keresztezésébol
nyert adatokat atlagolva vonta le, vagyis statisztikai'> modszereket hasznalt a kiér-
tékeléshez. Az altala vizsgalt tulajdonsagok egymast kolesonosen kizaro',
allelomorf jellegek voltak (ezeket a gének kiilonbozo alléljai alakitjak ki).
Kisérleteinek kiindulépontja kiilonb6z6é fenotipust, tiszta szarmazéksoru nové-
nyek (6nbeporzaskor az dsszes utod mind ugyanolyan fenotipusu volt mint a szilo,
modern terminologiaval a tiszta szdrmazéksorti novény homozigota) keresztezése
volt, ezt a generaciot nevezziik P (parentalis = sziil6i) nemzedéknek. Utddaik
alkotjak az F1 (elso filialis) generaciot, és az F1 egyedeit egymas kozott (inter se)
keresztezve vagy onmegtermékenyitésiikkel kapjuk az F2 (masodik filialis) nem-
zedéket. Kisérletei soran Mendel rajott, hogy a kiilonb6zo fenotipusu egyedek ke-
resztezésébdl szarmazé utdédok nem koztes tulajdonsaguak lesznek', hanem az
egyik sziiléhoz hasonlitanak (uniformitas szabalya). Az F2 generacioban viszont
ujra megjelenik a masik sziil6i tulajdonséag is. Ebbdl azt a kovetkeztetést vonta le,
hogy egy tulajdonsag 6roklodése valamiféle oroklodési faktorok segitségével tor-
ténik. Kikovetkeztette, hogy minden egyed két ilyen faktorral (ma allélnak mond-
juk) rendelkezik, az egyik képes elnyomni a masik hatasat, ha egyiitt fordulnak el
(vagyis dominans a masik, recessziv felett), €s az ivarsejtek képzése soran elval-
nak egymastol (sejttani alapja a homoldg kromoszomak elvalasa a meiozis 1. ana-
fazisaban, 1. 1. fejezet), vagyis lokuszra vonatkozoan egy ivarsejtbe csak egy 6rok-
16dési faktor, azaz allél keriil. Ma ezt Mendel elsé torvényének vagy az allél
szegregacio szabalyanak (esctleg a gaméta tisztasag torvényének) nevezziik. Az
F1 generacio fenotipusabol kovetkeztethetiink arra, hogy az adott fenotipusos bé-
lyeg esetén melyik a dominans jelleg, ugyanis az 6sszes F1 egyed egyforman hete-
rozigdta genotipust és dominans fenotipust. A kiilonb6z6 tulajdonsagok egyiittes
el6fordulasat vizsgalva Mendel arra is rajott, hogy az egyes tulajdonsag-parok
oroklodése nem befolyasolja egymast, vagyis az ivarsejtek képzése soran a kiilon-
boz6 tulajdonsagparok kialakitasaért felelds oroklodési faktorok egymastol fiig-
getleniil szegregalnak (valnak szét) és jutnak be az ivarsejtekbe (sejttani alapja a

2 Gregor Mendel — Agoston rendi briinni (ma: Brno) szerzetes — egyetemi hallgatoként ta-
nari tanulmanyokat folytatott, kivaldo matematikus volt.

} Egy ndvényen csak egy jellegvaltozat alakulhat ki: a borsészem vagy sarga vagy zold,
gombolyl vagy szogletes stb.

" A kor altalanos felfogasa szerint pedig ilyeneknek kellett volna lennitik.
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kromoszomak fliggetlen szegregacioja, kombinalddasa a meidzis 1. anafazisaban).
Ezt a szabalyszerliséget ma Mendel masodik torvényének, vagy a Kiilonb6zo
gének alléljai fiiggetlen kombinalédasanak nevezziik. Ma mar azt is tudjuk, hogy
ez csak az olyan génekre teljesiil, melyek vagy kiilonbdz6 kromoszéman helyez-
kednek el, vagy pedig ugyan szintenikusak (egy kromoszomara lokalizalédnak),
de egymastol akkora tavolsagban, hogy a rekombinacido bekdvetkeztét a koztiik
1év6 tavolsag mar nem befolyasolja, vagyis nem kapcsoltan éroklédnek.

A keresztbeporzast annak az eldontésére is lehet hasznalni, hogy a sziil6k neme
befolyasolja-e az adott jelleg 6roklodését. llyenkor az egyik kisérlet soran a recesz-
sziv fenotipusti ndvény adja a pollent és a dominans fenotipusu a petesejtet, a ma-
sik keresztezés soran pedig forditva (reciprok keresztezés). Ha mindkét kisérlet
ugyanarra az eredményre vezet (az F1 és az F2 is ugyanolyan fenotipusos és geno-
tipusos megoszlast mutat), akkor a sziilok neme nincs befolyassal a jelleg 6roklo-
désére. (Emberre vonatkoztatva: a gén autoszomalis kromoszoman talalhato.)

Ha el szeretnénk donteni, hogy egy dominans fenotipusti egyed homozigdta do-
minans vagy heterozigota genotipusu, akkor erre a legegyszeriibb modszer a ke-
resztezése egy homozigota recessziv genotipusuval. Ezt tesztelé vagy egyszerlien
tesztkeresztezésnek nevezziik. Homozigdta dominans egyedet tesztkeresztezve
minden utéd dominans fenotipust lesz, de ha egy utdd is recessziv fenotipusu (akar
szazbol), akkor a dominans fenotipusu sziilé heterozigota volt. Elvégezheto az uto-
dok keresztezése valamelyik sziil6i genotipussal is, ezt visszakeresztezésnek ne-
vezziik, tiszta szarmazéksor eldallitasakor van jelentdsége. Ha homozigota re-
cessziv sziilovel végezziik el a mendeli keresztezés F1 egyedeinek visszakeresz-
tezését, akkor ez nem tekinthetd tesztkeresztezésnek, hiszen az ilyen sziilé domi-
nans fenotipusi utdda egészen biztosan heterozigota.

A keresztezéseket egyezményes jelekkel irjuk le, tablazatos formaban, ez a
Punnett-tabla. A dominans allélt nagybetiivel, a recessziv allélt kisbetiivel jeldl-
jik, egy gén alléljainak jelolésére mindig azonos betiit, ill. betlikombinaciot hasz-
nalunk. A gének sokszor a mutans fenotipusrol kapjak a neviiket és betiijeliiket. A
vad tipusu allélt (ez a leggyakoribb, a normalnak tekintett allél) ilyen esetekben a
mutans allélt jelolé betli nagy valtozataval vagy egy + szimbolummal jeloljik
(esetleg a mutans allél betiijelét kiegészitjiik egy felsé indexbe rakott + jellel).
Nemi kromoszomakon taldlhatd gének esetében szerencsés jeldlni az elhelyezke-
dést, pl: Xa, XA gének jelét, szimbolumat, legyen az egy vagy tobb betli, nyom-
tatasban elkiilonitendd az azonos szimbolummal szerepl6 fehérjétdl, dolten irjuk.

Az egyik sziil6 gamétait, ivarsejtjeit (alt. a petesejteket) az elsd sorba egy-egy
oszlop folé (vizszintesen), a masik sziil6ét (alt. a himivarsejteket) az elsé oszlopba
irjuk egy-egy sor elé (fiiggdlegesen), és a megfeleld kockakba vezetjiik be az egyes
gaméta-kombinaciokbol kialakulo egyedek genotipusat.

Ha a sziil6k csak egy tulajdonsagban kiilonbdznek, akkor a keresztezést mono-
hibrid keresztezésnek nevezziik. Egy klasszikus mendeli monohibrid keresz-
tezést a kovetkezoképpen irunk fel:
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P: AA X aa
A F1:

Aa minden egyed heterozigoéta,
minden egyed dominans fenotipusu

a

F1 X F1: Aa x Aa

A a F2:
Al A4 | Aa 1/4 homozigéta dominans, 1/2 heterozigdta, 1/4 homozigodta
recessziv,
a | Aa | aa

3/4 dominans fenotipusu, 1/4 recessziv fenotipust

Természetesen lehetséges két fliggetlen tulajdonsag o6roklodésének egyiittes
vizsgalata is. Mivel a sziilok két tulajdonsagban kiilonboznek, ezért ilyen esetekben
dihibrid Kkeresztezésrél beszéliink. Egy klasszikus mendeli dihibrid keresztezés
igy irhato fel (mivel mendeli keresztezésrol van szo, ezért a sziilok homozigota
dominans, ill homozigdta recessziv genotipustiak, de ugyanilyen utdodaranyokhoz
vezetne az AAbb x aaBB keresztezés is, hiszen az altaluk képzett Ab illetve aB
gamétak ugyanugy kettds heterozigota F1 utédokat eredményeznek):

P: AABB X aabb

AB F1:
ab | AaBb minden egyed kettds heterozigdta

minden egyed dominans fenotipust mindkét tulajdonsagra

F1 X F1: AaBb X AaBb F2 fenotipus aranyok:
AB Ab aB ab I. 9/16 dominans mindkét

AB | AABB | AABb | AaBB | AaBb tulajdonsagra

II. 3/16 dominans az a és

Ab | AABb | AAbb | AaBb | Aabb recessziv a b tulajdonsagra

aB | AaBB | AaBb Wetensi:8Netehsis8 111 3/16 recessziv az a és
dominans a b tulajdonsagra
ab | AaBb | Aabb Rl IV. 1/16 recessziv mindkét
tulajdonsagra

F2 genotipus aranyok fenotipus-osztalyokra lebontva, az iltalanos genotipus
feltiintetésével:

I. 1/16 homozigdta dominans mindkét génre; 2/16 homozigdta dominans az A4 és
heterozigota a B génre; 2/16 heterozigdta az A ¢s homozigota dominans a B génre;
4/16 kettOs heterozigdta (4-B-)

I1. 1/16 homozigoéta dominans az 4 és homozigéta recessziv a B génre; 2/16 hete-
rozigota az A és homozigota recessziv a B génre (A-bb)
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II1. 1/16 homozigota recessziv az A és homozigdta dominans a B génre; 2/16
homozigdta recessziv az A és heterozigdta a B génre (aaB-)

IV. 1/16 homozigdta recessziv mindkét génre (aabb)

(A vizszintes vonas az altalanos genotipusban azt jelenti, hogy ott a szoba jovo
allélok — dominans vagy recessziv — barmelyike el6fordulhat.)

A mendeli 6roklédés soran varhato fenotipus és genotipus aranyo-
kat modosito hatasok

A mendeli torvények szabalyos ivaros szaporodasu diploid szervezet esetén
teljesiilhetnek csak (hiszen lathattuk, hogy a meidzis I anafazisanak eseményein
keresztiil értelmezhetdk). A géneknek autoszomakon kell elhelyezkedniiik, mivel a
nemi kromoszémakon talalhaté génekbdl nem egyforman részesiil a két nem. A
nyomon kovetett fenotipusos jegyek monolokuszos 6roklédéstiek kell legyenek
(nem lehetnek poligénes/multifaktorialis meghatarozottsagiiak, vagy nem johetnek
létre génkolcsonhatas kovetkeztében, 1. alabb). Az allélok kdzott szabalyos domi-
nancia—recesszivitas kell fennalljon, hiszen inkomplett dominancia esetén az F1
generacid heterozigéta egyedei egyik tiszta szarmazéksora sziilére sem hasonlita-
nak, hanem egy koztes tulajdonsag alakul ki benniik (természetesen a genotipus
aranyokon ez nem valtozat). Az intermedier 6roklédés az inkomplett dominancia
egy specialis esete, ahol a heterozigotak fenotipusa pontosan a két sz€lsé fenotipus
érték kozott kdzépen helyezkedik el, pl. rozsaszin viraga csodatélcsér, mely egy
vords €s egy fehér viragh egyed keresztezésekor keletkezik, és két rozsaszin viragh
névényt keresztezve 1/4-1/4 aranyban megjelennek a sziil6i fenotipusok az 1/2
heterozigota rdzsaszin novények mellett. Kodominans allélok esetén pedig mind a
kett6 hatésa teljes mértékben megnyilvanul a fenotipusban (pl. AB vércsoport, 1. 4.
fejezet).

Az is megnehezitheti az 6rokl6dés vizsgalatat, hogy tobb gén hibaja is eredmé-
nyezhet hasonlo6 fenotipust, példaul a vérzékenységnek vagy a siiketségnek szamos
gén mutdciodja lehet az oka: ezt a jelenséget genetikai heterogenitasnak nevezziik.

Tobb gén 6roklédésének egyiittes vizsgalatakor a géneknek egymastol fligget-
leniil kell 6roklédnitik, vagyis kiilonboz6 kromoszoman kell elhelyezkedniiik, vagy
azonos kromoszoéman, de olyan nagy tavolsagra egymastol, hogy az azonos ivar-
sejtbe vald jutasuk valdszinlisége megegyezzen a kiilonb6z6 ivarsejtbe jutasuk
valoszinliségével. Ugyanakkor a kapott genotipusos vagy fenotipusos aranyokat az
is torzithatja, ha nem kell6en nagyszamu utédot vizsgalunk (statisztikai mintavételi
hiba), vagy ha egy bizonyos allélkombinacio letalis hatasu.

Ha valamilyen kornyezeti hatas, fert6zés, xenobiotikum (barmely anyag, amely
idegen az €16 szervezet szamara) egy ismert 6roklott jelleghez hasonld fenotipust
alakit ki, akkor fenoképiarol beszéliink. Ilyen fenokopidk megjelenése is vezethet
a fenotipus aranyok modosulasahoz.

Génkolesonhatasok. Egy fenotipusos jegyet tobb gén is kialakithat egylitt,
ilyenkor természetesen ezek a gének befolyasolhatjak egymas hatasat. A legegy-
szer(ibb esetben egy tulajdonsagot két gén kdlcsonhatasa hataroz meg, de sokszor
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ketténél tobb gén bizonyos (pl. vad tipusu) alléljai lehetnek sziikségesek egy adott
(pl. normal) fenotipus kialakitasahoz. Ha egy tulajdonsagért két lokusz felelds, ak-
kor keresztezésekkor a genotipusok aranyai nem valtoznak a két jelleget vizsgalo
dihibrid keresztezések soran tapasztalt gyakorisagokhoz képest, a két gén kdlcson-
hatasa egyediil a fenotipus aranyokat befolyasolja.

A legkdnnyebben atlathato az egyszeri génkolesonhatas. A két gén dominans
alléljai onalldan (ha a masik lokuszon csak recessziv allélok vannak jelen) kiilon-
b6z6 fenotipust alakitanak ki. Szintén eltéré fenotipus jelenik meg, ha a két lokusz
barmelyikén, vagy ha egyikén sem talalhatd dominans allél. Ez azt jelenti, hogy
riat kapunk és ugyanolyan aranyban, mintha nem allna fenn génkdlesonhatas, csak
éppen ezek nem két fenotipus kombinacidiként allnak eld (tehat pl. nem a lehet-
séges borsoszem szin ¢és alak kombinaciokrdl van sz6). Példa az ilyen génkolcson-
hatasra a tyikok tarajalakjanak oroklodése: R gén dominans allélja rézsa tarajt
hataroz meg, ha nincs jelen dominans allél a B lokuszon (R-bb); B dominans allélja
borsé tarajt alakit ki, ha nincs dominans allél az R génre (rrB-); ha R és B allél is
jelen van, akkor dié taraj alakul ki (R-B-); ha nincs se R se B allél, akkor egyszerii
taraj fejlédik (rrbb). Kettds heterozigdtak (RrBb) keresztezésekor a fenotipus
megoszlas ugyantgy 9:3:3:1 (did:rozsa:borsod:egyszeril) aranyt mutat, mint a dihib-
rid keresztezés fent levezetett esetében (3-2. tablazat).

A kovetkez6 génkolcsonhatas tipus az episztazis. Ilyen esetekben az egyik gént
(lokuszat) episztatikus génnek (lokusznak) nevezziik, ez az, melyen egy bizonyos
allélkombinacio jelenléte, ugymint recessziv episztazis esetén két recessziv allél,
illetve dominans episztazis esetén legalabb egy dominans allél, teljesen elnyomja
a masik (hiposztatikus) lokuszon 1évé barmely allélkombinacio hatasat. Tehat ha
az A4 lokusz az episztatikus és a B a hiposztatikus, akkor recessziv episztazis esetén
az aaBB, aaBb, aabb (vagyis aa--) genotipusok, dominans episztazis esetén pedig
az AABB, AABb, AAbb, AaBB, AaBb, Aabb (vagyis A---) genotipusok egyforma
fenotipust alakitanak ki. Ez azt jelenti, hogy kettds heterozigotak keresztezésekor
az utdodnemzedékben bizonyos kategoriak Osszeolvaddsa miatt modosulnak a
fenotipus aranyok, recessziv episztazis esetén 9 (4-B-) : 3 (4-bb) : 4 (3 aaB- + 1
aabb), dominans episztazis esetén 12 (9 A-B- + 3 A-bb) : 3 (aaB-) : 1 (aabb) a
tapasztalt fenotipus arany (3-2. tablazat).

Recessziv episztazis alakitja ki az emberi Bombay vércsoportot (44--). llyen-
ben az ABO vércsoportot meghatarozé allélok koziil barmelyik jelen lehet, a
fenotipus ugyanolyan lesz, mivel az 1" illetve I® allélok altal kédolt enzimek nem
tudjak hozzatoldani a megfelelé monoszacharid egységet az alap H-antigénhez,
ugyanis az nincs jelen a vorosvértestek felszinén egy masik lokuszon (H) fennalld
mutacio (homozigéta recessziv genotipus) miatt (az i allél nem kodol mikddoképes
enzimet, 0 vércsoport esetén a H-antigén nem egésziil ki, 1. 4. fejezet).

Dominans episztazis alakitja ki a tokok fehér termésszinét. A W gén dominans
alléljanak jelenlétében a termés mindig fehér lesz, mivel gatolja a fehér pigment
tovabbalakulasat z6lddé. Ha nincs W allél (ww), akkor az Y lokusz hatarozza meg a
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szint, wwY- genotipus esetén a 1étrejovo zold pigment tovabbalakul sargava, mig
wwyy genotipus esetén marad z61d.

Az utolsé génkolcsonhatas tipus, amit részletesen elemziink (természetesen
tovabbi génkdlcsonhatasok is lehetségesek), a komplementer génkolcsonhatas.
Ebben az esetben a két gén kifejezddése kolcsondsen fiigg egymastol. Ezek az egy-
mast kiegészit6é vagy komplementer gének (pszeudoallélok: a mutans fenotipus a
gének barmelyikének mutéacioja miatt kialakulhat, a kiilonb6z6 gének alléljai ugy
viselkednek, mintha csak egy lokuszhoz tartoznanak). Legtobbszor ezek a gének
olyan fehérjéket kodolnak, melyek egy metabolikus, differencialodasi vagy mas
jellegti titvonalon mitkddnek. Gyakori, hogy az egyik enzim altal Iétrehozott ter-
mék egy masik enzim szubsztratja, és ilyenkor természetesen sem akkor nem kép-
z0dik végtermék, ha ez a koztitermék nem jon 1étre, sem akkor, ha 1étrejon, de nem
alakul tovabb. Vagyis a komplementer génkdlcsonhatas esetén két fenotipus kate-
goriat talalunk: vagy van végtermék, mivel minden enzimet kddolod gén rendelke-
zik legalabb egy normal, dominans alléllal (4-B-), vagy nincs végtermék, mert
valamelyik vagy az 6sszes lokuszon nem taldlhatd normal allél (4-bb, aaB-, aabb).
Pl két gén (4 ill. B) két kiilonboz6 enzimet kodol, melyek egy virdgszint meghata-
rozo pigment létrehozasaért felelések. A recessziv allélok (a, ill. b) termékei (ha
vannak egyaltalan) funkcioképtelenck. Ha a n6vény homozigéta akar g-ra, akar b-
re, nem képzodik pigment, a virdg fehér marad. Ennek megfeleléen két kettds hete-
rozigéta szines virag (mendeli dihibrid keresztezéskor ez az F1 nemzedék inter se
keresztezésének felel meg) keresztezésekor 9:7 aranyban kapunk szines és fehér
viragokat. Emberben is talalunk hasonldan 6roklédo tulajdonsagokat. Ezekre jel-
lemz06 a genetikai heterogenitas (I. fentebb), és a normal fenotipus csak akkor je-
lenik meg, ha minden gén rendelkezik legalabb egy normal alléllal. Ezért fordulhat
elo, hogy két 6roklotten siiket ember hazassagabol ép hallast gyermekek sziiletnek,
ha a sziilok kiilonb6zé génekre voltak homozigota recessziv genotipusuak (a
gyerekek mindkét lokuszra heterozigotak). Szintén igy 6roklodik a xeroderma pig-
mentosum, mely a NER (nukleotid excizios repair, 1. 8. fejezet) valamely enzimé-
nek defektusa, hianya miatt alakul ki'>. A betegekben daganatok jelennck meg,
boriik fényérzékeny, mivel a NER hibdja miatt az UV sugarzas generalta timin-
dimerek nem javitodnak ki (1. 8. fejezet).

"> Mindazonaltal meg kell emliteniink, hogy a génkolcsonhatasi kategoriak kozotti hatar
nem ¢les, tehat sokszor nézépont kérdése, hogy melyik kategoriaba soroljuk az adott gén-
kdlcsonhatast. Pl. a NER enzimeinek mikodésekor komplementer génkolesonhatas all
fenn, de akar recessziv episztazisrdl is beszélhetnénk, ha megengednénk, hogy minden lo-
kusz episztatikus és hiposztatikus is lehessen egyszerre.
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3-2. tabldzat

crer

génkolcsonhatasok miatt modosult fenotipus aranyok attekintése

A tablazat elsO sora tartalmazza a lehetséges genotipusokat, a masodik e
genotipusok képzddési aranyat. A tobbi sorban az adott génkdlcsonhatas
tipusra jellemz6 fenotipusaranyok lathatok, egyforma szinarnyalattal je-
16lve az azonos fenotipusokat, és az azokat kialakitoé genotipusokat.

. Gén-
AABB | AABb | AaBB | AaBb | AAbb | Aavb | aaBB | aaBp | aapp | T2 INOUPUS| Loy Gnhatas
arany .
tipusa
1 2 2 4 1 2 1 2 1
. s egyszeril
3 1 9:3:3:1 génkdlestnhatas
o ¢ b iz d 6 3 (episztatikus 1 0:3:4 re_cess'm_v
(1 Vam) episziazis
. 3 (4 nincs, B 1 12:3:1 do_rmn’m_ls
van) episztazis
; . Kkomplementer
9 é ¢ .
inbdzd do 3 (nincs B) 3 (nincs A) 1 9:7 gének

Kapcsolt gének: Két gén egyiittes oroklédésének vizsgalatakor mendeli dihib-
rid keresztezés esetén azt tapasztaljuk, hogy az F1 kettds heterozigota a két génre
nézve négyféle gamétat képez. Az ivarsejtek parokban képzédnek két kiilonb6zo
meidzis eredményeként. Az egyik par ugyanolyan kombinacioban tartalmazza a két
gén alléljait, mint amilyen gamétakbol az F1 egyed létrejott (mendeli keresztezés
esetén AB ¢s ab), ezek a sziil6i tipusi gamétak. A masik par uj kombinacioban
tartalmazza az allélokat (itt Ab és aB), ezek a gének fliggetlen 6roklédése esetén a
neokombinans gamétak (3-2. abra).

Ha a két gén kapcsolt, vagyis ugyanazon a kromoszéman, bizonyos tavolsagon
beliill helyezkednek el egymashoz viszonyitva, akkor a nem sziil6i tipust gamétak
csak rekombinacié eredményeként képzOdhetnek, és rekombinans gamétaknak
nevezziik 6ket. Ilyenkor, ha egy gamétaban egy kromoszéman 2 mutans, avagy 2
vad tipusu allél van, vagyis cisz elrendezésében talalhatok a gének, akkor ezeket
coupling — kapcsolt, parban allo — fazisti gamétaknak nevezziik. Ha egy mutans és
egy vad allél talalhatd egy gamétaban egy kromoszoéman, vagyis transz elrende-
zésben talalhatok a gének alléljai, akkor ezek a repulziés gamétak. Egy genotipust
ugy is felirhatunk, ha feltiintetjiik / jellel elvalasztva, hogy mely allélok talalhatok
egy kromoszoman (mely allélokat 6rokdlte az egyed az egyik illetve a masik szii-
16t6l), ezt nevezziik haplotipusnak: pl. AB/ab haplotipus esetén coupling, Ab/aB
haplotipus esetén repulzios gamétakat adtak a sziilék. Az egy kromoszoma egy
lokuszan (haploid genotipus) vagy lokuszcsoportjan (lokuszok genetikailag kap-
csolt, egyiitt 6roklod6 kombinacidja) talalhato allélok alkotjak a haplotipust.

Fiiggetlen 6roklodéskor a gamétdk egyforma eséllyel keletkezhetnek, de kap-
csolt gének esetén a rekombindns gamétak képzodési valdszinlisége csokkent,
megegyezik a gének kozotti rekombinacid valdszinliségével (3-3. abra). A rekom-
binaci6 valosziniisége a két gén tavolsagatol fiigg: minél kozelebb van egymashoz
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két lokusz, annal kisebb eséllyel kovetkezik be kozottiik crossing over. Ha nem
képzddnek rekombinans gamétak, akkor teljes kapcsoltsagrol beszéliink.

A VAGY B

Al BA alll Ha e . alf Haal WA .
- =% L = %o
BY §A e o all'b | BY ya * o Ay b
Bl¥BL b B¥¥B L b

Sziiléi tipusu gamétak keletkezése Neokombinans gamétiak keletkezése

3-2. abra

Kromoszomak (és a rajtuk talalhatd gének alléljainak) fiiggetlen
kombinalédasa (fiiggetlen hasadas) meidzis soran

Az egyforma szinl (fehér, a és b alléllal ill. sziirke, 4 és B alléllal) kro-
moszomak szarmaznak eredetileg egy sziilotél, vagyis az A meiozis so-
ran sziildi tipusti gamétak keletkeztek (4B és ab), mig a B meidzis soran
Uj kromoszdéma-kombinaciok alakultak ki, neokombinans gamétak kelet-
keztek (aB és Ab), egyenld aranyban.

Két gén tavolsagat centiMorganban'® (cM) adjuk meg, ami nem abszolit ta-
volsagot jelent, hanem a két gén kdzotti rekombinacio valdszintiségétol fiigg: 1 cM
= 1% rekombinacids gyakorisag. Belathatd, hogyha két gén tavolsaga eléri az 50
cM-t, akkor a rekombindns gamétak képzddési valoszinlisége megegyezik a sziiloi
gamétackkal (50-50%), és ekkor mar fiiggetlen 6roklodésrol szolunk. Ez azt is
jelenti, hogyha két szintenikus (egyazon kromoszoman 1év0), de fiiggetleniil 6rok-
16d6 gén tavolsagat ki akarjuk szdmolni, keresni kell olyan géneket, amelyek ko-
zottiik helyezkednek el egymastol kevesebb, mint 50 cM tavolséagra, és az egyen-
ként megallapitott rekombinacios értékeket dssze kell adni.

' A rekombinaciés térképtavolsig egységét Thomas Hunt Morgan tiszteletére nevezziik
centiMorgan-nek. Morgan 1933-ban a kromoszoémak 6roklédésben jatszott szerepének vizs-
galataért Nobel-dijat kapott. Ecetmuslicakkal (Drosophila melanogaster) végzett Gitt6ro je-
lentdségii keresztezési kisérleteket. A kapcsoltan 6roklédo jellegek vizsgalatara alapozva
megallapitotta, hogy a gének kromoszomakon helyezkednek el, és a kapcsoltan 6rokl6do
gének egyazon kromoszoman foglalnak helyet.
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1. lokusz _, 1. lokusz d 1.lokusz _,|p| (g
2. lokusz 5 m
2. lokusz =M \m
QO O O
2. lokusz _|pg
D| |d d
M| |m
| |m
Q 0O 0O O a O OERO!
m M
k bina 18

Nem-rekombinans = Rekombinans Mind Nem-rekombinans > Rel
(DM + dm) = (Dm + dM) (DM és dm) (DM + dm) > (Dm + dM)

A B G
3-3. dbra
Szintenikus gének alléljainak kombinalodasa

A: Ha a gének tavolsaga > 50 cM, akkor a gének fliggetlentil 6roklédnek
a koztiik lejatszodd tobb crossing over miatt, az O0sszes kombinaciod
egyenld eséllyel keletkezik. B: Ha a gének tavolsdga nagyon kicsi,
fizikailag lehetetlen kozottiik a crossing over, nem torténhet rekombina-
cio (teljes kapcsoltsag). C: Ha a gének tavolsaga <50 cM, és lejatszod-
hat koztiik crossing over, rekombindns kromoszoémak (és gamétak) ke-
letkeznek a crossing over valosziniségének aranyaban, ami a gének ta-
volsagatol fligg.

Mivel a rekombindns gamétak kisebb aranyban termelédnek, mint a sziil6i ti-
pusuak, igy a bel6liik szarmazo6 utddok is kevesebben lesznek, vagyis kapcsoltsag
esetén a genotipus aranyok is megvaltoznak. Ez heterozigotak egymas kozotti ke-
resztezésekor kevéssé nyomon kdvethetd, igy a kapcsoltsag tesztelésére kettds he-
terozigotak tesztkeresztezését alkalmazzuk. Ilyenkor a teszteld (ab/ab) sziilé csak
recessziv allélokat ad 4t az utodoknak, vagyis az utdodok fenotipusat a kettds hete-
rozigota sziil6tdl 6rokolt allélok hatarozzak meg, igy téve konnyen eldonthetove,
hogy mely utddok milyen gamétat kaptak tdle.

Emberi monolokuszos jellegek oroklodése

Mivel kontrollalt keresztezési kisérletek eredményei nem allhatnak rendel-
kezésre, ezért ,,monolokuszos” — altalaban koros, mert ezek érdekesek orvosi szem-
pontbol — emberi bélyegek 6roklodésérdl ugy nyerhetiink informaciot, ha csalado-
kon beliil kdvetjiik az adott jelleg nemzedékrdl nemzedékre vald atadasat.
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3-4. abra
A csaladfakon altalanosan hasznalt jeldlések

El6szor informaciot kell gyjteni a beteg csaladjardl, és a részleteket egy csa-
ladfan 6sszegezni, mely a csaladtagok leszarmazasi viszonyanak grafikus abrazo-
lasa egyezményes jelekkel (3-4. abra), az egyének fenotipusanak illetve hordozo
voltanak (ha biztos informaciokkal rendelkeziink ez tigyben) jeldlésével. Azt a
személyt, aki miatt a csalad genetikai vizsgalata kezdetét vette (akar tobb ilyen is
talalhaté a csaladfan) probandnak vagy probandusznak nevezziik. A férfi proban-
duszt propozitusznak, a nét propozitanak is szokas még emliteni. Ha egy parnak
egy vagy tobb kozos ¢se van, akkor a hazassagot rokonhazassagnak mondjuk. A
csaladfan a generaciokat romai szamokkal jel6ljiik (altalaban a legidésebb abrazolt
generacio a ) a generaciokon beliil pedig arab szamozassal latjuk el az egyéneket,
balrol jobbra haladva (Iehetdleg a sziiletési sorrendet kovetve), igy mindenki egyér-
telmiien jeldlhet6 és hivatkozhato.

A monolokuszos jellegek 6roklodési mintazata két tényezotol fiigg elsdsorban:
1. a mutans fenotipus domindns (akkor jelenik meg, ha a kromoszémapar

egyik vagy mindkét tagjan a mutans allél talalhatd) vagy recessziv (a kromo-

szomapar mindkét tagjan a mutans allél talalhato), és
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2. a gén autoszomalis (autoszomak: 1-22 kromoszoéma) vagy nemi kromo-
szoman (X vagy Y) helyezkedik-e el, esetleg a mitokondrialis genom része.

Autoszomalis recessziv (AR) oréklodés: Az autoszomalis recessziv jellegek,
rendellenességek csak homozigétakban vagy compound heterozigétakban'’ nyil-
vanulnak meg, vagyis olyan egyénekben, akik csak recessziv (rendellenesség ese-
tén mutans) allélokkal rendelkeznek. Az igy oroklodo emberi korképek gyakran
enzimdefektusok, hiszen enzimek esetén egy vad tipusu allél terméke altalaban
mar elég a dominans, normalis fenotipus létrehozasahoz, vagyis egy normal allél
kompenzalni tudja a mutans allél hidnyzé hatasat, és nem alakul ki a recessziv
fenotipus. Mivel egy egyén egy lokusz esetén a két allél koziil mindig csak az egyi-
ket 6rokli az egyik sziil6tdl, a homozigéta recessziv genotipusuak mindkét sziil6t6l
orokoltek egy-egy mutans allélt. Mindezeknek megfeleléen az AR jellegek és
betegségek altalaban igen korai életszakaszban mar felismerhetévé valnak.

Homozigota recessziv beteg akkor sziiletik, ha vagy mindkét sziil6 beteg vagy
csak az egyik, és a masik sziilé heterozigota hordozo; a leggyakoribb eset mégis az,
amelyben mindkét sziil6 egészséges heterozigdta. Az els6 esetben (két beteg sziild)
minden utdd beteg lesz; egy érintett homozigdta és egy nem beteg heterozigota
hordoz6 sziilé esetén 1/2 az esély beteg gyermek sziiletésére (1 a valoszintisége,
hogy recessziv allélt 6rokol a beteg sziil6tdl, 1/2, hogy recessziv allélt 6rokol a
heterozigota sziil6tol, hogy mindkett6tdl a recessziv allélt 6rokli, az 1 x 1/2, mig a
harmadik esetben, két heterozigéta hazassagakor 1/4 (1/2 a valosziniisége, hogy
recessziv allélt 6rokol egy-egy heterozigota sziilotol, hogy mindkett6tol, annak az
esélye 1/2 x 1/2). (Az események — egy bizonyos allél 6roklése az egyik és egy
bizonyos allél oroklése a masik sziilété]l — fiiggetlenek. Mivel ES kétdszoval kap-
csolhatok, egyiittes eléfordulasuk valosziniiségét a két esemény valosziniségének a
szorzasaval kapjuk meg: ez a szorzasi szabaly. Ha VAGY kot6szo6 illeszthet6 a két
esemény leirasa kozé — pl. a beteg gyermek fiti vagy lany —, akkor egymast kol-
csondsen kizard eseményekrdl beszelink, és egyiittes valoszinliségiiket az dssze-
adasi szabaly alapjan szamoljuk: Osszeadjuk — itt 1/2 + 1/2=1.) Ritka allélok
esetén gyakran egyetlen érintett személy talalhaté a csaladban, ha mégis lenne
masik, akkor az altalaban a testvérei kozott talalhatod (3-5. abra). A beteg személy
egészséges testvérei ilyenkor 2/3 eséllyel heterozigotak, hiszen két heterozigota
egészséges sziilo utddai kozott 1:2 aranyban talalunk homozigdta dominansokat és
heterozigotakat (1. fentebb, mendeli monohibrid keresztezés F2 generacid geno-
tipus aranyai).

Autoszomalis recessziven 0roklédik szamos emberi betegség (kb. 1700), tobb
mint 15%-a ezeknek enzim-hiba (enzimopathia). igy 6roklédik tobbek kozt a
fenilketoniria (PKU). A betegség klasszikus formajat a fenilalanin-hidroxilaz
(PAH) génjének mutacidja okozza (a nem klasszikus formakban az enzim kofak-
tora, a tetrahidrobiopterin nem reciklizalodik, vagy nem szintetizalodik). Az enzim

V' L.a labjegyzetet a 46. oldalon.
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atalakitja a fenilalanint tirozinna, ez PKU-ban nem torténik meg, hanem a fenil-
alanin alternativ utvonalon fenilpiroszéldsavva, illetve egyéb fenilketonokka ala-
kul, melyek karositjak (foként) a fejlédé agyat, mentélis retardaciét okozva. Ujszii-
16tt korban (els6 héten, mar az anyatejes taplalas megkezdése utan) szirik a fenil-
alanin plazmaszintet'®. Ha PKU 4ll fenn (magas a fenilalanin plazmaszintje), akkor
fenilalanin szegény diétat kell fenntartani élethosszig (ndknek mindenképpen, mi-
vel a fenilpirosz6ldsav a placentan is atjut, és a PKU-s anya nem PKU-s magzatat
is karositja). A nem klasszikus formak nem reagalnak a diétara. A tirozin a pig-
mentek szintézisének kiindulopontja, ha az utvonal valamely enzime nem miikd-
dik, albinizmus alakul ki, ami szintén autoszomalis recessziven o6roklodik. A
PKU-s betegek nem albinok (legfeljebb szokék, kék szemiiek), mivel a taplalékkal
vesznek magukhoz tirozint.

= oo
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3-5. abra
Autoszomalis recessziv 6roklésmenet tipikus megjelenése csaladfan

Jellemz6 a generacidugras, valamelyik (t6bb) generacidoban nincs érintett
személy. A betegség (vagy mas jelleg) altalaban két egészséges sziilo
utddai kozott jelenik meg, akik egyforma valoszintiséggel lehetnek fiuk
vagy lanyok. Itt I1I/6 és II/7 egyarant heterozigota kell legyen, mivel két
gyermekiik (egy leany és egy fin) is homozigdta recessziv genotipust.

AR 06roklodést mutat a cisztikus fibrozis (cisztas fibrozis, fibrosis cystica, CF)
is (bar a heterozigotak nem teljesen tiinetmentesek). A betegség oka egy mutans
klorid csatorna (cisztikus fibrozis transzmembran konduktancia regulator — cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator — CFTR), mely egyéb transzport ut-
vonalak szabalyozasaban is részt vesz. A tlinetek az exokrin mirigyek (kiilso-
clvalasztasi mirigyek: termékiiket nem a vérbe iritik, hanem a bérre, bélbe,
Iégutakba stb.) csokkent klorid- és natriumion visszaszivasara vezethetok vissza. A
mirigyek kivezeto csoveit stirti valadék tomiti el, amire az emésztdrendszer zavarai
vezethetOk vissza, illetve stiri valadék halmozodik fel az alsé 1égutakban, ami a

'8 A sziirés Guthrie-teszttel torténhet: fenilalanin-igényes (Phe auxotrof, 1. 6. fejezet) bakté-
riumok csak akkor ndnek a tesztpapir koriil a minimal taptalajon, ha az 0jsziilott sarkabol
vett vérben magas volt a fenilalanin szint; ill. Gjabban GC-MS-sel (gazkromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometria), MS/MS-sel (tandem tomegspektrometria), HPLC-vel (ma-
gas nyomadsu folyadékkromatografia) amikoris tobb anyagcsere problémara is tudnak sziirni
egyszerre.
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1égzorendszer sulyos mikoddési zavarait okozza (kronikus kohogés, elégtelen 1ég-
zés, fogékonysag fertézésekre)'”. A legtobb férfibeteg steril az ondovezeték vele-
szilletett kétoldali hidnya miatt, és az érintett ndk termékenysége is csokkent, egy
résziik meddé a siirii méhnyaki nyak miatt. A veriték és a nyal extrém sétartalmu.
A kaukazusi®® nagyrasszban rengeteg kiilonféle mutans allélt talalunk elég nagy
gyakorisaggal (multiplex allélia, a betegek altalaban compound heterozigotak),
valdszintileg a heterozigotak kevésbé fogékonyak kolerara, ami gyakori betegség
volt régen Eurdpaban (heterozigéta elény; a Vibrio cholerae baktérium toxinja
fokozott vizvesztést okoz a CFTR attételes aktivalasaval, ami fokozott klorid- és
natriumion szekrécidval jar, ez a mutans CFTR esetén nem lehetséges).

Szintén autoszomalis recessziven 6roklddik a sarlosejtes anémia (vérszegénység, 1. 4.
fejezet). A B-globin génjének 6. kodonjaban jon 1étre egy mutacio (HbS allél), ami miatt a
6. aminosav glutaminsav helyett valin lesz. A B-globin a hemoglobin egyik alkotdja (ez 2 a-
¢és 2 B-globin polipeptidlancbdl all, valamint négy hembdl — vas tartalmu prosztetikus cso-
portbol), mely a vordsvértestekben a gazok (O,, CO,, NO) egy részének szallitasaért fele-
16s, vagyis itt sem enzim gténjének mutdcidja okozza a betegséget. Ez a B-globin rendel-
lenes szerkezetét eredményezi, ami egyebek mellett a vvt-k megrovidiilt életidejéhez, és
ezek miatt — valamint a rugalmatlan sarlosejtek kapillarisokat elzard hatdsa miatt — a
szovetek elégtelen oxigén ellatottsagahoz vezet. Homozigéta formaban gyakorlatilag leta-
lis; a heterozigotak egészségesek, de vvt-ik sarlo alakuva valhatnak extrém alacsony oxigén
koncentracid esetén, emiatt kodomindnsnak is tekinthet6 a HbS és a normal allél. Szintén
emiatt a heterozigotak kevésbé fogékonyak a malaridra, mert a parazita (Plasmodium
falciparum vagy Plasmodium vivax) nem képes tilélni az igy atalakuld és hamar szétesd
vvt-kben (heterozigdta elony).

AR modon 6roklédnek a lizoszémalis tarolasi betegségek is (kivéve a Hunter
kort és a Fabry betegséget, melyek X kromoszomahoz kotott recesszivek): egy li-
zoszomalis enzim defektusa miatt a le nem bontott anyag(ok) felhalmozod/ik/nak
ezekben a sejtorganellumokban és a nem mitkodd képletek a citoplazma egyre
nagyobb hanyadat foglaljak el. A koros kdvetkezmények ott valnak észlelhetové,
amelyik szervben vagy szovetben fontos lenne az adott enzim miikodése. A Tay-
Sachs betegségben a hexdzaminidaz A (génje: HEXA) hianya miatt a kdzponti
idegrendszer sejtjeinek membranjaban nagy mennyiségben talalhaté Gy gangli-
ozid nem bomlik le, ez okozza a mar csecsemdkorban megnyilvanul6 és hamar
halalhoz vezeto tiineteket: stlyos értelmi visszamaradast, vaksagot, siiketséget.

Autoszomalis domindans (AD) oroklodés: A fentiekben attekintett recessziv
rendellenességek vad tipust, normal, egészséges megfeleléi — értelemszeriien —
dominansak. Ha autoszomalis dominans jellegekrdl, rendellenességekrdol beszé-

" A tiinetek sulyossaga acetilcisztein adagoldsaval enyhithetd.

%" A kaukazoid (europid) nagyrassz elnevezése a korabban feltételezett szarmazasi helyre, a
Kaukazus vidékére utal. Jellemz6 a vilagos borszin, ami a kevés napfény mellett sziikséges
a D-vitamin el6allitasdhoz, az erds arcszérzet, magas homlok, vékony orr. Indiatél Kozép-
Azsian 4t Eurdpaig talaljuk meg az ide tartozé (al)rasszokat.
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liink, azok parjai, normal megfeleldi recessziv bélyegek. A leggyakoribb az az eset,
amelyben az egyik sziilé egészséges, homozigdta recessziv (dd) genotipust, a
masik pedig heterozigéta, ilyenkor a gyerekek fele egészséges, fele heterozigota
¢érintett. Az orvosi gyakorlatban nagyon ritkan taldlkozni homozigéta dominans
genotipustl egyénekkel, mert a hazassagok, melyek esetén ilyen gyerekek sziilet-
hetnének, meglehetdsen ritkak. Ehhez mindkét sziilének jelleghordozonak kell
lennie (ha D a dominans €s d a recessziv allél, akkor a kdvetkezd hazassagokbol
sziilethet homozigdta dominans utdd: Dd x Dd, 1/4 valoszintiséggel; DD x Dd, 1/2
eséllyel; DD x DD, 100% bizonyossaggal)*'. Ha csak az egyik sziilé érintett, a
masik, egészséges sziild gamétdjaban 0j mutacionak kell keletkeznie, ami rend-
kiviil kis valosziniségii. Sokszor a homozigota dominans genotipusu egyedek
olyan stlyos tiinetektél szenvednek, hogy utdoduk nem is lehet, vagyis igazi je-
lent6sége csak két heterozigota hazassaganak van. Ilyenkor a gyerekek 1/4-e DD,
1/2-e Dd, 1/4-e dd genotipusu, vagyis 3/4-iik mutat a sziilokhoz hasonld (esetleg a
beteg gyerckek 1/3-at képvisel6 homozigota dominans utdédok sulyosabb) tiinete-
ket'. Ha egy csaladban felbukkan egy ilyen rendellenesség, az altalaban nem egy
egyént, hanem a csalad egész agat érintheti, nemzedékkihagyas nélkiil, akar gene-
raciokon at (3-6. abra).
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3-6. dbra
Autoszomalis dominans 6roklésmenetili rendellenességek megjelenése csaladfakon

A. Egy teljes penetranciaju jelleg (Huntington kor) 6roklddése. Minden allélhordo-
zoban megjelenik a rendellenesség. Beteg gyermeke csak olyan sziiloknek van,
akik koziil legalabb az egyik szintén beteg. Férfiak és nék egyenld eséllyel lehet-
nek érintettek. B. Akondroplasztikus torpeség, egy inkomplett dominanciaju (sze-
midominans — mivel homozigota formaban letalis, vagyis sulyosabb tiineteket
okoz, mint heterozigotakban) jelleg 6roklédése. FGFR3 gén (fibroblast growth fac-
tor receptor 3) mutacidja okozza, a csoves csontok novekedése szenved zavart. Az
I. generacioban a hazasparok tagjai tiinetmentesek, mindkét esetben {1j mutaciéd ko-
vetkeztében jelenhetett meg a rendellenesség (mivel az akondroplazia teljes penet-
rancigju). A II/1, 1I/2 és III/1 heterozigota akondroplazias torpe. A III/3 koran
elhalalozott, minden bizonnyal a homozigota dominans genotipusa altal okozott
sulyos rendellenességek miatt.

*! Tegyiik hozza megfontolasainkhoz, hogy egy bizonyos érokletes betegségben szenvedSk
nem szivesen valasztanak sorstarsaik koziil part maguknak, alkalmasint éppen a leendd
gyermekeik veszélyeztetettsége miatt.
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Kb. 2200 autoszémalis dominansan 6roklodo koros jelleg ismert. Gyakran az
idegrendszer (Huntington kor) vagy a csontvaz érintett (akondroplasztikus torpe-
ség, 1. 3-6. abra). Altalaban a mutéans allélok gyakorisaga alacsony, ezért a betegek
nagy valosziniiséggel heterozigotak. A Huntington kor vagy Huntington chorea
(chorea: vitustanc) a huntingtin fehérje mutacidja miatt alakul ki, mely génatiras
sejtekben, az idegsejtekben lerakodva id6s(ebb) korban (35-50 év) kialakul6 neuro-
degeneraciét okoz, mely személyiségvaltozasokkal, akaratlan izommozgassal,
rangatdzassal jar, és 10-15 évvel a tiinetek megjelente utan halalhoz vezet. A kés6i
manifesztacios ¢életkor miatt a betegek tovabborokithetik a mutans allélt.

Szintén AD 06roklédésti a familiaris hiperkoleszterinémia. A vizben (tehat a
vérplazmaban sem) oldodo lipidek szallitasat a vérben lipoprotein részecskék vég-
zik, melyek fehérjerészeit (apolipoprotein) ismerik fel és kotik meg a kiilonb6zo
sejtek felszinén talalhatd receptorok. Az LDL (low density — alacsony denzitast
lipoprotein) részecske a majban szintetizalodik, és a sejtekhez lipideket (kolesz-
terint) szallit. Az LDL receptorok kdtik meg, azutan receptor-medialt (-kozvetitett)
endocitozissal kerlil be a sejtekbe. Ha a receptor nem elégséges mennyiségben
szintetizalodik, vagy nem képes kotni az LDL-t, esetleg nem képes internalizalodni
(bekeriilni a sejtbe) vagy éppen beépiilni illetve visszakeriilni a sejtmembranba,
akkor az LDL-t a sejtek nem veszik fel elégséges mennyiségben, és a szallitott
koleszterin lerakodik az érfalakban (borben, inakban, érhartyaban, szaruhartyaban,
egyéb helyeken), stlyos érelmeszesedést, majd érelzarodast és igy (sziv-, agyi-
vagy egyéb) infarktust okoz. Homozigdta formaban hamarabb megjelennek a
tiinetek, akar mar gyermekkorban is.

fgy oroklédik még a neurofibromatézis (1. a megelézéekben), a brachydac-
tylia (rovidujjisag, melyet részleges vagy teljes ujjperchidny okoz), mindketto
valtozo expresszivitast mutatd korkép, illetve az Alzheimer kérnak is van AD
modon 6rokl6do6 valtozata.

X-hez kotott recessziv (XR) oroklodés: Egy X-hez kotott recessziv mutacio
fenotipusosan minden, az allélt 6roklé hemizigota férfiban kifejezddik, de ndk ese-
tében altalaban™ csak azokban, akik homozigdtak a mutans allélra. Eppen ezért, az
X-hez kotott recessziv rendellenességek altalaban férfiakban jelennek meg, és rit-
kabban nékben. Mivel a férfiak egy, a nok pedig két X-kromoszoémaval rendelkez-
nek, ezért a férfiakban két, a nokben harom lehetséges genotipus alakulhat ki egy
X-kromoszomalis lokuszon elhelyezkedé mutans allél tekintetében. Egy férfi, aki
egy mutans alléllal rendelkezik egy bizonyos X-en lokalizalt lokuszon, hemizigéta
erre az allélra, mig a nék lehetnek homozigotak mind a mutans, mind a vad tipu-

2 A heterozigota nk tobbnyire egészségesek, de a véletlenszerti X inaktivacié miatt el6-
fordulhat, hogy a betegség szempontjabol fontos sejtek nagyobb részében a normal allélt
hordozé X heterokromatizalddik. A tiinetek stilyossaga attdl fiigg, hogy az adott sejtek hany
%-aban marad aktiv a mutans allélt hordozé kromoszoma.
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sura, és lehetnek heterozigotak is. A hemofilia A klasszikus X-hez kotott recessziv
betegség. Az ebben szenveddk vére nem alvad meg vagy csak nagy késlekedéssel a
VllI-as véralvadasi faktor hibaja (hianya) miatt, mely fontos eleme a véralvadasi
kaszkadnak. Vagyis, ha a VIlI-as véralvadasi faktor vad tipusu alléljat X.val jelol-
jik, a hemofilia A kialakulasaért felelés mutans allélt pedig X" -val, akkor a férfiak
genotipusai €s a genotipusokhoz tartozo fenotipusai a kovetkezok lehetnek: hemizi-
gbta Xt , egészséges; hemizigbta Xt , hemofilia A-ban szenvedd. A ndk genotipusai
¢és a kialakulo fenotipusok a kovetkezOk lehetnek: homozigdta Xyt egészséges;
heterozigota XX egészséges™; homozigota X"X" hemofilia A-ban szenved.

Ha egy hemofilias férfi parja nem hemofilids, és nem is hordoz6, akkor minden
gyermekiik egészséges lesz, mivel a fiuk az apatdl az Y kromoszomat kapjak, any-
juktol pedig egy vad tipusu allélt hordozo X kromoszomat. A lanyok mind hordo-
z60k lesznek, hiszen mindkét sziil6jiiktdl X-et kapnak, és az apa X kromoszomajan
rajta van a hibas allél. Ha egy ilyen hordozd né férje egészséges, akkor lanyaik
mind egészségesek lesznek (az apai vad tipusi dominans allél miatt), de varhatéan
50%-uk hordozd. A fiuk 50%-a egészséges lesz, a masik 50%-a pedig vérzékeny,
vagyis a hemofilias nagyapa betegsége nem jelenik meg a gyerekeiben, de minden
fitunokaja, aki valamelyik lanya gyermeke, 50% eséllyel lesz hemofilias. A fiaitol
szarmaz6 unokai mind egészségesek lesznek. Az is lathato, hogy egy hordozé né
lanyanak 50% esélye van arra, hogy 0 is hordozo6 legyen. Elofordulhat, hogy egy
X-hez kotott recessziv allél generaciokon keresztiil megbujva adodik tovabb hordo-
z6 ndék soran at, mig megjelenik egy beteg férfi utoédban (1. 3-7. abra).

Hemofilias férfi x normal nd: XY x X"XH .

XXt
Xt XEXY | XEXY | Lanyok: mind hordozo.
Y | XUY | XYY | Fitk: mind egészséges.

Egészséges férfi x hordozo né: XY x X" X™:

Xtx
X XEXH | XHXT | Lanyok: 1/2 homozigéta normal, 1/2 hordozo.
Y | XY | X'"Y | Fiuk: 1/2 egészséges, 1/2 hemofilias.

El6fordulhat az is hogy egy beteg férfinak és egy ugyanazon lokuszon mutans
allélt hordozo heterozigota ndnek homozigota recessziv beteg lanya sziiletik:

¥ Tlletve esetiikben jelentkezhet megnyult véralvadasi id6 (pl. hosszabb menstruacio), ha a
majsejtek (a véralvadasi faktorok szintézisének helye) nagyobb részében a mutans allélt
hordozé kromoszéma marad aktiv.
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Erintett férfi x hordozé né: XY x Xtxh :

Xt ox
XM XHXP | XX | Lanyok: 1/2 hordozo, 1/2 érintett.
Y | XUY | XPY | Fiuk: 1/2 egészséges, 1/2 érintett.

A legtobb X-hez kotott recessziv allél tul ritka ahhoz, hogy bekovetkezzék egy
ilyen eset, hacsak a sziilok nem rokonok (3-7. abra, B panel), de az elméleti esély
fennall.

A 3-7. abra B paneljan hivatkozott vords-zold szintévesztést szokas igy, 0ssze-
vontan emlegetni, de ez valojaban tobb rendellenesség neve is lehet. (A szinvaksag
megnevezés alkalmazasa pedig helytelen, mivel a valodi szinvaksag [= tritanopia]
rendkiviil ritka, kivételes, és nem X-hez kotott rendellenesség.) A szinlatashoz
sziikséges harom latopigment (a foként zold [deutan] és a foként vords [protan,
valdjaban sarga tartomanyban van az elnyelési maximuma] fény hullimhosszara
érzékenyek) génjei koziil ketté az X kromoszoman talalhato, egymas kozelében.
Ha valamelyik pigment hianyzik, akkor deuteranopiardl (,,z0ld vaksag”) illetve
protanopiarol (,,vords vaksag”) beszéliink (dikromazia, ,.két szint latas™), az €rintett
személyek habar kissé eltéré arnyalatok formajaban, de 1ényegében kék, sarga és
barna szineket érzékelnek csak. Ha a pigmentek termelédnek, de az altaluk érzékelt
spektrum eltolodott a deutan esetében a voros, illetve a protan esetében a zold tar-
tomany felé, akkor csokken a zold és a vords szin kozotti kiilonbségtétel lehetd-
sége, bar érzékelésiik képessége megmarad, ilyenkor anomalias trikromaziarol be-
sz¢liink (deuteranomalia illetve protanomalia, a klasszikus szintévesztés tipusok).

o O © H® o []
o R
v [3] @ ] ® v

3-7. abra
X-hez kotott recessziv jellegek 6roklédése

A. Hemofilia A. B. Voros-zold szintévesztés, rokonok hazassagabol szii-
leté homozigota recessziv lannyal (IV/3). Az 6roklédésre jellemzo a ge-
neraciougras, amikor is egy generacioban nincs fenotipusosan érintett
személy. A betegség altalaban két egészséges sziild utddai kozott jelenik
meg, ilyenkor az anya heterozigota, lanyai mind egészségesek (50%-uk
hordozo lehet), fiai fele érintett, fele egészséges. Az apa sosem orokitheti
a jelleget a fidra, de nagyapa — lanya révén — a fitlunokajara igen.

A hemofilia B (Christmas-betegség) szintén XR modon 6roklédik, de itt a IX-
es véralvadasi faktor mutacioja okozza a tiineteket, vagyis az altalanossagban vett
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hemofiliat tobb gén mutacidja is okozhatja — genetikai heterogenitas jellemzi. (Az
egyéb orokletes vérzészavarok autoszomalis meghatarozottsaguak.)

A Duchenne-féle és a Becker-féle izomdisztrofia (DMD és BMD) is X-hez
kotott recessziven oroklodik. Mindkét rendellenességnél a disztrofin fehérje génje
mutans, de a Becker-féle izomdisztrofia tiinetei sokkal enyhébbek, az életkilata-
sokat és utodlast nem befolyasolja Iényegesen. A foként a vazizmokban kifejez6dd
(de az idegsejtekben is fontos) disztrofin az izomsejtek membranjanak belsé ol-
dalan helyezkedik el, és szamos mas fehérjéhez kapcsolodik. A DMD betegek ese-
tén a disztrofin hidnya miatt a sejtmembran stabilitasa szdmottevoen csokken. Az
izomszovet fokozatosan gyengiil, sorvad, helyét koto- és zsirszovet veszi at. A
jaras kacsazo, a testtartds gornyedt, a betegek 9-10 éves korukra jarasképtelenné
valnak, szivmiikodési zavarok 1épnek fel, valamint a rekeszizom érintettsége miatt
1égzési elégtelenség. A betegség természete miatt a fiak nem Ordkitik tovabb a
mutans allélt*.

Szintén XR 6roklésmenetet mutat a tesztikularis feminizacio (Morris-szindro-
ma, teljes androgén inszenzitivitasi szindroma, complete androgen insensitivy
syndrome — CAIS), ami az X kromoszoman kodolt androgén receptor hibaja miatt
alakul ki. A kariotipus 46,XY, a fenotipus né, de nincs méh, és a hiively vakon
végzOdik. A kariotipusnak megfeleléen heréket talalunk a hasiiregben, és a tesz-
toszteron szint magas, csak a hormonreceptor, amelynek meg kellene kotnie és el
kellet volna inditania a férfi nemi szervek kialakuldsat, erre nem képes (vagy nincs
is). Az olyan korképeket, amelyekben a kromoszomalis és a gonadalis nem mege-
gyezik, egyediil a genitalis nem kiilonbozik, pszeudohermafroditizmusnak nevez-
ziik.

Ide sorolhaté még — sok egyéb betegség mellett — a favizmus (a gliikkoz-6-
foszfat dehidrogenaz — G6PDH hidnya, 1. 10. fejezet), illetve a fragilis X szind-
roma, ami férfiakban a masodik leggyakoribb oka az 6roklédé mentalis retarda-
cionak (a mutacio miatt a DNS szerkezet kissé torzul, ami metafazis kromoszoéma-
preparatumban az X kromoszoma torését utanozhatja, 1. még a 2. és 8. fejezetben).

X-hez kitott dominans (XD) oroklodés: Egy X-hez kotott jelleget akkor te-
kintiink dominansnak, ha heterozigotakban rendszeresen kifejezédik. Az X-hez ko-
tott dominans oroklésmenet konnyen elkiilonitheté az autoszomalis dominanstol az
apardl fiira valé o6roklédés teljes hianya révén, mivel az apak a fiaikra nem
orokitenek X kromoszomat, csak Y-t. Egy teljes penetrancidju XD jelleg csaladfan
vald azonositasanak legfontosabb elkiilonité jegye, hogy egy érintett férfi minden
lanya érintett, mig fiai koziil egy sem; ha egy lany is egészséges vagy egy fiu is
¢rintett, akkor a jelleg egészen biztosan autoszomalis és nem X-hez kotott. Ha a
jelleg nékon keresztiil 6roklodik, akkor a mintazata semmiben sem tér el az auto-

24

Hogyan maradhat fenn nagyjabol stabil gyakorisaggal a férfi nemben letalis, DMD-t
okozo disztrofin mutacio? Ugy tartjdk, hogy a mutans allélek kb. 1/3-a 0j mutacio eredmé-
nye. Ez azt is jelenti, hogy ez a fatalis betegség csaladi eldzmények nélkiil is megjelenhet.
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szomalis dominans jellegekétdl, hiszen a néknek ugyanigy egy par X kromoszo-
majuk van, mint ahogy autoszomalis kromoszomaik is parokat alkotnak, és egy
heterozigota né minden egyes gyermekének nemt6l fliggetlentil 50% esélye van a

mutans allél 6roklésére (3-8. abra).
11 12 13 14| 15

v

3-8. dbra
X-hez kotott dominans jelleg 6roklédési mintazata csaladfan

Beteg apa 0sszes lanya érintett, mig fiai koziil senki. A jelleghordo-
z6 anyak utddai fele-fele aranyban érintettek illetve egészségesek.

Csak par X-hez kotott rendellenességet osztalyoztak dominansként. Ilyen a hipofoszfa-
témia (D-vitamin-rezisztens angolkor), amelyben a vesetubulusok nem képesek megfele-
16en visszaszivni a filtratumbol a foszfatot. A hibas gén az endopeptidazok olyan csaladjaba
tartozik, melynek tagjai peptid hormonokat aktivalnak vagy degradalnak. Az még nem is-
mert, hogy ez a hibas allél hogyan vezethet a foszfat metabolizmus zavardhoz és angolkoér-
hoz. Mindenesetre a rendellenesség teljesiti az X-hez kotott dominancia feltételeit, mivel a
mutans allél jelenléte esetén mindkét nem érintett, és a szérum foszfatszint a heterozigdta
nékben kevésbé csokkent és az angolkor kevésbé sulyos, mint az érintett hemizigota férfi-
akban. gy 6roklédik az AMELX muticiéja miatt kialakuld amelogenesis imperfecta is
(tobb auto-szomalis gén mutacidja szintén okozhatja — genetikai heterogenitas), mely a fo-
gak zomancat érinti. A betegség {0 tiinetei: a vékony zomancréteg, mely elszinez6dott, kis
gddrocskékkel és barazdakkal a felszinén, érzékeny a fogszuvasodasra €s a hdingadozasra.
Erinti mind a tej-, mind a maradé fogakat.

Y-hoz kotott oroklodés: Mivel Y kromoszoma csak a férfiakban van, ezért az Y-on ta-
lalhato gének altal meghatarozott jellegek férfiagon 6roklédnek. Egy érintett férfi minden
fia és minden fiuagi fitunokaja, fitdédunokaja (és igy tovabb) szintén érintett lesz (3-9. &b-
ra). Igy 6rokldik a sz6rds fiil, az ujjak kozotti redd, valamint természetesen az Y-on talal-
hat6 az SRY lokusz illetve egyeb gének.

L ETY

vl

3-9. dbra
Az Y-hoz kotott 6roklodés mintazata csaladfan
Csak férfiak érintettek, az elso érintett személy minden fitiagi utoda.
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Mitokondrialis 6roklodés

A mitokondriumok (és ndvényekben a plasztiszok) rendelkeznek 6nalld geneti-
kai informacioval. Ezek a sejtorganellumok 6sei valamikori prokaridta sejtek vol-
tak, melyeket Osi eukariotak bekebeleztek, és szimbiozisra 1éptek egymassal. A mi-
tokondriumok (¢és plasztiszok) specializalddtak energiatermelésre (illetve fotoszin-
tézisre, anyagtarolasra), a gazdasejt pedig védelmet és sziikséges anyagokkal valo
ellatast biztosit szamukra. Genomjuk jelentds részét elvesztették (mivel felesle-
gessé valt, illetve szamos gén atkerdilt a sejtmagba), de 6nalldan replikalodnak, és
0nallo fehérjeszintézisre képesek. Egy sejten beliil szamos mitokondrium talalhato
(egy majsejtben példaul tobb ezer), melyek genetikai anyaga megegyezhet teljesen
(homoplazmia), de eléfordulhatnak mutans mitokondriumok is kozottiik (hetero-
plazmia).

A zigdta minden mitokondriuma a petesejtbdl (tehat az anyatol) szarmazik, a
himivarsejt mitokondriumai nem keriilnek be a megtermékenyitéskor, vagyis em-
berben a mitokondrialis gének anyai (maternalis) 6roklodést mutatnak, nem men-
deli médon 6roklédnek (3-10. abra). (Ez nem minden fajnal van igy, ezért szokas
extrakromoszomalis, extranuklearis 6roklédésr6l beszélni, melybe természete-
sen beletartozik a plasztiszok 6roklodése is.) Ha egy né homoplazmias egy mito-
kondrialis mutaciora, akkor az 0sszes gyermeke orokli ezt a mutaciot, mig ha egy
férfi homoplazmias egy mtDNS mutaciora, akkor egy gyermeke sem fogja azt 6r6-
kolni. Heteroplazmia esetén a kiilonbdzo sejttipusok (foként a nagy energiaigényti
szerveké: vazizom, szivizom, agy) mutdns mitokondriumainak részaranya hata-
rozza meg a tiinetek sulyossagat. A MERRF szindroma (Myoclonic Epilepsy with
Ragged Red Fibers = rojtos-voros izomrostok — mioklonusos epilepszia; egy lizint
hordoz6 tRNS mutécidja okozza) normal mitokondrium hianyaban letalis, jelen-
1étében a tiinetek: siiketség, faradtsag, epilepszia, akaratlan mozgasok, agyvérzés,
kristalyzarvanyok a szovetekben.

Dﬁi@ DT‘ié
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3-10. abra
Leber-féle optikus neuropatia droklodése

Beteg anyanak az Gsszes gyermeke beteg, mig beteg apa gyermekei
koziil egy sem érintett.

Betegség gének azonositasa, emberi jellegek oroklottségének meg-
hatarozasa

A betegség gének azonositasara két modszert alkalmazhatunk. Az elsd, a kap-
csoltsagi analizis csalad-vizsgalatokon alapszik, és annak a kromoszomalis régio-
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nak a behatarolasat célozza, amely a betegség Orokitésében szerepel. A masik, az
asszociacios vizsgalat populacio-alapu, ¢és bizonyos varians(ok) gyakorisaganak
eltéréseit vizsgalja a betegek és az egészséges kontrollok csoportjaiban, ily modon
ez a megkozelités tallép a csaladi esetlegességeken. Ebben a jegyzetben nem fog-
lalkozunk részletesebben ezekkel a modszerekkel.

Ahogy lattuk, az egygénes jellegek (tobbnyire) jol azonosithatok csaladfak ana-
lizisével. Bonyolultabb a helyzet, ha tobbgénes, illetve multifaktorialis 6roklodést
feltételeziink, ilyenkor monozigdta (identikus, egypetéji, MZ) és dizigdta (kétpeté-
ji, DZ) ikerparok hasonlosaganak (kenkordancia) vagy kiilonbozéségeének (disz-
kordancia, variancia) Osszevetéseébol kovetkeztetiink arra, hogy a jelleg milyen
mértékben meghatarozott genetikailag. A testvéreknél genetikai és kornyezeti vari-
ancia (eltérés) allhat fenn. Ez igaz a dizigéta ikrekre is, mig a monozigéta ikrek
esetében csak a kdrnyezeti variancia okozhat kiilonbséget a fenotipusban. Ez azt je-
lenti, hogy kivonva a kornyezeti eltérés okozta fenotipusos eltérést (monozigota
variancia) a dizigétak mindkét tényezd altal befolyasolt fenotipusos eltérésébol
(dizigota variancia), akkor legalabbis kozelitleg becsiilni tudjuk a fenotipus
kialakitasaban résztvev genetikai komponens mértékét: heritabilitas, oroklottség,
jele . A kovetkezé képlet az egyik, mely a heritabilitas becslésére szolgalhat:

DZ ikerparok varianciaja — MZ ikerparok varianciaja

=

DZ ikerparok varianciaja

Ha egy jelleg variancigjat foleg kornyezeti hatdsok hatarozzak meg, akkor a
dizigéta ikrek variancidja megkozelitdleg megegyezik a monozigota ikrek
variancidjaval, ezért a szamlalo és ennek megfeleléen maga a h’ is 0. Ha a
genotipus hatarozza meg a varianciat akkor a monozigota ikrek varianciaja O és a
W =1.

Eszak-eurépai populdcioban végzett ikervizsgilatokban a testmagassag n ér-
teke 0,6-nak bizonyult, ami arra utal, hogy az emberek testmagassaganak variabi-
litasat foleg génikus tényezok befolyasoljak és kevésbé a kornyezet. Az ember test-
tomeg indexe (BMI, body mass index) esetében a W érétke 0,7 és 0,8 kozott
valtozik, erre a jellegre is erds hatassal van a genotipus.

Az intelligencia szintén multifaktorialis jelleg, 0,5 és 0,8 kdzott mért heritabi-
litassal. Manapsag mérésére leggyakrabban a Stanford-Binet tesztet hasznaljak.
Ennek eredményét 1Q (intelligence quotient, intelligencia hanyados) pontokban ad-
jak meg:

a teszt alapjan megéllapitott szellemi kor

Q = — x 100
valdsagos kor

A képletbdl lathato, hogy egy atlagos értelmi képességii személy 1Q-ja 100, de
az 1Q érték a nevelés, oktatas mindségének megfelelden valtozhat az életkorral. Az
1Q pontok eloszlasa a multifaktorialis meghatarozottsagnak megfeleléen a popula-
cioban folytonos, a normal eloszlashoz hasonlo, de az alacsonyabb IQ pontok tarto-
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manyaban (IQ <60) a tényleges gyakorisag joval meghaladja a vart értékeket.
Csokkent értelmi képességet, sot kifejezett gyengeelméjliséget okozhat a poligénes
génrendszer terheltségétdl vagy stlyosan negativ hatasu kornyezeti artalmaktol
fliggetleniil szamos ismert monolokuszos génikus defektus (PKU, galaktozémia,
Tay-Sachs kor, Lesch-Nyhan szindroma, Huntington chorea, fragilis X szindroma
stb.), kromoszoma rendellenesség (Down kor), beltenyészet eredetii [Q-csdkkenés,
de szamos nem génikus betegség (agyvelogyulladas, agyhartyagyulladas), magzati
fert6zések (mindenekel6tt virusok, mint pl. rubeola, de mas fertézések is, pl. toxo-
plasmosis), kornyezeti fiziko-kémiai artalom, baleset.
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4. fejezet

A vércsoportok oroklodése és a genetikai
polimorfizmusok

A vércsoportrendszerek attekintése

A vércsoportok ismerete az egészségiigyi gyakorlatban elengedhetetlen a meg-
feleld vértranszfuziok (és szervatiiltetések) tervezéséhez, oroklodésiik jellegzetes-
ségeinek megismerése pedig hozzasegitette a tudomanyt a genetikai polimorfizmus
fogalmanak megértéséhez. E fejezetrészben a legismertebb vércsoportrendszerek
(ABO, Rh) fontosabb genetikai jellemzdivel foglalkozunk, valamint emlitést te-
szlink néhany kevésbé kozismert rendszerrdl is.

Az ABO vércsoportrendszer

Azon molekulakat, amelyek a szervezetbe keriilve immunvalaszt valthatnak ki,
antigénnek nevezziik. Antigén-determinans vagy epitép néven ismerjiik e mole-
kulak azon részét, ahova az elleniik termelt antitest kotddik. (L. még 7. fejezet.)

A vératdmlesztés kapcsan szamos antigénnel kell szamolnunk, amelyek a vo-
rosvérsejtek felszinén talalhatok. Ahogy fent utaltunk ra, ezek barmelyike klinikai
jelentéséggel birhat, am a legismertebbek az AB0O vércsoportrendszer antigénjei:
a sejtmembran lipidjeihez kapcsolodoé oligoszacharidok. 5 monoszacharid egység
alkotja az Gn. H antigént. A 0 vércsoporti® egyénekben csak ezt talalhatjuk meg.
Ha ehhez a H antigénhez (mas néven H anyaghoz) N-acetil-galaktozamin kap-
csolodik 6. monoszacharidként, akkor A antigénrol, ha pedig galakt6z, akkor B
antigénrol beszéliink (4-1. abra). Az A vércsoport azt jelenti, hogy az egyén
vorosvérsejtjeinek felszinén csak A antigének talalhatok, a B vércsoport pedig ér-
telemszertien azt, hogy kizarolag B antigének. Az AB vércsoporti egyének eseté-
ben ugyanakkor mind az A, mind a B antigént megtalaljuk. Osszesen tehat négy-
fajta fenotipust kiilonboztetliink meg az ABO vércsoportrendszer kapcsan.

A négyfajta vércsoportot egyazon lokusz 3 {6 allélja hatarozza meg. (Ezért az
ABO vércsoportrendszer a genetikai polimorfizmus klasszikus human példaja — a
fogalom értelmezését illetden a megfeleld alfejezetre utalunk az aldbbiakban.) E

2 A felfedezé Landsteiner eredeti megjelolése szerint: sem A, sem B, tehat nulla.
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harom allél az IA, Peésazi (mas jeldlésben L ). Ezek egy enzim kiilonbozé valto-
zatait kodoljak, mégpedig azét a transzferazét, amely a H anyaghoz hozzakapcsolja
a végallo monoszacharidot, igy meghatarozza a vércsoport-antigént. (Fontos tehat,
hogy az ABO lokusz nem a ,,vércsoportot kodolja”, hanem az azt meghatarozo en-
zimet!)

Az I* és 1P allélok miikodéképes enzimvaltozatokat hoznak 1étre, amelyek csak
a specificitasukban mutatnak eltérést: az [*-nak megfeleld enzim N-acetil-galak-
tozamint, mig az 1B altal kodolt valtozat galaktozt hasznal szubsztratként. Az i allél
viszont mikodésképtelen enzimet hatdroz meg, amely nem modositja tovabb a H
anyagot. Minden diploid ¢l6lény két kopiat hordoz egy-egy génre nézve, igy az
ABO lokusz 6sszesen haromféle allélja koziil legfeljebb kettd lehet jelen a szerve-
zetben. Ha a két kopia egyike miikodé enzimet kodol, az akkor is bet6lti feladatat,
ha a masik kopiarol képz6do enzim funkcidoképtelen (vagy nem is jon létre). Ennek
koszonhetd, hogy az I* és IP allélok domindnsak az i allél felett (egymashoz
képest pedig kodominansként viselkednek).

H anyag

I
ol
|
|
I

Membranlipid

A antigén

Membranlipid

B antigén

4-1. abra
Az ABO vércsoportrendszer antigénjei

A szaggatott vonaltol balra esé oligoszaharid szakaszt H antigénnek ne-
vezziik. A vonaltdl jobbra es6 monoszacharid kapcsolddasa utan alakul
ki az A vagy B antigén. (Kulcs a monoszacharid egységekhez: 1: galak-
toz; 2: glikoéz; 3: fukdz; 4: N-acetil-galaktézamin; 5: N-acetil gliikoz-
amin.)

Enneck megfeleléen a 0 vércsoporti egyének csak homozigotak lehetnek (ii),
mig az AB-sek kizarolag heterozigdtak (IA]B). Homo- és heterozigétakat is talalunk
azonban az A (IAIA vagy IAi) ¢saB (IB I vagy IBi) vércsoportiak kozott.
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Az 1950-es években, Bombayben leirtak egy specialis, igen ritka vércsoportot,
amely hagyomanyos vércsoportvizsgalattal 0-asnak mutatkozott, azonban kidertilt,
hogy ebben a csoportban nem csak a 6. monoszacharid, hanem maga a H anyag is
hianyzik. E tipust a felfedezés helye utan Bombay vércsoportnak nevezték el.

A H antigén létrejottéért nem az ABO lokusz altal kodolt transzferaz, hanem
egy masik enzim felelds, de ahogy az A és B antigének esetében is lattuk, az enzim
egyetlen kopiaja mar elégséges a fenotipus megjelenéséhez. (Ez a jellegzetesség
altalanosnak tekinthet6 a biologiaban: ennek tudhatd be példaul, hogy az enzimhi-
any okozta betegségek tobbnyire recessziv 6roklodést mutatnak. L. a 3. fejezetben.)
Ennek megfeleléen a H anyag megléte dominans a hidnyaval szemben, vagyis a
HH és Hh genotipust egyének rendelkeznek H anyaggal, mig a 4k genotipusuak
nem.

Mivel a Bombay vércsoportiakban hidnyzik a H anyag, hidba van jelen esetleg
mikddéképes transzferaz enzim, az nem tudja létrehozni a 4-1. dbran latott A, ill.
B antigént. Ez tehat a recessziv episztazis egy ismert human példaja (1. a 3. feje-
zetben): a hh genotipusu egyén mindenképpen Bombay vércsoportu lesz, fliggetle-
niil az ABO lokuszon megfigyelhetd genotipustol. (Mivel a klinikumban hasznala-
tos vércsoporttesztek kizarasos alapon 0-as vércsoportinak nyilvanitanak minden
olyan mintat, amelybdl sem A, sem B antigén nem mutathato ki, a gyakorlatban ne-
hézséget okozhat a 0 és a Bombay vércsoport elkiilonitése — pedig ennek komoly
jelentésége van a transzfliziok szempontjabal.)

Tudnunk kell ugyanis, hogy a vérben immunizacié nélkiil is jelen vannak an-
titestek minden olyan ABO antigén ellen, amely nem talalhaté meg a sajat voros-
vérsejtek felszinén™. Ezek az ellenanyagok elpusztitjdk az olyan vvtket, amelyek
hordozzak az idegen antigént (a hagyomanyos vércsoportvizsgalat is ezen az un.
agglutinacion, kicsapason alapul). Ha tehat idegen antigént hordozo sejteket
visziink at a recipiens keringésébe, akkor az antitestek ezek hemolizisét valtjak ki,
¢s a transzfuzié akar végzetes is lehet.

Ennek ko6szonhetd, hogy 0 vércsoportu személy csak 0-as vért kaphat, hiszen mind
anti-A, mind anti-B ellenanyaggal rendelkezik. A vércsoportuak kaphatnak A vagy 0, B
vércsoportuak pedig B vagy 0 csoportba tartozd vért, mig az AB csoportiak esetében
barmilyen vér adasa biztonsagosnak mondhatd, hiszen az & vériikben az ABO-rendszerre
jellemzd antitestek egyike sem talalhaté meg. Fontos azonban, hogy mivel a Bombay vér-
csoportu személyek a H antigénnel sem rendelkeznek, 6k a tobbi vércsoporttdl eltéréen
anti-H antitesteket is termelnek (4-1. tablazat). Ez azt jelenti, hogy amennyiben transzfu-
ziora szorulnak, az komoly kihivas elé allitja az Oket kezeld klinikat, hiszen kizardlag
Bombay vércsoportu vér adhat6 nekik.

A fent leirtakat elolvasva felvetddik a kérdés, hogy vajon a donor vérplazma-
jaban kering6 antitestek miért nem karositjak a recipiens vorosvérsejtjeit. Az esetek

*® Ez nem 6roklétt tulajdonsag, hanem nem pathogen baktériumokkal valé latens fert6zo-

dés(ek) alakitjak ki, mar a korai csecsemdékorban, mely baktériumok sejtfelszini antigén-
mintazata igen erdsen hasonlit az ABO rendszer oligoszaharid antigénjeire.
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tobbségében ezzel azért nem kell szamolnunk, mert manapsag csak egy vorosveér-
sejt-koncentratumot transzfundalnak, az antitesteket tartalmazé plazmat nem?’.
Teljes vér transzfuziot, amely a plazmaval egyiitt torténik, altalaban csak akkor
végeznek, ha a sériilt jelentds mennyiségli vért vesztett egy balesetben. Ilyen ese-
tekben az antitestek valoban veszélyt jelenthetnek a sériilt egyébként is megcsap-
pant létszamu vorosvérsejtjeire, ezért indokolt a csoportazonos vér adésa. (Terve-
zett miitéti beavatkozas esetén ugyancsak csoportazonos vért adnak, sziikség esetén
figyelembe véve a ritka vércsoportokat is, amelyeket az aldbbiakban fogunk ro-
viden bemutatni.)

Fontos megjegyezniink, hogy az ABO rendszer antigénjei nem csat a vvt-k fel-
szinén, hanem mas, szoveti sejteken is kifejezOdnek, igy a sikeres donor-recipiens
parositasban a szervatiltetés szempontjabol is alapveto jelentségliek.

A 4-1. tablazatban az ABO vércsoportrendszer legfontosabb jellemzdit fog-
laltuk Gssze.

4-1. tablazat

Az ABO vércsoportrendszer genetikai és klinikai jellemzoi

Vércsoport AB A B 0 Bomba
AA B
H-I'T H-PIP
Genotipus H-I'P H-ii hh--
vagy vagy
H-I"i H-IPi
Antigének H, A,B H A H,B H -
. . . anti-A, antT-H,
Antitestek - anti-B anti-A . anti-A,
anti-B .
anti-B
A betegnek
i AB,A,B
 adhat6 it A, 0 B, 0 Bombay
vércsoportok 0 0
(vorosvérsejtek)

7 Abbol kiilonféle vérkészitményeket allitanak eld, amelyek adand6 alkalommal Agyszin-
tén életmentdk. P1. VIII-as véralvadasi faktor hemofilia A-ban szenveddk szamara.

72




Az Rh vércsoportrendszer

1940-ben Landsteiner és Wiener elvégeztek egy kisérletet, amelyben a Macacus rhesus
majom vorosvérsejtjeivel immunizalt nyulak vérszérumat keverték el emberi vérmintakkal,
¢és azt tapasztaltdk, hogy a vizsgalt személyek 85%-anak esetében a human sejteket is ag-
glutindlta a szérum. Ez azt jelenti, hogy az emberi populacié nagy része rendelkezik egy
olyan antigénnel, amely a majomban is megtalalhat6: ezt rhesus (Rh) faktornak nevezték
el.

Azon egyéneket, akiknek vérében jelen van a rhesus faktor, Rh-pozitivoknak
(Rh"), a tébbieket pedig Rh-negativoknak (Rh") nevezziik. E jegyzet keretei kdzott
csak a leger6sebb immunogenitasi Rh-antigénnel foglalkozunk, amelyet D-vel je-
161 az irodalom. Ennek a legnagyobb a klinikai jelentdsége. (A tobbi Rh-antigént, a
C, ¢, E és e jelolést fehérjéket egy masik lokusz kodolja.)

A D antigén megléte dominans 6roklodési tulajdonsag, vagyis a DD és Dd
genotipust egyének Rh-pozitivok, mig a dd genotipusiak Rh-negativok. Azzal el-
lentétben, amit az ABO vércsoportnal lattunk, a D gén terméke nem enzim, hanem
maga az antigenitasért felelds fehérje. A masik fontos kiilonbség, hogy az anti-D
ellenanyag az Rh™ vércsoportiak esetében nincs jelen a korai csecsemdkortdl, ha-
nem csak akkor kezd termelddni, ha Rh™ vorosvérsejtek jutnak a keringésbe, igy
megtorténik az immunizacio. Ez azt jelenti, hogy az Rh™ férfiak és a menopauzan
atesett ndk egy alkalommal (legalabbis elméletben) kaphatnak Rh" transzfliziot, a
masodik ilyen transzfuizié azonban mar életveszélyes hemolizissel jarna a keringés-
ben jelen 1év6 antitestek miatt.

Magyarazatra szorul, hogy a fogamzoképes koru nék miért nem kaphatnak vért
Rh" donortdl egyetlen alkalommal sem. Ennek okat az Rh-inkompatibilis terhes-
ségben talaljuk. Ilyen helyzet akkor 4ll 16, ha egy Rh™ nd Rh” magzatot hord (tehat
a magzat D allélt 6rokolt az apatol). A vér-placenta gat elvileg megakadalyozza az
anyai és a magzati vér keveredését, am sziilés (ill. vetélés vagy miivi terhesség-
megszakitas) kapcsan ez mégis megtorténik, és az anya immunrendszere felismeri
az esetleges idegen antigént a magzati sejtek felszinén. Ez azt jelenti, hogy az elsé
inkompatibilis terhesség alatt a magzat biztonsagban van, hiszen az anya még nem
immunizalodott az Rh-antigénnel, igy nem termel anti-D antitesteket. Am a sziilés
id6pontjatol, vagyis minden tovabbi terhesség soran mar kezdettdl fogva jelen lesz-
nek az anyai antitestek, amelyek atjutnak a vér-placenta gaton és sulyos, akar élet-
veszélyes hemolizist valtanak ki a magzatban.

Ennek megel6zésére minden olyan terhesség esetében, amely vizsgélattal Rh-
inkompatibilisnek bizonyul, a sziilés (vagy terhességet befejezé miitét) idépontja
koriil nagy mennyiségli anti-D antitestet juttatnak az anya szervezetébe. Ezek gyor-
san kotddnek az anyai keringésbe bejutd magzati antigénekhez, és elfedik azokat,
miel6tt az anya immunrendszere felismerné Oket, ezaltal a kovetkezO terhesség is
biztonsagossa tehetd.
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Egyéb vércsoportrendszerek

A fent emlitett rendszereken kiviil még szdmos ritkabb vércsoportrendszert is-
meriink. Ezek olyan sejtfelszini antigéneket irnak le, amelyek ugyan kevésbé im-
munogének, ezaltal kisebb valoszinliséggel okoznak problémat vératomlesztés
vagy terhesség kapcsan, de ha a beteg ritka vércsoporttal rendelkezik, amely nem
kompatibilis a — tobbszor is — kapott vérrel, akkor tobb transzfuzid utan mar mutat-
hatja a hemolizis jeleit. Még inkabb igaz ez tobbszords terhesség utan, ahol is na-
gyobb a valoszinlisége ismételten azonos, az apatdl 6rokolt magzati antigén jelen-
1étének.

E vércsoportok elnevezése legtobbszor azon beteg csaladnevébdl szarmazik,
akinek esetével kapcsolatban eldszor irtak le az adott vércsoportot (pl. Kell, Dufty,
Auberger stb.).

Klasszikus és molekularis polimorfizmusok

Ahogy a fenti, megfeleld alfejezetben utaltunk ra, a megismert vércsoportrend-
szerek koziil az ABO a klasszikus genetikai polimorfizmus jol ismert human pél-
daja. A genetikai polimorfizmust nem szabad 0sszekeverniink a hagyomanyos poli-
morfizmussal, amely ,,sokalakusag”-ként fordithaté le. A genetikaban olyan
lokuszokat neveziink polimorfnak, amelyek 2-nél tobb alléllal rendelkeznek, és
ezen allélok gyakorisaga meghaladja az 1%-ot a populacioban®. (Amennyiben
egy adott allél gyakorisaga 1%-nal alacsonyabb, akkor nem polimorfizmusrol,
hanem mutans allélrol beszéliink. Lényegében tehat a polimorfizmus nem mas,
mint egy olyan mutacio, amely elterjedt egy adott populacidban.)

A Kklasszikus polimorfizmus azt jelenti, hogy a 2-nél t6bb allél a fenotipusban
is megfigyelhetd kiilonbséget okoz (ahogy az ABO vércsoportrendszer esetében
lattuk), mig a molekularis polimorfizmus egy bizonyos DNS szekvencia eltérésére
utal. (Molekularis polimorfizmusok esetében is az allél szot hasznalja az irodalom
annak ellenére, hogy az esetek tobbségében nem génrdl, hanem olyan DNS sza-
kaszrol van szd, amely nem kodol fehérjét vagy RNS-t.)

Egyre tobb enzimrol deriil ki — napjainkban is — a nagyfoku polimorfia. Kie-
melt klinikai jelent6sége van pl. a CYP enzimek sokalakisaganak, 1. 10. fejezet.

E bevezet6 utan tekintsiink at néhany konkrét polimorfizmus-fajtat, természe-
tesen csak azok legfontosabb jellemzoire szoritkozva.

A £6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC)

Ahogy a neve is mutatja, a f6 hisztokompatibilitasi komplex (angol kifejezés-
sel major histocompatibility complex vagy MHC) arra az antigéncsoportra utal,
amely meghatarozza, hogy egy transzplantacio (leggyakrabban veseatiiltetés) eseté-

% Kissé eltér ettél a képtél az SNP-kre vonatkozé felfogas, amint azt a név is mutatja:

single nucleotide polymorphism; itt mar két valtozatot is polimorfnak emlitenek. (L. alabb.)
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ben a donorbdl szarmazo szerv ,kompatibilis”-e a recipiens szervezetével, mas
szoval nem 1ép-e fel immunvalasz az un. graft-tal (atiiltetett szervvel) szemben®.

Az MHC-t az ember esetében leginkabb HLA-nak (human leukocyte antigen)
nevezziik, és a 6-os kromoszoman talaljuk azon — szorosan kapcsolt — géneket,
amelyek az antigénként viselked6 sejtfelszini glikoproteineket kodoljak. Két f6 an-
tigéncsoportot kell megemliteniink: az MHC 1. osztalyt, amelybe a HLA-A, HLA-
B és HLA-C lokuszok tartoznak (ezek valamennyi maggal rendelkezd sejtiink
felszinén kifejez6dnek), valamint az MHC II. osztalyt, amely a HLA-DP, HLA-DQ
¢s HLA-DR lokuszokat foglalja magéaban (ezeket csak a makrofagok és a limfoci-
tak expresszaljak).

A HLA antigének legfontosabb feladata az, hogy az immunrendszer szamara
elkiilonithetévé tegyék a sajat és az idegen sejteket: ha a sejtfelszini antigénmin-
tazat eltér a sajattol, akkor a citotoxikus T-sejtek miikodésbe 1épnek, és elpusztitjak
azt a sejtet. E mechanizmus feltétele, hogy a rendszer egyidejiileg tobb antigént
vizsgaljon, amelyek mindegyike nagyfoka valtozatossagot, polimorfizmust mutat
(akar a 26-féle betlit €s 10-féle szamjegyet hasznalo, tobb elembdl allé azonositd az
utlevélen). E polimorfizmus miatt a fent emlitett HLA lokuszok esetében a meg-
szokottol eltéré modon az egyes allélokat nem betlivel, hanem szammal jeloljiik:
pl. HLA-A3, HLA-B7 stb. Minden fontosabb HLA lokusz tobb szaz alléllal ren-
delkezik a Homo sapiens fajban. Ezek egy része fehérje szinten is elkiilonithetd,
masok csak DNSben detektalhato variansok.

Természetesen valamennyi diploid sejtiinkben lokuszonként 2 allél talalhato,
ezek pedig kiilon-kiilon kialakitjak a rajuk jellemzd antigént, azaz egyik sem
dominans vagy recessziv a masikkal szemben. Ez a kodominancia jelensége.

A rendszer harmadik fontos genetikai jellegzetessége, hogy a lokuszok rend-
kiviil szoros kapesoltsaga miatt a crossing over gyakorlatilag sohasem valasztja
szét Gket, vagyis egy-egy allélsorozat: haplotipus® véltozatlanul jelenik meg a ko-
vetkezd generacioban. Ha pl. a sziilé egyik haplotipusa HLA-A1, B8 (vagyis ezt a
két allélt hordozza az egyik kromoszomajan), a masik pedig HLA-A2, B51, akkor
6 maga fenotipusaban az A1, A2, BS, B51 antigénekkel rendelkezik, am a mendeli
genetikaban latott elvekkel szemben nem 6rokitheti ezek barmely kombinacidjat az
utodjara, csak a két haplotipus egyikét, valtozatlan formaban. Tehat, ha az utdéd az
Al allélt 6rokolte ettdl a sziilotol, akkor biztosan 6rokdlni fogja a B8 allélt is, mig
a B51-et nem.

JOl ismert az orvosi szakirodalomban, hogy bizonyos HLA antigének ossze-
fiiggést mutatnak egyes betegségekkel. A HLA-B27 antigénnel rendelkezdk koc-

A fent emlitettek értelmében az ABO rendszer oligoszaharidjai is transzplantacids antigé-
nek! De ezeket nem soroljuk az MHC-hez. Ha az atiiltetett szervvel szemben immunvéalasz
1ép fel, azt host versus graft reakcidként emlitik. (Ellentéte a graft versus host reakcio.)

" A haplotipus kifejezést egyéb, nevezetesen molekularis (DNS-szekvencia) értelemben is
hasznaljuk, pl. a HapMap meghatarozas az SNP-kel kapcsolatosan. (L. 9. és 12. fejezet.)
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kazata pl. 90-szer magasabb a csigolyak kronikus gyulladasara, a Behtyerev-korra
(spondylitis ankylopoetica) nézve, mint az antigénnel nem rendelkez6ké, vagyis a
relativ kockazat 90°".

SNP (egypontos nukleotid-polimorfizmus)

A Kklasszikus genetikai polimorfizmusok utdn most vizsgaljunk meg néhany
molekularis polimorfizmust!

Az SNP (angol elnevezése single nucleotide polymorphism, a rovidités angol
ejtése: sznip) egyetlen nukleotid cseréjét jelenti a DNS szekvenciajaban; valojaban
tehat csak populacios gyakorisagaban tér el a pontmutaciotol (1asd fent). Az SNP-k
tobbsége a nem kodolod szekvenciakban talalhatd, noha kodolo szakaszokban is ir-
tak le ilyen polimorfizmust; itt azért maradnak meg ritkabban a polimorf allélok,
mert az evolucid altalaban fixalja azt, amely jobban miikodé fehérjét ered-ményez,

Jo példa erre a sarlésejtes anémia. Ezért a betegségért egy A—T tranzicio
felels a 6. aminosavat kodolé tripletben (vagyis lényegében egy SNP**: az A allél
a gyakoribb, és ez eredményezi az egészséges fenotipust, mig a T allél ritka:
inkabb mutansnak mondjuk, ez okozza a sarlosejtes betegséget). Itt azért nem tiint
el a korképért felelés SNP, mert a sarldsejtes jelleg (vagyis a heterozigotasag) vé-
delmet nyujt a malaria korokozdja ellen, amely a vorosvérsejtekben él6skodik (1.
még 3. fejezet). Olyan népességekben tehat, amelyek malariaval sujtott teriileten
¢lnek, a T allél elonyt jelent az A-val szemben.

A szakirodalom beszamol rola, hogy az a genotipus, amit az emberi genomban
talalhato rengeteg SNP allél egyiittese alkot, szamos betegség kialakulasanak valo-
szinliségét befolyasolja kisebb-nagyobb mértékben (ennek okai nagyrészt nem tisz-
tazottak).

A rizikofaktornak tekinthetd és a védo hatasu allélok felderitése segithet megbecsiilni a
kiilonboz6 genotipussal rendelkezd egyének kockéazatat az adott megbetegedésre nézve. E
vizsgalat elnevezése GWAS (genome-wide association study, azaz teljes genom asszo-
ciacios vizsgalat).

RFLP (restrikciés fragmens hossz polimorfizmus)

Az RFLP (restriction fragment length polymorphism), amint a neve is mutatja,
a restrikcios endonukleazokkal nyert fragmentumok hosszanak polimorfizmusat
jelenti. A restrikciés endonuklazok, vagy egyszeriibben restrikcios enzimek alta-

3! Fontos! Nem abszoliit kockazatrél van sz6! A relativ kockazat a rizikotényezével ren-
delkezOk csoportjanak kockéazata osztva a rizikétényezovel nem rendelkez6 csoport kocka-
zataval. A jelenség okat nem ismerjiik, az egyik elmélet szerint kapcsoltsagi viszony allhat
fenn az antigént kddolé HLA lokusz és a betegségért felelds gén kozott.

*? Nincs véglegesen lezart terminologia atekintetben, hogy mi az SNP és mi a mutaci6. Az
egyik — tobbé-kevésbé altalanosan elterjedt — felfogds szerint a pontmutacio (baziscsere, 1.
8. fejezet) gyakorisaga 1%-nal kisebb, az SNP-¢ 1%-nal nagyobb a népességben.
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laban egy 4 vagy 6 nukleotidparbodl allo palindrom® .szakaszt ismernek fel és
hasitanak a DNS-ben (b6vebben lasd a 12. fejezetet).

1. 2. 3.
AGCT AGGT AGCA AGGT AGICT AGIQT
1 1 1 1

! ! |

4-2. abra
Kiilonb6z6 SNP-k hatasa a restrikcios fragmentumok méretére

Az Alul restrikcios endonukleaz az 5'-AGCT-3' szakaszt ismeri fel €s ha-
sitja. (Noha az abran csak a DNS kodolo szalat abrazoltuk, értelemszertien
a 3'-5' szal is hasitasra keriil, mivel az AGCT palindrom szekvencia.) A
vizsgalt szakaszon leggyakrabban egy AGCT felismer6hely talalhatd, vala-
mint egy AGGT szekvencia, amelyet az enzim nem ismer fel — am mindkét
helyet SNP érintheti. Az 1. esetben a mar emlitett, leggyakoribb allélokat
latjuk, mig a 2. esetben a felismerdhelyet eltorolte egy ritkabb SNP allél, a
3. esetben pedig az allél felismerchellyé alakitotta az AGGT szakaszt.

Az eljaras soran a vizsgalni kivant DNS-szakaszt ilyen enzimmel emésztik,
majd a kapott fragmentumokat agardz gélen futtatjak, igy méret szerint elvalaszt-
jak. Akkor beszélink RFLP-rdl, ha nem mindig ugyanolyan méretii fragmentumo-
kat kapunk, hanem megfigyelheté egy bizonyos variacié a kiillonboz6 mintak ese-
tében. Ennek egyik oka az lehet, hogy a felismeréhelyen SNP talalhato (4-2. abra).
Am az RFLP nem pusztan az enzim felismerShelyeinek polimorfizmusat jelentheti.
Az is eltérést okozhat a restrikcios emésztés soran kapott fragmentumok méreté-
ben, ha a két felismerdhely kozotti szakasz hossza valtozik. Ennek oka Iehet pl. de-
lécio, duplikacio, triplet-expanzio vagy szatellita DNS. (Ez utobbirdl az alabbi-
akban szdmolunk be részletesebben, mig a tobbirdl a 8. fejezetben.)

A szatellita DNS

A DNS nem kédolé teriiletein talalhatd, tandem ismétlodé szekvenciakat ne-
vezziik szatellitaknak. (Egy ismétlodés akkor ,.tandem”, ha az ismétlodé szaka-
szok kozvetleniil egymast kovetik, pl. az ATCATCATCATC szekvencia az ATC
triplet 4-szeres tandem ismétlodése.)

A szatellita DNS-nek szamos tipusat kiilonboztetjilk meg aszerint, hogy hany
nukleotid ismétl6désérél van szo, hol taladlhatdo a kromoszéman stb. A mikrosza-

A kétszala DNS palindrom szakaszanak barmelyik szalan 5°-3’ iranyban haladva

ugyanaz a szekvencia olvashato. A kifejezés eredete egy nyelvi jaték: pl. a ,,Géza kék az
€g” barmelyik iranyban olvasva is ugyanazt jelenti.
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tellita, mas néven STR (short tandem repeat) elnevezés egy 2-9 nukleotid hosz-
szusagu szakasz valtozo szamu (akar 100-nal is tobb) ismétlédésére utal. (Ide
tartozik tehat az ATC szekvencia ismétlodése is, amit fent példaként hoztunk.) Ha
az 1smétlédo szakasz hosszabb, 10-60 nukleotidbdl all, akkor miniszatellitarol,
vagy VNTR-16l (variable number tandem repeat) beszEélink.

Mivel mind az STR, mind a VNTR jellemzdje az egyes szekvencidk rendkiviil
valtozd szamu ismétlddése, e lokuszok nagyfoka polimorfizmust mutatnak, hiszen
ha az ismétlédések szama akar csak 1-gyel is eltér, mar egy masik allélrol sz6lunk.
(Megjegyzés: bar a szatellitak nem kodolo szakaszban talalhatok, mégis alkalmaz-
zuk rajuk a ,,lokusz” és ,allél” elnevezéseket.) Az allélok kimutatasa éppen azon
alapszik, hogy a hosszuk eltéré: PCR segitségével felszaporitjuk a szatellitat tar-
talmazd szakaszt, majd agaroz gélen megfuttatva detektaljuk a kiilonb6z6 méretii
PCR termékeket (a PCR moddszertanat illetden a 12. fejezetre hivatkozunk). A leg-
tobb esetben két kiilonb6z6é savot latunk a gélen egy adott személy mintajabol,
hiszen a polimorfizmus miatt nagy a valdszinlisége, hogy az illet6 anyai és apai
kromoszoémaéja eltérd allélt hordoz az adott lokuszra nézve.

Az STR és VNTR lokuszok nagy szdma ¢€s rendkiviili polimorfizmusa idealis
eszkozokké teszi Oket az apasagi és blinligyi személyazonositasban. Ilyenkor egyi-
dejlileg szamos lokuszt vizsgalnak, hogy minimalisra csokkentsék a tévedés lehe-
toségét: a tobb lokuszon azonositott allélparok sorozata az un. DNS-ujjlenyomat.

A képiaszam-polimorfizmus

A genetika egyik régi dogmaja, hogy minden géniinkbol 2 kopia, vagyis allél
talalhato a szomatikus (diploid) sejtjeinkben: az egyik anyai, a masik apai eredetii.
A legtijabb tudoményos eredmények tiikkrében azonban ez a dogma is megdolt.

A teljes human genom mintegy 10-12 szazalékat érintheti olyan atrendezodés
(pl. duplikacid, delécid), amely valtozast okoz a kopiaszamban. Ma mar tudjuk,
hogy ez alol a génjeink sem kivételek. Egyelore nagyrészt tisztazatlan azonban,
hogy a kopiaszam-polimorfizmus mely gének esetében lehet felelds betegségek 1ét-
rejottéért. Az sem kizarhato, hogy bizonyos lokuszok esetében a nagyobb kopia-
szam evolucios elonyt jelenthet: a nyalamilaz génjébdl pl. a legtobb ember tobb
mint 6 kopiaval rendelkezik, s6t, a 15 kopia sem ritka.

Egy elmélet szerint ez annak kdszonhetd, hogy az ember taplaléka 1ényegesen tobb ke-
ményitot tartalmaz, mint a tobbi féemldsé, igy nagyobb mennyiségili amildzra van sziiksé-
giink. Kissé teleologikus megfogalmazas, de a 1ényeget illetéen alighanem igaz.
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5. fejezet

Molekularis genetika
A DNS szerkezete, replikacidja, a gének expresszidja

A DNS, mint 6rokité anyag

Bar a XX. szazad végére mar a gének klonozasa és a genomszekvenalas is le-
hetévé valt, a szazad elején még nem létezett egyértelmii bizonyiték az Orokitd
anyag mibenlétére. Miescher a XIX. szazadban felfedezett egy enyhén savas anya-
got a fehérvérsejtek magjaban, a nukleint, amit késébb nukleinsavnak neveztek el,
azonban voltak kétségek a genetikai anyag mivoltat illetéen. A genetikaban mér-
foldkonek szamit Griffith Streptococcus pneumoniae baktériummal 1928-ban vég-
zett kisérlete. Ez tiidogyulladast okozo baktérium. Sajatossaga, hogy poliszaharid
tokot képez maga koriil, amely védelmet biztosit a szervezet immunrendszerével
szemben, igy a patogenitasaban fontos szerepet tolt be. Vannak azonban olyan tor-
zsei, amelyek tok képzésére képtelenek. A tokot képzo baktérium telepeire a sima,
fényes feliilet jellemz6, amit S-variansnak neveznek (smooth = sima). A tokot nem
képz6 baktériumot durva feliileti telepek kialakitasa jellemzi, amit R-variansként
jeloltek (rough = durva, érdes). Az S- és R-variansra jellemz6 fenotipust ugyana-
zon gén vad és mutans allélja hatarozza meg. Ha az S-varianssal fertéztek egereket,
azok tlidégyulladasban megbetegedtek és elpusztultak. Az R-varians, illetve a
hovel elolt S-varians baktériumok azonban nem okoztak megbetegedést. Emellett
Griffith azt tapasztalta, hogy az R-varians és hovel elolt S-varians baktériumok
keverékével fert6zott egerek megbetegedtek és beldliik az S-varians torzs kite-
nyészthetd volt. Ebbdl arra kdvetkeztetett, hogy valamilyen, az elolt S-varidnsbol
szarmazo6 anyag allithatta helyre az R-varidns tokképzését és patogenitasat. A je-
lenséget genetikai transzformacionak nevezték el. Azt, hogy a DNS felelés a
transzformacioért Avery és munkatarsai bizonyitottak 1944-ben. Az S-varidnsbol
izolalt DNS-t az R-varians tenyészetéhez adtak, melyek kozott igy megjelentek S-
varians baktériumok. Azonban a DNS preparatumokban el6fordulhat RNS, illetve
fehérje szennyezésként, ezért azt bebizonyitando, hogy valoban a DNS volt felelds
az elébbi jelenségért, a DNS preparatumot kiillonboz6 enzimes kezeléseknek vetet-
tek ala. A proteazokkal (fehérje bontd enzimek), illetve ribonukledzokkal (RNS-t
bontok) torténd kezelés nem érintette a transzformalo aktivitast, azonban a DNaz
kezelés (DNS-t bont6 enzim) teljesen megsziintette azt.

A DNS orokitdanyag voltara tovabbi bizonyitékul szolgaltak Hershey és
Chase T2 bakteriofaggal végzett kisérletei 1952-ben. A bakteriofagok a bakté-
riumok virusai, melyek Orokité anyagukat a fertézés soran a baktériumokba juttat-
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jak (boévebben lasd a 6. fejezetben). Kisérleteik soran kétféle, radioaktivan jelolt
fagpreparatumot hasznaltak. A 32p a fag DNS-t (mivel a foszfor nukleinsavakban
fordul el6), a g pedig a fehérjéket jelolte meg (mivel a kén fehérjék épitéeleme).
A fertézdtt baktériumokban a >%P volt nagyobbrészt kimutathatd, ami az utodfa-
gokban is jelen volt. Ebbdl kovetkezett, hogy a fagfert6zésben a DNS lehet a
genetikai anyag.

A DNS szerkezete

A nukleinsavak — a fehérjékhez hasonldéan — sorrendspecifikus biopolimerek,
makromolekulak. Epitékoveik a nukleotidok, amelyek egy nitrogéntartalmi szer-
ves bazisbol, egy pentdzbodl (5 szénatomos cukor) és egy foszfat csoportbol épiil-
nek fel. A bazisok és a pentdz altal alkotott vegyiiletek a nukleozidok. A bazisok
felépitésiik szerint két csoportra oszthatok, pirimidinekre és purinokra. A pirimi-
dinek 6 atomos, a purinok 9 atomos heterociklikus gytiriit tartalmaznak. 5 bazist
kiilénboztethetiink meg: a purinok k6zé sorolhatd az adenin (A) és a guanin (G), a
pirimidinekhez tartoznak a timin (T), a citozin (C) és az uracil (U). A DNS
(dezoxiribonukleinsav) és az RNS (ribonukleinsav) kozotti kiillonbséget egyrészt az
adja, hogy az RNS-ben a pentdz molekula riboz, a DNS-ben pedig dezoxiriboz (a
2. szénatomjan —OH csoport helyett —H van). A DNS-ben 1évé bazisok: adenin,
guanin, citozin és timin, mig az RNS-ben timin helyett uracil talalhat6. A DNS ket-
tos hélix, az RNS — altalaban — egyszeres lanc.

HOCH, O. OH HOCH, O, OH

OH |OH OH | H

dezoxi-riboz

riboz

5-1. abra
A nukleotidok felépitésében részt vevo cukorkomponensek szerkezete

A 2. szénatomon az RNS molekulat felépitd ribdzban -OH,
mig a DNS-ben talalhaté dezoxiribézban -H talalhato.

A nukleotidok dsszekapcsolddva polinukleotid lancot alakitanak ki, melynek
gerincét az Osszekapcsolodo pentdz és foszfat csoportok képezik. A cukor-foszfat
gerinc 5'-3' foszfodiészter kotésekkel épiil fel, tehat minden nukleotid 5-0s szén-
atomjan 1évo foszfatcsoport a lancban eldtte elhelyezkedd nukleotid 3-as széna-
tomjahoz kapcsolddd hidroxil csoporthoz kotddik (5-2. abra). A lanc egyik végén a
terminalis nukleotid 5’ foszfat csoportja szabadon marad (5'-vég), mig a lanc masik
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végét a 3’ hidroxil csoport zarja (3'-vég). Hagyomanyosan a nukleinsavak szekven-
cigjat 5'—3' iranyban adjuk meg.

A biolégiaban mérfoldkovet jelentett Watson és Crick munkassaga, akik
1953-ban k6zolték a DNS kettds hélix modelljét. A modellalkotasnak a kdvetkezo
kiinduldpontjai voltak. Rontgen-diffrakcios kisérletekbdl tudtak, hogy a DNS sza-
balyos helikalis szerkezetii, illetve a DNS siirtisége alapjan valdszintsithet6 volt,
hogy a hélixnek két polinukleotid lancot kell tartalmaznia. Emellett ismerték a
Chargaff szabalyt, mely szerint a DNS-ben a G %-0s ardnya megegyezik a C %-
os aranyaval, csakagy mint az A% = T%.

A DNS kettos hélix szerkezetének felépitésében két ellentétes lefutasu (anti-
parallel) polinukleotid lanc vesz részt: az egyik lanc 5'—3’, mig a masik 3'—5’
lefutasu. A kettdés hélixet a polinukleotid lancok bazisai kozott kialakulo H-kotések
kapcsoljak dssze, a G és a C kozott 3, az A és a T kozott 2 H hidrogénkotés alakul
ki. A G-C és A-T parokat komplementer bazisparoknak nevezziik. Emellett
minden bazispar hidrofob kolcsonhatasba 1ép a felette és alatta elhelyezkedd ba-
zisparral. A kettds hélixben a cukor-foszfat gerinc helyezkedik el kiviil, melyben a
foszfat csoportok negativ toltést hoznak 1étre.

5" vég
o0— IL=0 Po)
& N
NH =
RS . 5-2. dbra

A polinukleotid lanc szerkezete

3 Yo A nukleotidok 5’ foszfat csoportja fosz-
‘l’ fodiészter kotéssel kapcsolodik a lancban
'0*'|’=° NH, elétte elhelyezked6 nukleotid 3’-hidroxil
o {N (Y m csoportjahoz. Az 5'-végen szabad foszfat,
CH, g N N&J ' a 3’-végen pedig szabad hidroxil csoport
foglal helyet.

L]
s A két DNS szal egymas korili felte-
¢|;. HyC NH - keredése kovetkeztében a molekula fel-
S | " szine fel8l nézve két kiilonbozd széles-

ségili barazda alakul ki: a nagy barazda
(2,2 nm atmérovel) és a kis barazda (1,2

t,: nm atmérdvel). A DNS-sel specifikus
0—P=0 NH, kolcsonhatasba 1épé fehérjék altalaban a
(l) N - nagy barazdaban kapcsolodnak. A kettds

| | b C JEg
SCH, o N0 hélix jobbmenetes, azaz a csavarulatok az
i " 6ra mutatdinak jarasaval megegyezo
b iranyban futnak le a molekula hosszten-

2' v e . . 7
g gelye koriil. Az eddig ismertetett masod-
3" vég
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lagos szerkezet a B-DNS-re jellemz0, fiziologias koriilmények kdzott a DNS ebben
a formaban van jelen. Léteznek azonban alternativ masodlagos szerkezetek, ilyen
pl. a Z-DNS, melynek kiilonlegessége, hogy balmenetes, vagy az A-DNS, amely a
duplahelikalis RNS, illetve a DNS-RNS hibridek masodlagos szerkezetére jellem-
z6. A DNS masodlagos szerkezetének fontos szerepe van a szabalyozé fehérjékkel
valo kdlcsonhatasban.

3!’

cukor-foszfat
gerinc

kis barazda

5-3. abra
A DNS molekula kettds hélix szerkezete

A DNS felépitésében két, egymassal komplemeter, antiparallel lefu-
tasu lanc vesz részt, melyek kozott az 6sszekottetést a bazisok ko-
z6tt kialakulo H-hidak biztositjak.

Ahhoz, hogy a DNS funkciojat ellathassa, idonként meg kell sziinnie a két lanc
kozotti bazisparosodasnak, lokalisan szét kell valnia a két szalnak (pl. a replikacio,
vagy a transzkripcid soran). A bazisparok kozotti H-kotések felszakitdsa mester-
séges koriilmények kozott is elvégezhetd. Ez a folyamat a DNS denaturacié, ami
bekovetkezhet pl. akkor, ha a DNS oldatat alacsony sokoncentracié mellett mele-
gitjik. A folyamat spektrofotometriaval jol kovethetd. A DNS 260 nm-en mért ex-
tinkcidja (UV-abszorbcidja) egy sziik hdmérsékleti tartomanyon beliil 30-50%-al
megemelkedik. Ennek magyardzata, hogy a szalak szétvalasa kdvetkeztében az UV
elnyeld részecskék szama megnd. Azt a hdmérsékletet, melyen az extinkcio nove-
kedése fele a maximalisnak, a DNS Tm pontjanak (temperature of melting =
olvadaspont) nevezziik. A Tm pont értéke a G-C bazisparok aranyatol fiigg: minél
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tobb G-C bazispar van a DNS-ben, annal magasabb a Tm pontja. Ez azzal magya-
razhato, hogy a G és C bazisok kozott a kapcsolatot 3 H-kotés tartja fent, ami
sokkal erésebb, mint az A és T kozotti 2 H-kotés. A denaturalt DNS egyfonalas
lancai megfeleld koriilmények kozott képesek komplementer parjaikat megtalalni
¢és azokkal Ujra kialakitani a kettds hélix szerkezetet. Ezt a folyamatot renaturacio-
nak nevezziik. Ehhez a folyamathoz hasonl6 az in. DNS hibridizacié. A kiilonb-
ség abban van, hogy a renaturacié soran olyan komplementer szalakbol alakul ki a
kettés hélix, amelyek eredetileg is Osszetartoztak, mig a hibridizacioval kiillonb6z6
eredetli polinukleotid lancok allnak 0ssze. Ezt a tulajdonsagot hasznaljuk ki tobb
molekularis biologiai technikaban (pl. a PCR soran a primerek [1. 12. fejezet], vagy
a Southern blot esetében a proba és a vizsgalt DNS kozotti hibridizacid nitrocel-
lul6z membrénon).

1,5
14 1
13 1

L1 A

UV abszorpcio

70 80 90 100
Homérséklet (°C)

5-4. abra

s

Az X-tengely a hdmérsékletet mutatja °C-ban, az Y-tengely pedig a 260
nm-en mért extinkciot relativ egységekben (a DNS szobahdmérsékleten
mért extinkcidjat valasztottuk egységnek az egyszerliség kedvéért). A
Tm az extinkcionovekedés 50%-ahoz tartozdé homérsékleti érték (mas
megkdzelitésben a gorbe inflexios [athajlasi] pontja).

Fizologias koriilmények kozott a DNS molekulak sok esetben korré zarodnak
(pl. plazmidok, virusok, baktériumok kromoszémaja). Az eukaridta sejtek hatalmas
linearis DNS molekulai hurkokat képeznek, melyek kezdetét és végét fehérjék rog-
zitik (a nuklearis matrixhoz, I. 1. fejezet). Ha a kettds DNS hélixet megcsavarjuk,
un. szuperhelikalis szerkezet alakul ki. A szuperhelikalis szerkezet nélkiili DNS
molekula relaxalt allapotban van. A szuperhelikalis csavarulatok a molekulat fe-
sziilés ala helyezik (gondoljunk pl. arra, amikor a telefonzsindrt megcsavarjuk). Ha
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a csavarodas ellentétes iranyu a dupla hélix jobbmenetes csavarulataval, negativ
szuperhelikalis szerkezetrol, ill. negativ szuperhelikalis fesziilésrol beszéliink. A
fesziilés csokkenti az egységnyi DNS hosszra eso csavarulatok szamat, tehat meg-
konnyiti a szalak elvalasat, ami fontos lehet pl. a replikacio, vagy a transzkripcio
soran. Ha a szuperhelikalis csavarulat azonos iranyd a dupla hélix jobbmenetes
csavarulataval, pozitiv szuperhelikalis szerkezetr6l beszéliink, melyben a fesziilés
még jobban feltekeri egymasra a két lancot. A szuperhelikalis strukturat enzimek
hozzak létre, ill. képesek megvaltoztatni, ezeket az enzimeket topoizomerazoknak
nevezziik.

Replikacio: DNS — DNS

Az eukariota sejtciklus S szakaszdban torténik a DNS szintézise, a replikacio.
Ekkor a DNS szalai szétvalnak és mindkét szal templatként (mintaként) szolgal az
Uj szal szintézis¢hez, amely a nukleotidok beépiilésével jon létre az eredeti, tem-
plat szallal szemben. A folyamat eredményeképpen két, az eredetivel teljesen meg-
egyez6 DNS dupla hélixet kapunk. A replikacidé szemikonzervativ modon torté-
nik, az utdédmolekulak egyik szala a sziil6i molekulabdl szarmazik, a masik pedig
ujonnan szintetizalodik. A DNS replikacié szemikonzervativ voltat Meselson és
Stahl bizonyitottak a kdvetkezé modon. Escherichia coli (kozonséges bélbaktéri-
um) sejteket tenyésztettek tobb generacion keresztiil olyan taptalajon, amely a nit-
rogén nehéz izotopjat ('°N) tartalmazta, igy a baktériumok ezt épitették be DNS-
iikbe. Ezeket a baktériumokat késobb egy generacion keresztiil olyan taptalajon
novesztették, amely egy masik, kozonséges izotopot (‘*N) tartalmazott. Késébb a
DNS stiriiségét megvizsgalva (mely CsCl gradiens centrifugalassal tortént) azt
tapasztaltdk, hogy mig kezdetben a baktériumok DNS-ének mindkét szalara a
nehéz izotop jelenléte volt jellemzd, az "N izotopot tartalmazo taptalajra oltas utan
a kovetkezd generacidban a koztes siirliségli DNS egyik szala az °N, a masik a '*N
izotopot tartalmazta. Tehat a DNS replikacioja utan képz6do utod DNS egyik szala
a sziil6i szal, a masik pedig az Gjonnan szintetizalt.

Az alabbiakban az E. coli baktérium DNS-¢ replikaciojanak mechanizmusat
mutatjuk be. A cirkularis kromoszoéman egy adott pontbol indul meg a DNS repli-
kacioja. Ezt a szigorian meghatarozott pontot replikacios kezdépontnak, vagy rep-
likacios origo-nak nevezziik. A DNS megkett6zéséhez tobb fehérjére is sziikség
van. A replikacios origot egy specialis fehérje ismeri fel (DnaA), ahhoz kotédik,
melynek hatasara egy rovid, AT-gazdag régid felnyilik. Ahhoz, hogy a szintézis
elkezdédhessen, a replikacios origonal a DNS két szalanak lokalisan el kell valnia
egymastol. Ebben a folyamatban a helikaz enzimé a foszerep, amely a kettés hé-
lixet letekeri, igy egy buborékszerii képzédmény keletkezik (amit replikaciés bu-
boréknak szokas nevezni). Egy replikacios buborék egy replikacios egységnek,
azaz replikonnak felel meg. A ketts hélix letekeredése soran fesziilés 1ép fel
(gondoljunk pl. arra, amikor egy kotél rostjait mgeprobaljuk elvalasztani), amit egy
topoizomeraz, az Un. giraz enzim szilintet meg.
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A DNS replikacidja

A replikacids origonal a sziil6i DNS szalak szétvalnak és mindkét irany-
ban megindul az 4j DNS szalak szintézise. Az igy keletkezett replikacios
buborék mindkét végén egy-egy replikacios villa van (itt csak az egyiket
tiintettiik fel). A vezet6 (templat, 3'—5') szalon az uj DNS szintézise fo-
lyamatos, mig a késé (5'—3’) szalon ez csak szakaszosan valosulhat meg.

Ha a replikacios villa kialakult, kotddhet a DNS-hez a DNS szintézisét
ténylegesen végzo enzim, a DNS polimeraz (az E. coliban, 3 féle DNS polimeraz
mukdodik, a replikacio soran a DNS szintézisét a DNS polimeraz III végzi). Ezen
mast kdvetd beépitéséért. Azonban a DNS polimeraz III nem képes 0j lancot kez-
deni, csak egy mar meglévo lanc 3'-végéhez képes nukleotidokat hozzakapcsolni.
Ezért az 0j szal szintézisét egy RNS polimeraz, a primaz kezdi, amely a templattal
komplemeter rovid RNS szakaszt szintetizal. Ehhez az RNS primerhez kapcsol
ujabb nukleotidokat a DNS polimeraz III. Ezen RNS primert egy enzim késébb a
szintetizalddd DNS molekula elejérdl eltavolitja. Korabban targyaltuk, hogy a dup-
iranyultsagii. A DNS polimeraz III kizarolag a késziil6 polinukleotid lanc 3'-végé-
hez képes nukleotidokat kapcsolni, ami a 3'—5' szalnal nem jelent problémat,
hiszen a szintetizalodo DNS szal 5'—3' iranyultsagu lesz. Igy ezen szél szintézise

&5



folyamatosan torténik, ezért vezeté szalnak nevezziik. A masik, 5'—3’ szalon
azonban a DNS szintézis csak szakaszosan, a replikaciés villa mozgasi iranyahoz
képest visszafelé folyhat, ez a késé szal. Az igy képz0do rovid szakaszokat Oka-
zaki fragmentumoknak nevezziik. Ezen a szalon a DNS polimeraz addig folytatja
a DNS szintézisét, amig el nem éri az el6z6 Okazaki fragmentum elejét. Az Oka-
zaki fragmentumokat kés6bb, az RNS primer eltdvolitasa utan a DNS ligaz kap-
csolja 0ssze, igy biztositva a szakaszosan szintetizal6do DNS szal folytonossagat.
A pontos és hii replikacié eléfeltétele annak, hogy a DNS, és altala az 6rokletes
informécioé hibatlanul keriiljon at az utodsejtekbe. Ezt biztositja a DNS polimera-
zok korrekcios funkcidja (proofreading), ami azt jelenti, hogy a DNS polimeraz
miel6tt a kdvetkezé nukleotidot hozzakapcsolja a novekvo lanc 3'-végéhez, meg-
vizsgalja, hogy az pontosan illeszkedik-e a komplementer parjaval. Ha nem, 3'—5'
exonukledz aktivitdsa révén eltavolitja a hibasan beépitett nukleotidot és a megfe-
lelét rakja a helyére. Igy a hibak gyakorisagat 10™"°-re csdkkenti.
Magasabbrendiiekben a DNS replikacidja hasonld6 mdédon megy végbe.
Alapveto kiilonbség, hogy az eukariotak kromoszomajan a replikaciéo nem egy, ha-
nem tobb ponton kezdddik (tobb szaz replikacios buborék is megfigyelhetd a kro-
moszomakon). Az E. coliban ismertett, a DNS replikaciojaban fontos enzimeknek
eukariotakban is megvannak a megfeleldi, bar azoktol némileg kiilonboznek.

A gének expresszidja

A DNS-ben kddolt genetikai informacio iranyitja az €16 szervezet fejlodését és
¢letmitkodéseit, mely folyamatokban kiilonb6zé fehérjék jatsszak a fOszerepet. A
sejtekben azonban az adott id6pillanatban nem minden gén aktiv, rendkiviil finom
szabalyozasi mechanizmusok hatarozzak meg, hogy mely gének vannak ,,bekap-
csolt” allapotban. Ahhoz, hogy egy gén kifejezddhessen, a DNS-ben tarolt infor-
macionak ,.fehérje nyelvre” kell forditddnia, amely az mRNS molekula szinté-
zisének kozbeiktatasaval valosul meg. Igy a gének kifejezédésének, azaz expresz-
sziojanak két alapvetd 1épése van. El0szor a DNS bazisszekvenciai az mRNS
komplementer szekvenciaiba irddnak at, mely folyamatot transzkripciénak nevez-
ziik. Ezt koveti a masodik 1épés, az mRNS bazissorrendjében tarolt informacio
aminosav szekvenciara valo forditasa, a transzlacio. A genetikai informacidatvitel
iranya tehat: DNS — RNS — fehérje. Ez az Gn. centralis dogma.

A DNS meghatérozott szakaszait, amelyek egy funkcioképes makromolekulat
kodolnak, géneknek nevezziik. Ez a funkcioképes molekula lehet fehérje, vagy
RNS is. Az RNS molekulaknak tobb fajtajat kiilonboztethetjiik meg, ezek koziil a
génkifejez6dés folyamataban az mRNS, tRNS és rRNS a kdzponti jelentdséglick
(lasd alabb). Emellett a génexpresszio szabalyozasaban, a gének elcsendesitésében
kiemelked fontossaguak az Gn. mikro RNS-ek. Erdemes megemliteni, hogy van-
nak olyan RNS molekulak, amelyek a fehérjékhez hasonldan katalitikus aktivitas-
sal rendelkeznek. Ezek az un. ribozimok. Ilyenek pl. a viroidok (ndvényeket fer-
t6z6 RNS molekulak), az 6nkivagddo intronok, vagy az RNS-bol és polipeptidbol
all6 Ribonukleaz P komplex.
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Transzkripcié: DNS — RNS

A transzkripcio a komplementaritds elvén alapul hasonldan a replikacidhoz,
azonban itt a felépiil6 0j polinukleotid lanc RNS. F6bb 1épéseit az E. coli modell-
organizmusban tekintjiik at. A transzkripcidé folyamata harom részre oszthato: 1.
iniciacio, 2. elongécio, 3. terminacio. A transzkripciot az RNS polimeraz enzim
végzi, amely a DNS lanc mentén haladva azzal komplementer szekvencidjit RNS
lancot szintetizal ribonukleotidok dsszekapcsolasaval.

A transzkripci6 inicidcidja soran az RNS polimeraz kapcsolodik a gén el6tt
elhelyezkedd specifikus szekvencidhoz, a promeoterhez. Az elsé bazispart, ami
ténylegesen transzkripciora keriil, transzkripcios startpontnak nevezzik. Egy
tipikus bakterialis promoter két szekvenciabdl all: az egyik a -35 (a startpont el6tt
35 bazisparnyira elhelyezked6 hexanukleotid szekvencia), a masik a -10 régio (a
startpont el6tt 10 bazisparnyira elhelyezkedd hexanukleotid szekvencia). Az RNS
polimeraz el6szor a -35 régioval 1ép kapcsolatba és a DNS-sel zart komplexet ala-
kit ki, ebben a kettds hélix szalai még nem valtak szét. Ezutan kolcsonhatasba lép a
-10 régioval, aminek kovetkeztében a -10 régio és a startpont kozotti szakaszon a
kettés hélix szalai szétvalnak, igy a zart komplexbdl nyilt komplex lesz, ahol meg-
kezdddhet a templat szallal komplementer RNS szintézise, azaz az elongacios sza-
kasz. A szintézis itt is 5'—3' iranyba folyik. Az a DNS szal, amely az RNS szinté-
zishez mintaként szolgal a templat szal. Az ezzel komplementer DNS szal szek-
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venciaja megegyezik a késziilo6 RNS szal szekvenciajaval (kivéve persze a T bazi-
sokat, amelyek helyett U szerepel az RNS-ben), amely szalat kodolo, vagy értel-
mes szalnak nevezziik. Az RNS polimeraz enzim E. co/iban két f6 komponensbo6l
all. Az egyik a core enzim, a masik a szigma (o)-faktor. A core enzim képes az
clongaciora, de nem képes a transzkripcio specifikus iniciacidjara, arra csak a
faktor €s a core enzim komplexe, a holoenzim képes. Azt, hogy mely gén legyen
»bekapcsolt” allapotban az teszi lehetdvé, hogy egy bizonyos holoenzim, csak
egyféle promoter féleség felismerésére képes. Tehat a koriilmények valtozasanak
hatasara 1j o faktorok jelennek meg, amelyek a core enzimekkel valé kapcsoloda-
suk utan lehet6ve teszik j gének transzkripcidjat, azaz expressziojat.

A transzkripcié terminacidja baktériumokban kétféle modon torténhet. Az
egyik formahoz sziikséges egy specifikus molekula, az Gn. ro- (p)-faktor, ezt p-de-
pendens terminacionak nevezziik. Ez a faktor az RNS-hez kotodik és 5'—3 irany-
ban halad rajta. Amikor az RNS polimeraz elér egy terminacids szignalt ledll, az
RNS-en kézeledo p faktor utoléri és szétvalasztja az RNS-DNS hibridet. Ezt kove-
téen az RNS polimeraz €s a p faktor is levalnak a DNS-r6l. A masik terminacios ti-
pushoz nincs sziikség a p faktorra, igy ezt p-independens termindcionak nevez-
zik. Ez a terminaci6 egy G-C gazdag szignalszekvencia segitségével jatszodik le,
amely egy 6nmagaval bazisparosodo hajtiiszerii struktirat képez. Ezen terminacios
hajtti hatasara az RNS polimeraz leall. Mivel a molekula végén kialakul6 RNS-
DNS hibrid gyenge A-U bazisparokat tartalmaz, a keletkezett RNS levalik a DNS-
rol.

Az eukariotak transzkripcidjanak jellegzetességeivel a 7. fejezet foglalkozik.

Transzlacié: RNS — fehérje

A gének expresszidjaban fontos szerepet betolté RNS molekulaknak 3 6 tipu-
sat kiilonboztethetjiik: messenger (hirvive) RNS (mRNS), transzfer RNS (tRNS) és
riboszomalis RNS (rRNS). A transzkripcié soran a DNS-r6l mRNS irodik at, a
tRNS ¢és rRNS molekulaknak a transzlacié sordn van meghatarozo szerepiik. A fe-
hérjeszintézis folyamatahoz a DNS-r6l atirddd mRNS szolgal mintaként. A készii-
16 fehérje aminosav sorrendjét az mRNS bazisharmasai hatarozzdk meg, amelyeket
kodonoknak neveziink. Az mRNS minden kodonja egy aminosavat hataroz meg,
tehat egy mRNS-ben annyi kodon van, ahany aminosavat tartalmaz a réla ir6do
fehérje. Az mRNS molekula azonban nem kizarélag kodonokbdl all, az 5'- és 3'-
végén taladlhatok nem transzlalodo szekvenciak is. Az 5'-végi nem kodolo régiot
vezetd, a 3'-végen elhelyezkedot pedig uszaly szekvencianak nevezzik.

A fehérjék szintézisében a riboszomak kulcsfontossagl szerepet téltenek be. A
riboszomak két, egy kis és egy nagy alegységbdl allnak, melyeket fehérjék és ribo-
szomalis RNS-ek (rRNS) épitenek fel. Eukariotakban az rRNS-ek meghatarozott
kromoszomalis régiokrol, a nukleolusz organizator régiokrdl irodnak at (az akro-
centrikus kromoszomak rovid karjain kodolt szakaszok). A riboszoma a kodolod
régid 5'-végének kozelében kapcsolodik az mRNS-hez, s mikozben a 3'-vég ira-
nyaban halad, az mRNS kodonjait leolvasva minden tripletnél egy aminosavval
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hosszabbitja a polipeptid lancot. Az aminosavak riboszémakhoz valo szallitasat a
transzfer RNS-ek (tRNS) végzik. A tRNS-ek 3'-vége egy adott aminosavat kot, a
molekula masik részén elhelyezked6 un. antikodon pedig a bazisparosodas szaba-
lyai szerint felismeri az mRNS specifikus kodonjat. Egy bizonyos aminosav meg-
kotésére tobb tRNS molekula is képes, azonban egy tRNS molekula csak egyféle
aminosavat kdthet meg. A tRNS molekuldk bonyolult hdromdimenzids szerkezetet
alakitanak ki, a polinukleotid lancon beliili komplementer szakaszok bazisparoso-
dasaval karok jonnek 1étre, amelyek végén hurkok helyezkednek el. A riboszéma
egy idében 2, aminosavval toltott tRNS megkotésére képes, amelyek két egymast
kovetd kodonhoz kapcsolodnak. Koziilik az egyik a mar elkésziilt polipeptid
lancot hordozza (P kétéhely), a masikhoz pedig a kovetkezd beépitendé amino-
savat tartalmazo tRNS kapcsolodik (A kotdhely).

novekvo polipeptid lanc
1. Iépés ,

e 2 S n
: ujonnan
D . kotoditt RNS

tavozo
tRNS E-hely P-hely A-hely

transzlokacio

5-7. abra

A fehérjeszintézis folyamata
A riboszéma 5'—3' iranyban vé-
gighalad az mRNS-en és a kdvet-
kezd kodon altal kodolt amino-
savat beépiti a polipeptid lancba.
1. 1épés: a peptidil-tRNS elfog-
lalja a P-kothelyet, az A-koto-
helyre pedig a kdvetkezd amino-
savat hordozd aminosav-tRNS
komplex kapcsolodik. A toltetlen
tRNS az E-helyen tavozik.
2. 1épés: kialakul a peptidkotés az
¢épiild polipeptid és az A-kotéhe-
lyen helyet foglalé aminosav ko-
z0Ott, igy a polipeptid atkeriil az A-
kotohelyen helyet elfoglalo tRNS-
re.

3. Iépés: a transzlokacio soran a
riboszoma egy kodonnal tovabb-
1ép, a peptidil-tRNS atkeriil a P-
kotohelyre, az A-kotohely 1jra
készen all a kdvetkezé aminosav-
tRNS fogadasara. A toltetlen
tRNS az E-helyre kertil.

A transzlacio elbfeltétele,
hogy a fehérjeszintézishez sziik-

séges aminosavak tRNS-hez kotve legyenek jelen a sejtben, amirél az aminosav-
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tRNS szintetaz enzimek gondoskodnak. Ezen enzimek nagyon specifikusak,
minden aminosavat mas-mas enzim ismer fel, illetve korrekcios funkcidval is
rendelkeznek, ha nem a megfelel6 tRNS, vagy aminosav kotodik, az ledisszocial az
enzimrél. A transzlacionak 3 f6 szakasza van: 1. iniciacio, 2. elongacio, 3.
terminacio. E16szor a bakterialis transzlacio folyamatat tekintjiik at.

Az inicidci6 soran a riboszoma kis alegysége kapcsolédik az mRNS egy
specidlis, a kodolo régiot megel6zd szakaszahoz, amelyet Shine-Dalgarno szek-
vencianak neveziink. A transzlacidé mindig az ezt kovetd els6 AUG kodonnal
kezdédik, amit inicidcios kodonnak, vagy start kodonnak neveziink. Az iniciacio
soran a kis alegység ugy kotdédik az mRNS-hez, hogy az AUG iniciacios kodon a
riboszoma P-kotOhelyére esik. Az iniciator tRNS antikodonja felismeri az AUG
kodont és belép a P-kotOhelyre — ekkor az A-kotéhely még szabadon marad. Ez az
iniciator tRNS egy olyan metionint hordoz, amelynek a metil csoportja formilalva
van. (A formil-metionint tartalmazd tRNS-t kizarolag a transzlacio iniciacidjara
hasznalja a sejt, ha az AUG kodon a lanc kozben helyezkedik el, akkor metionin
épiil be.) Az iniciator tRNS kapcsolodasat kdvetden a riboszoma nagy alegysége is
kapcsolodik az mRNS-hez és megindulhat az elongéacios szakasz.

Az elongacié soran az aminosavak sorban kapcsolodnak a késziilé polipeptid
lanchoz. A folyamat 1épései a kovetkezOk. A szabad A-kotohelyre belép az mRNS
kodonja altal meghatarozott aminosav-tRNS, majd ezen aminosav amino csoportja
¢és a P-kotéhelyen 1évo épiild polipeptid lanc C-terminalis karboxil csoportja kdzott
peptidkotés alakul ki a peptidil-transzferaz enzim aktivitasa kovetkeztében. Ezt
kovetden a peptidlanc atkertil az A-kotohelyen 1évé tRNS-re, igy a P-kotohelyen
egy toltetlen tRNS marad, amely az E (exif)-helyen tdvozik. A riboszoma egy
triplettel tovabblép az mRNS-en, ezt a folyamatot transzlokaciénak nevezziik. igy
a polipeptid lancot hordoz6 tRNS a P-kotdhelyre 1ép és az A-kotohely jra alkal-
mas a kdvetkez6 aminosav-tRNS befogadasara. Az elongacié mindaddig folytato-
dik, amig van olyan aminosav-tRNS, amely felismeri az A-k6t6helyen elhelyezke-
dé kodont. Az elongacidhoz un. elongacids faktorra is sziikség van, az energiai-
gényt pedig GTP fedezi.

A terminacio azokat a 1épéseket jelenti, amelyek soran az elkésziilt polipep-
tidlanc felszabadul és az mRNS levalik a riboszomardl. Ha az A-kotéhelyre egy
terminacios kodon, mas néven stop kodon keriil (UAG, UAA, UGA), nincs olyan
aminosav-tRNS, amely ezt felismerné. Felismerik azonban az Un. terminacids
faktorok, amelyek hatasara a kész polipeptid lehasad a tRNS-r6l, a tRNS és az
mRNS pedig levalik a riboszomarol. A fehérjék szintézise tehat a start kodontdl a
stop kodonig tart. Azokat a szekvenciakat, amelyek iniciaciés kodonnal kezdddnek,
stop kodonnal végzddnek és kdzben minden egyes triplet aminosavat kodol, nyitott
leolvasasi keretnek (open reading frame, ORF) nevezziik.

Prokariotakban a transzkripcio és a transzlacio folyamatai térben és idoben szo-
rosan Osszefliggnek. (Nincs magboriték, mert sejtmag sincs, ami elvalasztana
ezeket egymastol.) Amikor az mRNS molekula 3'-vége még szintetizalodik, az 5'-
végen mar folyik a transzlaci6. Az mRNS egynél tobb fehérjét is kodolhat (1. az
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operont a 6. fejezetben), ugyanis tobb kodolo régié is elhelyezkedhet egymas utan.
Az ilyen szerkezetii mRNS-t policisztronalis®* mRNS-nek nevezziik. Ugyanazt az
mRNS-t olvaso riboszomak egylittese a poliriboszoma, vagy poliszéma.

Az eukaridta transzlacio fobb jellegzetességei a kovetkezOk. A transzkripco
¢s a transzlacio folyamatai térben és idében elvalnak egymastol. A transzkripcid a
sejtmagban jatszodik le, ahol a képzddott mRNS bonyolult érési folyamatokon
megy keresztiil (lasd 7. fejezetet), majd a maghartya porusain at a citoplazmaba jut
¢s megindulhat a transzlacid. Az eukaridta mRNS monocisztronalis, azaz egyetlen
gén atiratat tartalmazza, egyetlen fehérjemolekulat kodol. Tovabbi kiilonbségek
figyelhetdk meg az iniciacios 1épésnél. Az iniciator tRNS nem formil-metionint,
hanem metionint hordoz. Emellett a kis riboszoma alegység el0szor az iniciator
tRNS-hez kapcsolodik és csak utana az mRNS 5'-végi, Gn. sapka struktirajahoz.
Az iniciacidos kodon itt is az AUG, azonban megfeleld kornyezetben kell
elhelyezkednie (a -3 helyen purin, a +1 helyen G kell legyen: PuXXAUGQG).
Tovabbi kiilonbségek figyelheték meg az elongacios és terminacios faktorok
szamaban ¢és milyenségében, melyek részleteire itt nem tériink ki.

34 4 © qe1z1 . J r . . s 1k
A gén megjelolésére a cisztron megnevezés is hasznalatos (bizonyos genetikai kisér-

letekbdl, nevezetesen a ,,cisz-tranzs teszt”-bol levezetve). A prokariota DNS-en tobb gén is
kdvetheti egymast (lasd az operonalis szabalyozast a 6. fejezetben), amelyek egy transz-
kripcids egységet alkotnak. Az ezekrdl atirt mRNS ennek megfelelden tartalmazza tobb fe-

cres
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6. fejezet
Babkterialis genetika

A baktériumoknak, és a baktériumok virusainak, a bakteriofagoknak (vagy
roviden fagoknak) a genetikai tanulmanyozasa az 1940-es években kezd6dott. Ezen
belill is a kutatasok egyetlen mikroorganizmus, az Escherichia coli (kozOonséges
bélbaktérium) és fagjainak a tanulmanyozasara koncentralodtak. Az E. colit alapul
véve attekinthetjiik a bakterialis genom alapveto jellegzetességeit. Ennak az orga-
nizmusnak a genomja viszonylag kicsi, minddssze kb 4 400 génnel rendelkezik,
szemben az ember mintegy 25 000 génjével. A prokariotdk genomja egyetlen, kor-
ré zart DNS molekula, amit baktérium kromoszomanak is szokas nevezni. Ezen
feliil el6fordulnak tovabbi, kisebb DNS molekulak, a plazmidok, melyekre szintén
a cirkularis megjelenés jellemz6. A baktériumokban el6forduld genetikai elemek
harmadik csoportjat a bakteriofagokbodl szarmaz6 DNS adja.

A baktériumokra jellemzé a rendkiviil gyors szaporodas képessége. Ez ivar-
talanul, osztédassal zajlik, ami egyszeri megkett6zodés, tehat tulajdonképpen egy
baktérium tenyészet lehet nem mas, mint egyetlen baktérium klonjainak Osszes-
sége. Bar az ivartalan osztodas alkalmas a kornyezet rendkiviil gyors benépesité-
sére (az E. coli idealis esetben 20 percenként osztodik, tehat egyetlen baktérium
egy ¢jszaka alatt tobb millids baktérium tenyészet kialakitasara képes), azonban hi-
anyzik az eukariotaknal megfigyelhetd, hagyomanyos értelemben vett ivaros sza-
porodas képessége, igy nincs meidzis, ivarsejtek és megtermékenyités sem. Ez
egyben azt is jelenti, hogy nincs meg az ivaros szaporodas soran megvalosulo ge-
netikai variabilitas lehet6sége sem. Azonban a baktériumokban kialakultak olyan
mechanizmusok, amelyek révén képesek idegen DNS-t felvenni a kdrnyezetbdl,
illetve egymastol. Az igy megszerzett DNS rekombinacioval be tud épiilni a sajat
genomjukba, ennek segitségével 11j tulajdonsagokra tehetnek szert (pl. rezisztensek
lesznek egy olyan antibiotikummal szemben, amire korabban érzékenynek bizo-
nyultak). Ezen folyamatok a transzformacio, a konjugacio és a transzdukci6. Mind-
harom folyamatra jellemz6 a donor-recipiens viszony, tehat a génatadas egyiranyu.

A genom valtozasanak lehetOségét képviselik tovabba az in. mobilis genetikai
clemek, a transzpozonok is. Ezek képesek a kromoszomalis genom egyik pontja-
bol a masikba ,,ugrani”, illetve a kromoszomalis DNS-b6l egy plazmidba helyezdd-
ni, vagy éppen forditva, a plazmidbdl a kromoszomalis DNS-be.

A transzformacié

Ennek soran a baktériumok az idegen DNS-t a kdrnyezetiikb6l veszik fel. Az
ily modon sejtbe keriilt DNS molekula rekombinacioval be tud épiilni a kromo-
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szomalis DNS-be. A baktériumok azonban nem képesek barmikor a DNS
felvételre, ahhoz egy kompetencia allapot kialakulasa sziikséges. A Gram-pozitiv
baktériumok®® kéziil a Streptococcus pneumoniae transzformacios rendszerét tanul-
manyoztak részletesen. Itt a kompetencia allapot kialakulasaért egy fehérje-ter-
mészetli kompetencia faktor felelés, mely hatasara az idegen DNS a sejtfelszinen
megtapad, majd bejut a sejtbe. A Gram-negativ Haemophilus influenzae esetében a
kompetencia a szaporodas szamara kedvezdtlen koriilmények kozott jon létre, nem
kell hozza kompetencia faktor és specidlis vezikulumok, az un. transzformoszo-
mak kozvetitésével zajlik.

A mar fentebb emlegetett E. coli baktérium természetes koriilmények kozott
nem transzformalhato. Ahhoz, hogy a molekularis genetikaban leggyakrabban al-
kalmazott mikroorganizmussa valhatott, hozzajarult egy olyan eljaras kidolgozasa,
mely soran mesterségesen képessé tehetd idegen DNS felvételére. Egy specialis
kezeléssel ugyanis a sejthatar permeabilissé tehetd az idegen DNS (altalaban plaz-
mid) szamara, igy ebben az esctben mesterségesen Kkialakitott kompetenciarol
beszélhetiink.”® Amennyiben a bevitt plazmid 6nallo replikaciora képes, a
baktérium kromoszomaval egyiitt ez is replikalodik, és az utddsejtekbe szintén at-
keriilhet, tehat fennmaradasanak nem feltétele a kromoszomalis DNS-be valo in-
tegralodas.

Konjugicio: egyiranyu génatvitel a baktériumok kozott és a plazmidok

A baktériumok egymas kozott is képesek DNS atadasra. Ahhoz, hogy a DNS
egyik baktériumbol egy masikba atjuthasson, specialis hidakra van sziikség. Ezek
az un. pilusok (pl. F pilus), amelyek a bakterialis csillokhoz hasonlo, de azoktol
vastagabb ¢és hosszabb képletek. Azonban nem minden baktérium képes ilyenek
képzésére és genetikai informacio atadasara. E tulajdonsag alapjan megkiilonboz-
tethetiink szexpilus képzésére képes (F+: fertilitas pozitiv), illetve képtelen (F :
fertilitas negativ) baktériumokat. A konjugaciét szokas szexualis folyamatnak is
nevezni (ha az F" baktériumot ,»him”-nek, az F baktériumot ,,néstény”’-nek tekint-
jiik), azonban érdemes mar az elején tisztazni, hogy a konjugacié nem szaporodas!

AzF" jellegért egy sajatos plazmid, az F plazmid a felel6s, amely a konjugacio
megvalositasahoz sziikséges fehérjéket kodolja. Ezek egyike az F pilust épiti fel,
mésok megakadalyozzak a konjugaciot két F' partner kozott, és vannak, amelyek a

* A Gram-festés a baktériumok osztilyozasara hasznalt, sejtfalszerkezetiik kiillonbozosé-

gén alapuld eljards. A Gram pozitiv baktériumokbol — a Gram negativokkal ellentétben — a
festés utan a festék nehezen vonhato ki, igy lila szint mutatnak.

*® Az egyik leggyakrabban alkalmazott eljaras soran kétértékii ionok (Ca2+) ¢és hosokk (42
°C-on torténd inkubacio) hatasara a sejtfelszinen porusok, csatornak jonnek létre, amelye-
ken az idegen DNS bejuthat a sejtbe. A rendszer nagy eldnye, hogy nem diszkriminal, tehat
barmilyen idegen eredeti DNS felvételére képes, legyen az egy masik baktériumbdl szar-
mazo, vagy — mondjuk — egy emberi eredetii gén.
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DNS mobilizalasaért felelések. A konjugacioé soran az F plazmid, az F' baktéri-
umbol az F -ba keriil at az F piluson keresztiil. A DNS replikacioja az Gn. gordiilé
kerék mechanizmussal torténik (6-1. abra), melynek soran az F plazmidot egy
enzim egy meghatarozott helyen bemetszi, majd a bemetszett szal 5'-végével kez-
dédden letekeredik és egyszalas formaban athalad az F piluson keresztiil az F
sejtbe. Az F' baktériumban a letekeredéssel parhuzamosan DNS szintézis zajlik,
mely soran a plazmid Gjra kétszaliva egésziil ki, tehat a sejt F' marad. Az F bakté-
riumba atjutott egyszali DNS szintén duplaszaluva egésziil ki az athaladas utan,
igy az is F'-v4 alakul. Azaz a konjugacié eredményeképpen két F' baktériumot
kapunk.

Lattuk tehat, hogy a konjugaci6 soran egyik baktériumbol a masikba hogyan
keriilhet 4t az F plazmid. Azonban adodik a kérdés: hogyan keriilhet sor kromoszo-
méalis DNS atadasara? Az F' baktériumok egyik csoportja csak az F' jelleget (tehat
az F plazmidot) adja at, de kromoszomalis DNS-t nem. Az F' baktériumok egy
masik csoportja viszont csaknem kizarolag kromoszomalis DNS-t ad at partnere
szamara ¢és az F' jelleget csak nagyon ritkin. Ezen utobbi torzseket Hfr (high
frequency of recombination = nagy gyakorisagli rekombinacio) torzseknek nevez-
zlik, mivel ebben az esetben a két partner kdzott a rekombinacio gyakorisaga nagy-
sagrendekkel gyakoribb. A Hfr térzsekben az F plazmid nem 6nalld egység, hanem
a baktérium kromoszomajaba beépiilve van jelen. Ezen torzsek is képesek a konju-
gacios folyamat elinditasara, ami szintén a gordiil6 kerék mechanizmussal torténik.
Azonban az atvitel mechanizmusa miatt a kromoszomaba integralédott F plazmid
DNS-ének atvitelére csak akkor keriilhet sor, ha mar a teljes kromoszoma atjutott.
A teljes kromoszomalis DNS (amely tehat az F plazmidot is tartalmazza) atvitelé-
hez hosszl id6, kb. 100 perc sziikséges, de a folyamat altalaban hamarabb megsza-
kad, igy az F i jelleget csak ritkan adja at a Hfr torzs a recipiens baktériumnak. A
konjugacioé soran bejutott kromoszomalis DNS szakasz csak akkor valtoztatja meg
a recipiens baktérium genotipusat, ha rekombinalédva annak kromoszomajaval
beépiil az abban eredetileg jelen volt gének helyére.

Erdemes még megemliteni, hogy a kromoszomalis DNS-be integralodott F
plazmid idénként kivagodhat és igy ismét 6nallo egységként lehet jelen a baktéri-
umban. Azonban el6fordulhat, hogy ez a kivagédas nem szabalyosan megy végbe,
vagyis a plazmid egyik darabja benne marad a kromoszomaban, helyette pedig a
kromoszomabol visz magéaval egy részletet, megteremtve ezzel a baktériumok
kozotti génatvitel lehetdségét. Ezeket a plazmidokat F' plazmidoknak nevezziik.

Kisérleti koriilmények kozott a rendszer alkalmas un. merodiploidok 1étrehozéaséara. Ez
részleges, néhany génre terjedd ,,diploid” allapot kialakitasat jelenti. Lehetové teszi, hogy a
bakterialis gének dominans vagy recessziv jellegét tanulmanyozzak.

A baktériumok plazmidjai koziil emlitést érdemelnek az in. R plazmidok (re-
zisztencia plazmidok). Ezek olyan cirkularis DNS molekulak, amelyek a konju-
gacidért és a DNS atvitelért felelds gének mellett tartalmaznak antibiotikum rezisz-
tenciat kialakito géneket is. Jelentdségiik igen nagy, mivel segitséglikkel a baktéri-
umok képesek atadni egymasnak az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia tulaj-
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donsagat. Raadasul az atadas nem korlatozodik azonos faju baktériumokra, pl. az
ember vastagbelében elterjedt E. coli baktériumbol atkeriilhet a sulyos megbetege-
dést okozo Salmonella typhibe, igy hatastalanna téve az ellene iranyulo antibioti-
kus terapiat. Ismeretes a polirezisztencia jelensége is, ami foleg korhazi osztalyo-
kon alakulhat ki az ott eléforduld baktériumokban, vagy otthon antibiotikumokkal
nem célszerlien (célzottan) és megalapozottan kezelt, esetleg orvos altal nem is
latgott betegekben. Veszélyforrast jelent ilyen szempontbdl virusos megbetegedé-
sek antibiotikumokkal valo, abszolut felesleges kezelése.

Baktérium
kromoszoma

Ft F
Konjugdcio, az F plazmid
egyik szdla behasad

A szintetizalodé egyik DNS szal atjut a
recipiens baktériumba

Az atjutott DNS
kétszalasra egésziil ki

A DNS szintézise és a
transzfer befejezadik

F+

6-1. abra
A DNS-transzfer mechanizmusa konjugacioban

Az F-plazmid egy kitiintetett szakaszan a DNS-molekula egyik szalat egy
enzim (specifikus endonukledz) bemetszi. A gordiilé kerék mechanizmus-
sal torténd replikacié soran a bemetszett szal a szabad 5'-véggel indulva
letekeredik a ,.kerék” forgasa kdzben. A letekeredd szal a donorban egysza-
las marad ¢és az F-pilus csatornajan keresztiil a letekeréssel parhuzamosan
atmegy a recipiens sejtbe, ahol kétszalassa egésziil ki a komplementer lanc
szintézisével. A 3'-véghez a letekeredéssel parhuzamosan szintetizalodik a
letekertet potlo, azzal teljesen azonos szal. Ha az egész F-plazmid atjutott a
befogadd sejtbe és kétszalassa egésziilt ki, korré zarodik.
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A bakteriofagok életciklusa és a transzdukcio

A transzdukcié a baktériumok kozotti génatvitel bakteriofagok kozvetitette
modjat jelenti. El6szor érdemes tisztazni, hogy pontosan mik is azok a bakteri-
ofagok ¢és milyen életciklus jellemz6 rajuk. A bakteriofagok olyan virusok, ame-
lyek baktériumokat fertéznek. Felépitésiik hasonld az eukaridtdk virusaihoz, a
kiils6 fehérjeburkon beliil nukleinsav helyezkedik el. A fert6zés soran megtapad-
nak a baktérium felszinén, majd abba bejuttatjak 6rokité anyagukat. Kétféle élet-
ciklusuk létezik. A litikus ciklusban a bakteriofag nukleinsava, miutan bekeriilt a
baktériumba, leallitja az abban zajld DNS-, RNS- ¢s fehérjeszintézist, majd arra
kényszeriti a gazdasejtet, hogy a bakteriofag DNS és fagfehérjék szintézisét
végezze. Az igy képzodo fag alkotokbol tobb szaz fertdzoképes fag szerelodik
Ossze, majd a baktérium lizise kovetkeztében kiszabadulnak, mikozben a gazdase;jt
elpusztul. Az igy képz6dott bakteriofagok ujabb baktériumokat fertézhetnek meg
¢s a ciklus kezdddhet elolrol. Minden fagnak van litikus ciklusa, azokat a fagokat,
amelyeknek csak litikus életciklusa van, virulens fagoknak nevezziik. De hogyan
képesek a bakteriofagok a baktériumok kozotti géntranszferre? Ennek a génatvitel-
nek az egyik, litikus ciklushoz k6t6d6é formaja az Gin. generalizalt transzdukcié. A
litikus ciklusban ugyanis a fagok Osszeszerelédésével parhuzamosan zajlik a gaz-
dasejt DNS-ének fragmentacidja, igy eléfordulhat, hogy egy Osszeszerelddo fag
burokba nem fag DNS, hanem azzal megegyez6 méretli bakterialis DNS fragmen-
tum keriil be. Az ilyen fag a kdvetkezd fert6zés alkalmaval ezen, az el6z6 gazda-
sejtbdl szarmazd DNS-t juttatja be egy masik baktériumba.

A masik jellemz6 életciklus a lizogén ciklus. Ebben a baktériumba bejutott fag
DNS nem inditja el a litikus ciklust, hanem helyspecifikus rekombinaciéval integ-
ralodik a baktérium DNS-¢ébe. A fag DNS igy rejtve marad, a baktérium gene-
raciokon keresztiil 6rokiti azt a sejtosztodasok alkalmaval sajat DNS-ével egyiitt. A
kromoszomajaba integralodott fag DNS-t tartalmazo baktériumot lizogénnek, a
baktériumot lizogenizalod fagot pedig temperalt fagnak (vagy profadgnak) nevez-
ziik. Bizonyos tényezok hatasara a faggenom kivagodhat a baktérium DNS-€bdl, és
litikus ciklus kezdddik meg. Ilyenkor a kivagddas az esetek dontd tobbségében
precizen torténik. Azonban ritkan el6fordul, hogy a faggenom nem pontosan
vagodik ki a kromoszomalis DNS-b6l, hanem egy része benne marad a baktérium
kromoszomaban, helyette pedig a bakterialis DNS-b6l tartalmaz egy darabot.
Ilyenkor természetesen a beintegralodott fag DNS melletti szekvencidkat tartal-
mazza az adott bakteriofag, amely a kovetkezd baktérium fert6zésekor az el6z6
gazdasejtbdl szarmazo DNS darabot is bejuttatja a fert6zés alkalmaval. A transz-
dukcid ezen formajat specializalt transzdukcionak nevezziik.
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6-2. abra
Lizogén bakteriofag lehetséges életciklusai

A gazdasejtbe valo bejutas utan, vagy mint egy litikus virus, azonnal
elinditja a fagspecifikus DNS- és fehérjék szintézisét, vagy pedig integ-
ralodik a gazdasejt genomjaba, s azzal replikalédva atadddik minden
egyes utddsejtbe. Ilyenkor generaciokon keresztiil rejtve marad. Bizo-
nyos hatasokra, pl. a DNS sériilése, a profag indukalodik, s a genombdl
kivagddva litikus ciklusba megy at. 1. A fag megtapad a gazdasejten. 2.
A faggenom bejutasa a gazdasejtbe. 3. A fag-DNS replikacioja. 4. A fag-
genom fagfejbe pakolodik. 5. A gazdasejt lizisekor a fagrészecskék ki-
szabadulnak. A) Profag képzddése. B) A lizogén baktériumok rendsze-
rint ugyanolyan gyorsan szaporodnak, mint a nem lizogének. C) A fag-
kromoszéma kivagodasa a baktérium-kromoszomabdl (altalaban ritka).

A génexpresszio szabalyozasa prokariotakban

Az E. coli baktériumnak, mint azt fentebb emlitettiik, kb 4 400 génje van. Ezen
géneknek azonban nem mindegyike van ,.bekapcsolt” allapotban minden koriil-
mény kozott, azaz nem mindegyikrdl képzodik RNS, illetve fehérje. A valtozo
kornyezeti feltételekhez vald alkalmazkodas céljabol a gének kifejezddésének
(génexpresszid) szabalyozdsa egy szigori folyamat eredménye. Vannak gének,
amelyek olyan enzimeket kodolnak, amelyek alapvetd életfunkciokban jatszanak
szerepet (pl. DNS, RNS, fehérjeszintézis), igy ezekre a baktériumnak mindig
sziiksége van. Ezen enzimek folyamatosan termelddnek, 6ket konstitutiv enzi-
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meknek nevezziik, képzésiik pedig a konstitutiv enzimszintézis: a fehérjék elhasz-
nalddasa, tonkremenetele kovetkeztében fellépd igényt folyamatos szintézissel
elégiti ki a sejt. Ezen enzimeket kodolo géneket haztartasi géneknek nevezziik.
Mas enzimekre azonban az adott kornyezeti feltételek fliggvényében van vagy
nincs sziikségiik a baktériumoknak. Vegylik pl. a kornyezetben el6forduld tapa-
nyagok hasznositdsdhoz kdthetd enzimeket. Evoliicios elony, ha az adott enzimet
csak akkor termeli a sejt, ha a tdpanyag valoban rendelkezésre all — hiszen folya-
matos termelésiik nagy energiaveszteséggel jarna. A katabolikus (Iebont6 folya-
matokban részt vevd) enzimeket az in. induktiv enzimek kdz¢ soroljuk, amelyek
képzése csak akkor indul meg, ha a kdrnyezetben olyan hasznosithaté tapanyag
jelentkezik, amire a sejt rd van utalva. Az anabolikus enzimek, amelyek a makro-
molekulak épitékoveinek létrehozasaért felelések (pl. aminosavak, purin-, pirimi-
din bazisok) a represszalhaté enzimek ko6zé sorolhatok. Ezek szintézise
mindaddig folyik, amig termékiik koncentracioja el nem ér egy bizonyos szintet.

Katabolikus operon: az E. coli lac operonja

Ahhoz, hogy a bakterialis génszabalyozas operonalis formajat megértsik,
tisztaznunk kell az operon fogalmat. Az egy szabalyozasi egységbe tartozo, a
DNS-en kozvetleniil egymas utan elhelyezkedé struktirgének és az ezek ex-
presszidjat befolyasolé szabalyozo szekvenciak csoportjat operonnak nevezzik.
Az operonon beliil helyezkednek el tehat maguk a gének, amelyek egy fehérjét,
vagy RNS-t kodolnak. Ezek a struktargének. A struktirgének elott az azok kife-
jezOdését szabalyozo szekvencidk foglalnak helyet, amelyek egyike az operator. A
transzkripcid alkalmaval az RNS polimeraz promoterhez kdtédése utan megkezdi a
struktargének atirasat. Az adott strukturgének kifejezodése azonban csak akkor
mehet végbe, ha az operator région athaladhat az RNS polimeraz enzim. Ha az
operatorhoz nem kapcsolodik semmi, akkor az RNS polimeraz kialakithatja az ini-
ciacios komplexet ¢és megkezdheti a transzkripciot. Azonban ha az operatorhoz
hozzakotédik egy, az illetd operonra specifikus fehérje, akkor az RNS polimeraz
nem képes azon athaladni (s6t, a promoterhez sem tud kapcsolodni). Ez a fehérje a
represszor, az ezt kodolé gént pedig regulator génnek nevezziik. Erdemes megje-
gyezni, hogy mig az operator szekvencianak feltétleniil a szabalyozott gének
elott kell elhelyezkednie (azaz cisz helyzetben), addig a regulator gén ahhoz,
hogy miikodését kifejthesse, barhol elhelyezkedhet a genomban (vagyis transz
helyzetben is), mivel az arr6l szintetizalodo fehérje a sejten beliili diffazio révén
eljuthat célhelyére. Azonban ha a represszorhoz egy kis molekula, az un. effektor
(katabolikus operonok esetében induktornak nevezziik) kotédik, akkor a represz-
szor nem képes tovabb kapcsolodni az operatorhoz, arrdl levalik és igy megin-
dulhat a struktargének atirasa. A bakterialis transzkripcio jellegzetessége, hogy a
kozvetlenll egymas utan elhelyezkedd struktargénekrél az RNS polimeraz egy
mRNS molekulat szintetizal, amit policisztronalis mRNS-nek neveziink. Igy az
operon struktirgénjei koordinaltan, egy idoben keriilhetnek expressziora. (Itt kell
megemliteniink a regulon fogalmat, ami olyan struktirgének csoportjat jelenti,
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amelyek nem egymas utan, hanem kiilonb6z6 helyeken helyezkednek el a bakté-
rium kromoszoman, de mindeniitt azonos operatorral egyiitt, tehat egy regulator
gén hatasanak alavetve, egy szabalyozasi egységet alkotva.)

Aot 2 A
Represszor

B - ) Z A
-\ mRNS
induktor l l
f-galoktoziddz Transzacetildz

Permedz
6-3. dbra

Az E. coli lac operonjanak elvi vazlata

A represszalt allapot. Az [ regulator gén altal meghatarozott /ac-rep-
resszor fehérje az O operatorhoz kapcsolodva gatolja a mogottes
strukturgének (Z, Y és A) transzkripcidjat.

B: derepresszalt allapot. Induktor hatasara ez a fehérje levalik az O
régiordl és a promoterhez (P) kapcsolodd RNS-polimeraz megkezd-
heti az operon transzkripciojat, aminek eredménye a policisztronalis
lac mRNS.

A katabolikus operonok miikddését egy konkrét példan, az E. coli lac ope-
ronjan keresztiil mutatjuk be. A baktériumokra altalaban, igy az E. colira is
jellemz6, hogy ha tobb tapanyag is rendelkezésre all a kornyezetében, mindig azt
fogja el6szor lebontani, aminek hasznositasdhoz kevesebb energia befektetésre van
sziiksége. Energia befektetés/nyereség szempontjabol a gliikdéz a legkedvezdbb
szénforrds a szamara, ezért mindaddig, amig gliikdz van jelen a koérnyezetben azt
fogja valasztani. Mas tapanyagra csak akkor fog ,rakényszeriilni” ha a gliko6z
készletek kimeriiltek. Ha a gliikdz elfogyott, de laktoz (gliikozbdl és galaktozbol
felépiilé diszaharid) rendelkezésre all, akkor elkezdi a laktozt hasznositani. Ehhez
szliksége van egy, a laktozt lebontod enzimre (B-galaktozidaz), egy fehérjére, ami a
sejtbe bejuttatja a tejcukrot (galaktozid permeaz) és egy tovabbi, a laktdz hasznosi-
tasahoz sziikséges enzimre (tiogalaktozid transzacetilaz). Ezen fehérjéket kodolod
gének alkotjak a struktirgéneket a /ac operonban. A rendszerben induktorként a
laktoz izomerje, az allolaktéz szerepel. Tehat ha a koryezetben laktdz van jelen,
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¢s az bejut a sejtbe, a laktozbol képz6do allolaktoz hozzakotddik a represszorhoz,
ami igy nem képes tovabb kotddni az operator szekvenciahoz és megindulhat a
laktoz hasznositasahoz nélkiilozhetetlen enzimeket kodolo struktirgének atirasa.

Ha az indukalt tenyészethez gliikkozt adunk, megint rendelkezésre all a kedve-
zObb szénforras, tehat nincs sziikség tovabbra a laktéz bontasara, sem pedig az azt
hasznositani képes enzimeket kodold gének aktivitasara. Ekkor a /ac operon rep-
resszalodik (katabolit represszio). Ez a represszido ugy johet létre, hogy a lac
operon muikddéséhez a represszoron ¢és induktoron til egy tovabbi szabalyozasi
pont van beépitve. Ahhoz ugyanis, hogy az RNS polimeraz a promoterhez kapcso-
16dni tudjon egy tovabbi fehérjére, a CAP (catabolite activator protein) fehérjére is
sziikség van. Azonban a CAP fehérje dnmagaban nem tud kotédni a promoterhez,
chhez cAMP-re (ciklikus-adenozin-monofoszfat) is sziikség van. Gliikkoz jelenlé-
tében a cAMP szint erdsen lecsokken (egy itt nem részletezett mechanizmus kovet-
keztében), igy a CAP fehérje nem képes tovabb kapcsolddni a promoterhez, ami-
nek kovetkeztében a transzkripcid iniciacioja elmarad és a lac operon represz-
szalodik.

Ha egy fehérjének a DNS meghatarozott szakaszahoz valo kapcsolodasa gatlo
hatasu, ezt negativ szabalyozasnak nevezziik. Ha a k6todés serkent6 jellegti, akkor
pozitiv szabalyozasrol szolunk. A represszor fehérje negativ, a CAP pozitiv szaba-
lyozo elem.

Figyeljiilk meg! Az e rendszerekben szerepld fehérjék allosztérikusak: egy kis
molekula kotédése valtoztatja meg aktivitasukat. Igaz ez a kovetkez6 bekezdésben
bemutatott rendszerre is.

Anabolikus operon: az E. coli trp operonja

Az anabolikus operonok miikddése hasonld a katabolikus operonok miiko-
déséhez, azzal a kiilonbséggel, hogy a represszor énmagaban nem képes kapcso-
16dni az operatorhoz, ezért azt aporepresszornak nevezziik. Az operatorhoz kap-
csolddasra csak akkor valik alkalmassa, ha kotodik hozza az effektor molekula,
amit korepresszornak neveziink, azaz a hatasos represszor az apo- és korepresszor
komplexe. Az anabolikus operonok miikddését az E. coli trp operonjan szemlél-
tetjiikk, amelyben 5, a triptofan bioszintézisben részt vevo enzimet kodold struktir-
gén kap helyet. A #rp operon alapallapota a derepresszalt allapot, azaz a triptofan
bioszintézis mindaddig zajlik, amig nincs elég rendelkezésre alld triptofan a
sejtben. A trp operon esetében a korepresszor nem mas, mint a bioszintézis vég-
terméke, azaz a triptofan. Ha a baktériumban az intracellularis triptofan szint ma-
gas, a triptofan hozzakotdédik az aporepresszorhoz, igy az aporepresszor-korep-
resszor komplex képes a trp operatorhoz kapcsolddni €s a triptofan bioszintézisben
részt vevo enzimeket kodold gének transzkripciojat megakadalyozni. Ha a sejten
belili triptofan szint csokken, az aporepresszorhoz nem kotédik triptofan, a trp
operon derepresszioja kovetkezik be és megindulhat a triptofan bioszintéziséért
felelds enzimek génjeinek atirasa.
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1. Magas triptofan koncentracio

Transzlaci6s terminator kodon

Vezetﬁ RNS

A riboszéma végighalad a vezetd
peptid terminécios kodonjaig, és
ezzel blokkolja a 2. szakaszt

Vezetd peptid
kédolo régid

2. Alacsony triptofan koncentracid

Vezetd peptid Vezetd szekvencia vége

Tandem triptoféan kodonok

3. Nincs fehérje szintézis
1 2
3 4
LU L]
LLALAARRLALARLLIE

6-4. abra

srer

trp peptid kodok

attenuator régional. A szabalyozas végso soron a triptofan
koncentracié fliggvénye

1. Elégséges triptofan koncentracid esetén az 1. és 2. szakasz nem
tud hurkot képezni, mert a riboszoma gyorsan athalad ezen a
tertileten, a 3. és 4. szakaszoknak jut ideje arra, hogy 1étrehozzak a
transzkripcios terminatort.
2. A sziikségesnél alacsonyabb triptofan koncentracio esetén a ribo-
szoma a triptofan tripleteknél (1. szakasz) varakozik, s a 2. és 3.
szakaszok képeznek hajtlit. [lyenkor nem johet 1étre a transzkripcios
terminator. A struktirgének atirodnak.
az 1.-2. és kovetkezésképpen a 3.-4. RNS szakaszok hoznak létre
hajtiiket, a transzkripcio bevégzddik, és a strukturgének nem kertil-
nek transzkripciora.

A derepresszalt trp operonon azonban nem torténik minden esetben mRNS
szintézis. Ennek oka, hogy a transzkripcio elinditasahoz egy ujabb szabalyozd elem
van beépitve, az atiras csak akkor kezdddik, ha a rendszer ismételten megerdsitést
nyer afeldl, hogy az intracelluléris triptofan koncentracio alacsony. Az els6 struk-
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turgén elétt helyezkedik el a vezetd szekvencia, amely az Gn. vezeté peptidet ko-
dolja. Az ezen beliil elhelyezkedd, Gn. attenuator régioban 4 kiilonboz6 szek-
vencia-szakaszt kiilonboztethetiink meg (6-4. abra). A 3. és 4. szakaszok kom-
plementerek, igy kozottiik 1étrejohet az RNS polimeraz levalasat elésegité hajti
szerkezet (ez tulajdonképpen egy p (Ro)-independens transzkripcids termindciot
jelent, lasd az 5. fejezetben), amelynek kdovetkezményeként a transzkripcio ter-
minacidja kovetkezhet be. Ha azonban az intracellularis triptofan koncentracio ala-
csony, az RNS polimeraz nem valik le a késziil6 mRNS-nek megfelelé DNS sza-
kaszrol, hanem megkezdddhet a struktirgének atirasa. Ez azért lehetséges, mert az
attenuator région beliil az 1. és 2., illetve a 2. és 3. RNS szakaszok is komple-
menterek, tehat hajtiit hozhatnak létre. A vezetd peptiden beliil két egymast kovetod
aminosav is triptofan. Mivel baktériumokban az RNS szintézist kdzvetleniil koveti
a fehérje szintézis, ezért az RNS polimerazt szorosan koveto, fehérjeszintézist vég-
z0 riboszoéma varakozni kényszeriil a triptofant kodolo tripletnél, ha nincs tripto-
fannal toltott tRNS, azaz ha az intracellularis triptofan koncentracié alacsony. Ha a
riboszoma itt megall, lefoglalja az 1. szekvencia szakaszt, igy a hajtli szerkezet a 2.
¢s 3. szakasz kozott jon 1étre, aminek kovetkeztében a 3. és 4. szakasz kozott az
mar nem alakulhat ki, és a trankszkripcié terminacioja nem kovetkezik be. Ha a
sejtben elég triptofan van jelen, akkor a riboszoma tovabbhalad, lefedi a 2.
szakaszt, igy a 3. és 4. szekvencia szakasz kozott létrejohet a terminacios hajti
szerkezet és az RNS polimeraz levalik. Ez a mechanizmus a rendszer finomhango-
lasat teszi lehet6vé.
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7. fejezet
Magasabbrendii szervezetek génregulacidja

Az eukaridta gének és az eukariota mRNS

Az eukaridta genom az egy kromoszomakészleten talalhaté génikus tartalom
(gének, regulator szekvencidk, egyéb szekvenciak) Osszességét jelenti. Amikor
génrdl beszéliink, akkor ezen altalaban olyan DNS szakaszt értiink, melyr6l hirvivo
(messenger) RNS (mRNS) kopia késziil (transzkripcid), amir6l aztan fehérje szin-
tetizalodik (transzlacid). A prokariotakban a genomméret €s a gének szama jol
korrelal egymassal (a genom csaknem 100%-a kodol6 funkcioval rendelkezik), mig
az eukariotaknal a genom igen nagy része (98-99%-a) nem kodol fehérjét. Egyes
nem kodolo részekrdl is irodnak 4t RNS molekuldk (ncRNS — non coding = nem
kodold RNS), de ezek RNS-ként funkcionalnak, nem transzlalodnak, hanem a
fehérjeszintézisben, illetve a génatiras szabalyozasaban vesznek részt. Ilyenek a
transzfer RNS-ek (tRNS), a riboszomalis RNS-ek (rRNS), a kis sejtmagi RNS-ek
(small nuclear = snRNS), a kis sejtmagvacskai RNS-ek (small nucleolar =
snoRNS), a mikro RNS-ek (miRNS), a kis interferald RNS-ek (small interfering =
siRNS), a hosszii nem kddold RNS-ek (long non coding = IncRNS), katalitikus
aktivitassal rendelkez6 ribozimok stb.

Az eukaridta gén nem csak kodolo szakaszokat tartalmaz. A fehérjeszekven-
ciardl informaciot hordozo DNS-t megszakitjak rovidebb-hosszabb nem kodold
szakaszok: ezeket nevezziik intronoknak, szemben a kodold exonokkal. Sok eset-
ben a gén nagyobb részét teszik ki az intronok, példaul a human disztrofin gén (1.
Duchenne muszkuléris disztrofia [DMD], 3. fejezet) tobb mint 99%-at. Szintén a
gén részei az RNS-be atirddd, az RNS 5'- és 3'-végén talalhaté nem transzlalodo
régiok (5'- és 3'-UTR = untranslated region vagy NTR = nontranslated region). A
gén részének tekintjilk még a nem atir6do, hanem a génatiras szabalyozasaban koz-
vetleniil résztvevé régiokat: a promotert (az RNS polimeraz kotédési helye), az
enhanszer(ek)et (enhancer, a transzkripciot serkento szekvenciak), a silencer(ck)-
et (a transzkripciot gatldo szekvencidk). Fontos, hogy a prokariotaktol eltérden az
cukaridta gének sosem szervezédnek operonokba, minden gén 6nalld szabalyozasi
egységet alkot, sajat promoterrel rendelkezik. A fehérjekodold gének esetén ez a
promoter mindig a gén el6tt helyezkedik el (5" vagy masként upstream irdnyban),
mig az enhanszerek és a silencerek barhol lehetnek, akar nagyobb tavolsagra is a
gén elott (upstream) és/vagy a gén mogott (3’ vagy masképpen downstream
iranyban).

Mivel a gén mindig 6nallo atirasi egységet alkot, ezért az eukaridta mRNS-ck
monocisztronalisak (vagyis csak egy génrél hordoznak informaciot). A génrol
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viszont kozvetleniil nem mRNS késziil, hanem ugynevezett pre-mRNS vagy mas-
ként hnRNS (heterogén nuklearis RNS), melybdl még el kell tavolitddnia az intro-
noknak (intronkivagas), az exonoknak ossze kell kapcsolodniuk (exon splicing),
illetve az 5'- és a 3’-végnek még moddosulnia kell. Ezeket a folyamatokat 6sszefog-
lalé névvel RNS érésnek vagy RNS processzalasnak (processing) nevezziik. Lege-
16sz0r az 5'-véghez harom foszfatcsoporton keresztiil kapcsolodik egy guanin, egy
tin. sapka, mely a kapcsolodas utan metilalodik (metil-guanin sapka, m’G; a folya-
mat neve capping vagy magyarul sapkaképzédés). A kovetkezd 1épés a 3'-vég
modosuldsa, a poliadenilaciéo. Ennek soran a pre-mRNS 3'-vége hasitodik egy
adott szekvencia (AAUAAA) utan, ezért ezt poliadenilaciés szigndlnak is ne-
vezziik, majd 100-250 adenin nukleotid kapcsolodik hozza (poli-A farok).
Gén elétti régio
(upstream) Geén utani régioé
Transzkripcio Exonok (downstream)
6 i Terminator kodon
kezdo'pontja / / \\ v/

. e, N —— e W

Prométer [A\lnicia'tor V\f / T

kodon

Intronok
Poliadenilacios
5" nem transzlalt régié szignal
(5 UTR) 3' nem transzlalt régio (AATAAA)
(3’ UTR)

Transzkripci6 iranya

7-1. abra
Egy atlagos fehérjekodolo eukariota gén vazlata

A valoban kodolo részeket az exonok jelentik, az intronok eltavoli-
todnak az atirt mRNS érése soran. A promoter a transzkripcio iniciaci-
ojakor, az RNS polimeraz kotédéséhez sziikséges, illetve a génhez tar-
tozonak tekinthetjiik még az dbran nem szerepl6 transzkripcids ser-
kentO (enhancer) és gatld (silencer) szekvenciakat. Az iniciator és
terminator kodonnak csak a transzlacié soran van szerepe. A transz-
kripcidé a komplementer szalrol torténik.

A mRNS érése soran a harmadik folyamat az intronok eltavolitasa és az exonok
Osszekapcsolasa, melyet k6zos névvel az utobbi folyamat utan splicingnak neve-
ziink. A legtobb intron a spliceosome segitségével tavolitodik el. A szplajszoszo-
mak snRNS-ekbdl és fehérjékbdl allnak. Vannak olyan intronok is, melyek eltavo-
litasahoz nincs sziikség szplajszoszomakra, mivel képesek katalizalni sajat kivago-
dasukat: ezek az Un. Onkivagd vagy On-atszabasra képes intronok (1. 5. fejezet,
ribozimok). Az dnkivagé intronok szekvenciaja fontos a kivagodas megtorténtéhez,
a tobbi intronnal féleg a donor, akceptor és az elagazasi hely nukleotidjai kritiku-
sak.
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Nem atir6doé szal
(kodolé szal)

s .
Atir6dé szél—\,@? i

(templat szal)

1. Transzkripci¢ 5 CAP -m—Smm—

Sejtmag

)
}

2. RNS érés 5| Q Q IAAAAS
}

3. Transzport 5’ AAAA3Z

Citoplazma No6vekvé polipeptidlanc

4. Transzlacio 5 8 8 é é ggA AAAZ
Riboszomak / @

5. Fehérjék 6sszeszerelése %Elkészult polipeptid

7-2. abra

Az informacidaramlas iranya egy olyan eukaridta gén esetén, melynek
harom exonja €s két intronja van

Az 1. és a 3. exon fehéren hagyott része nem transzlalodik (5'- és 3'-UTR).
mutatja. A nem atirddo szal szekvenciaja megegyezik a masik, vele komple-
menter templat szalrol atirt RNS-ével (kivéve persze, hogy a DNS-ben
dezoxiribonukleotidok, az RNS-ben pedig ribonukleotidok vannak, és hogy
az RNS-ben uracil talalhat6 timin helyett), ezért ennek a szalnak a szekven-
cigjat adjuk meg a gén szekvencidjaként, és ezért ezt a szalat kodolod szalnak
nevezzik.

Amint az a 7-2. abran is lathato, a prokariotaktol eltéréen a transzkripcio és a
transzlacio térben €s ezért sziikségszeriien id6ben is elkiiloniil egymastol: a transz-
kripci6 és a mRNS érése a sejtmagban, egymassal részben szimultan, mig a fehér-
jeszintézis a citoplazmaban, szabad citoplazmatikus vagy éppen a durvafelszinii
endoplazmatikus retikulumhoz (RER = rough endoplasmatic reticulum) ko6t6do
riboszomakon zajlik (a fehérjék rendeltetési helyének megfeleléen). Ezt az jelenti,
hogy az érett, és csakis az érett RNS-eknek ki kell jutniuk a citoplazmaba a porus
komplexeken keresztiil. Az érési folyamat eredményeként keletkez6 mRNS-eket a
lezajlott folyamatok nyoman keletkez6 valtozasok elkiilonitik a tobbi RNS-t6l és
novelik stabilitasukat, majdani transzlaciojuk hatékonysagat, és lehetéve teszik ex-
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portjukat. Ebbdl a szempontbol minden érési 1épés fontos, de kiemelhetd a splicing
folyamata és a poli-A farok jelenléte, ami nélkiil az mRNS semmiképpen nem ex-
portalodik, és nagyon hamar lebomlik. A poli-A farok az 5'-sapkéval egyiitt szig-
nalként szolgal a riboszoma szamara, hogy a mRNS ép, rola lehet fehérjét szinte-
tizalni. Kiilon kiemelendé még az 5’-sapka szerepe a nukleazok elleni védelemben
illetve a fehérjeszintézis iniciacidjaban.

Az eukaridta gének transzKkripcidja és a transzkripcié szabalyozasa

A transzkripcid inicidcioja soran az enhanszerhez specialis DNS kot6 fehérje®’,
un. transzkripcios aktivator kapcsolodik. Ez szervezi a sok alegységbdl allo
transzkripciés faktorok kotodését, melyek egyike a promoter részét képezo
TATA boxhoz®® k6t6dé6 TBP (TATA box binding protein = TATA box kotd fehér-
je). Az igy 1étrejovo fehérje komplex hidat képez az enhanszer és a promoter ko-
zott, jelenlétében kotddik az RNS polimeraz, és eme inicidciés komplex kialaku-
lasa utan megindulhat a transzkripcid. Természetesen egy gén transzkripcidjanak
iniciacidjara tobb enhanszer is hatassal lehet, illetve silencerek is befolyasolhatjak
transzKkripcids inhibitorok segitségével a folyamatot. A gének atirasat szabalyozo
fehérjék rendszerint fajlagosak egy sejt- vagy szdvetféleségre. Ugyanaz a fehérje
vehet részt aktivald és gatld komplexek kialakitasaban is, vagyis egyszer transz-
kripcios aktivator, maskor transzkripcids inhibitor szerepben tlinik fel, ezért is he-
lyesebb transzkripciés szabalyozokrol beszélni. A transzkripcids szabalyozok
aktivitasa szintén szabalyozott, példaul poszttranszlaciés modositasok segitségével,
vagy ugy, hogy egy masik fehérjéhez (altalaban chaperonhoz’®) kétve talalhatok a
citoplazmaban, amirdl csak egy meghatarozott jel (szignal) hatasara valnak le, és
Iépnek be a sejtmagba. Ez utdbbira példaként emlithetdk a szteranvazas hormonok
citoplazmatikus receptorai, melyek specialis Gn. valaszadd elemeket tartalmazo
regulator szekvenciakhoz kapcsolodnak, de csak ha a megfelelé hormon (a ligand-
juk) kotodott hozzajuk.

" A DNS-koté fehérjék specialis mintazatot ismernek fel a DNS-en, és fajlagosan képesek
ezekhez kapcsolodni a DNS-kot6 doménjeik segitségével. Ezek a domének lehetnek helix-
turn-helix (hélix-fordulat-hélix), helix-loop-helix (hélix-hurok-hélix), cink-ujj, leucin cipzar
stb. szerkezetliek.

** A TATA-box a transzkripcié kezddpontjahoz képest (+1) upstream, tsbbnyire a -40 — -25
nukleotidok kozott, a promoteren beliil elhelyezkedd, timin- és adenin-gazdag régio.

¥ A chaperonok vagy dajkafehérjék segitenek stabilizalni, kialakitani, regeneralni mas fe-
hérjék szerkezetét. A kdvetkezd mondatban emlitett példaban viszont a receptorhoz kapcso-
l6dva elfedik azt a szekvencia-részletet, mely sziikséges a receptor sejtmagba juttatasahoz
(NLS, nuclear localisation signal/sequence = sejtmagi lokalizacids szignal/szekvencia). A
ligand kotddése megvaltoztatja a receptor térszerkezetét, a chaperon levalik, szabadda téve
az NLS-t.
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Amint mar emlitettiik, az eukariota genomnak csak kb. 1-2%-a kodol fehérjét.
Emberben ez hozzavetdlegesen 25 000 gént jelent, holott sejtjeinkben mintegy 250
ezer — 1 millid kiilonb6zo fehérje talalhato. Ez csak igy lehetséges, ha egy génrol
tobbféle fehérje is késziilhet: persze nem egy helyen, nem egy idében, hanem egy
génrél — néha csak kissé — eltéré fehérjék, fehérje izoformak szintetizalddnak a
kiilonb6z6 sejttipusokban, illetve az egyed fejlodésének kiilonbozé stadiumaiban.
A valtas jol szabalyozott, és tobb lehetséges eleme van, ezek egyike az alternativ
promoterek hasznalata. Az ilyen gének tobb promoterrel és transzkripcids kezdo-
ponttal rendelkeznek, az egyes promoterek mas-mas sejttipusokban vagy az egyed
fejlodésének mas-mas stddiumaiban mitkddnek (7-5. 4bra). L. még az alternativ
splicingot alabb!

A transzkripcio elongacidja a mar ismertetett modon (1. 5. fejezet) torténik. Lé-
nyegében az RNS-ek (és minden nukleinsav) szintézise soran harom szabalyszerii-
ség fontos:

1) bazis komplementaritas (itt G-C; C-G; A-U; T-A; a parok elsé tagja a temp-

lat szalon talalhato, a masik az 0j szalba vele szemben beépiilé nukleotid),

2) a templat és a rola szintetizalodo 0j szal antiparallelitasa (az uj szal 5'-vége a

templat 3'-végérol, mig 3'-vége a templat 5'-végérol késziil),

3) az 0j szal 5'-3’ iranyban vald szintetizalodasa (vagyis hogy a késziilo szal

mindenkori 3’ végéhez kapcsolodnak 1j nukleotidok).

Az elongacié tehat e szabalyszerliségeken alapulva torténik eukaridtakban is.
Ami kiilonbozik, az az, hogy az RNS szintézise soran folyamatosan tavolitodnak el
az intronok a késziil szekvenciabol.

A transzkripcié termindcidjaban a poliadenilacios (poli-A) jelszekvencia vagy
szignal (AATAAA a kodold szalon) jatszik fontos szerepet, mivel az RNS polime-
raz a késziilo pre-mRNS elhasitodasa utan valik le a DNS-r6l. Tehat a transzkripcio
terminacioja a poliadenilacioval kapcsoltan torténik.

A transzkripcio szabalyozasaban nemcsak a promoter illetve az enhanszerek és
silencerek vesznek részt, hanem hozzajuk hasonldéan nagy fontossaggal bir a kro-
matin kondenzaltsagi foka, melyet a DNS és a hozza kapcsolodo fehérjék modosi-
tasai, valamint egyéb regulator szekvenciak befolyasolnak. Ezeket a tényezoket,
melyek egy gén kifejezodését a DNS (kémiai vagy szerkezeti, de nem szekvencia-
beli) modositasaval befolyasoljak, epigenetikai tényezéknek nevezziik, a szaba-
lyozast pedig epigenetikai szabalyozasnak.

Az aktivan atir6dd gének nagy része az eukromatinban talalhato, mely lazabb
szerkezetli, igy az RNS polimeraz konnyebben hozzafér a génekhez (1. 1. fejezet).
A heterokromatin kondenzalt, de szerkezete fellazulhat (fakultativ heterokroma-
tin), és rola génatiras torténhet. A Konstitutiv heterokromatinréol sosem torténik
RNS szintézis. A valtast, hogy egy régid heterokromatikus vagy eukromatikussa
valik-e, az LCR (locus control region = lokusz kontroll régid) szabalyozza.

A kromatin kondenzacid ¢s igy a génatiras mértékét a hiszton kod is befo-
lyasolja (1. 1. fejezet). A hisztonokat mddositd enzimek altalaban egy nagyobb fe-
hérjekomplex, a kromatin atrendezé komplex (chromatin remodeling complex)
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részeként miikodnek. A komplex a hisztonok megfelelé modositasa utan ATP fel-
hasznalasaval destabilizalja, atstrukturalja, levalasztja a DNS-rél vagy elcsusztatja
a nukleoszomakat, igy hozzaférhetové (vagy visszarendezddéskor fedetté) valnak a
transzkripcio iniciacidjahoz sziikséges szakaszok. A kromatin atrendezé kom-
plexek egyébként sziikségesek a DNS replikaciojahoz, javitasahoz és a rekombi-
naciohoz is (csakugy, mint a helikazok vagy a topoizomerazok, 1. 5. fejezet).

Maga a DNS is modosulhat, ez altalaban valamely bazis enzimatikus modosita-
sat jelenti, egy kémiai csoport kapcsolddasat vagy eltavolitasat. A génexpresszio
regulacioja szempontjabol leglényegesebb modositas a CpG dinukleotidok (egy
szalon beliil, egymassal szomszédos nukleotidok, a p a koztiikk 1évé foszfodiészter
kotést jeloli) citozin tagjanak metilacidja. Ha sok metil csoport talalhaté egy DNS
szakaszon, az elnémitja az ott talalhatd gént, ezért az eukromatin hipometilalt, a he-
terokromatin pedig hipermetilalt.

Vannak olyan kromoszdéma szakaszok, géncsoportok, melyeken specialis, nem-
re jellemz6 metilacios mintazat alakul ki a gametogenezis soran, amely az utédban
is stabilan, a szomatikus sejtekben (legalabbis az expresszid szempontjabol fontos
sejtekben, szovetekben) kitordlhetetleniil megmarad. Ezt a jelenséget genomialis
imprintingnek, genomi bevésédésnck nevezziik. Az adott szakaszon a metilalt
gének inaktivak, nem aktivalhatok. Az elnémitasuk Un. imprinting centrumok
kozremiikddésével torténik. Az imprinting mindkét nem ivarsejtjeiben megjelenik,
egy szakaszon alterndldé mintazatot mutat a két nemben, vagyis amelyik gén az
adott szakaszon inaktivalodott a petesejtben, az aktiv a spermiumban, és forditva.
Ez azt jelenti, hogy minden ember csak egy aktiv kopiaval rendelkezik ezekre a gé-
nekre vonatkozoan, ami a géntdl fiiggden mindenkinél vagy az apai vagy az anyai
eredetli kromoszoman talalhatd. Ez a metilacios mintazat csak az ivarsejtek képzo-
dése soran torlddik az dsivarsejtekben, és az ivarsejtekben a nemre jellemzo6 inak-
tivacios mintazat alakul ki.

Egy ilyen teriilet pl. a 15-6s kromoszoéman (15q11.2-q13) talalhato PWS/AS régi6 vagy
domén, melyben a SNORD116 génklaszter elemei (és mas gének) a petesejtben inaktivalod-
nak és a spermiumban aktivak maradnak, mig az UBE3A4 (és az ATP10C) gén a petesejtben
marad aktiv és a himivarsejtben inaktivalodik (7-3. abra). Attdl fiiggben, hogy melyik szii-
16t81 szarmazik hibas kromoszdéma, a teriilet két szindroma kialakuldsaért lehet felelés. Ha
az apai PWS/AS régio6 delécidt szenved, akkor Prader-Willi szindréma (jellemz6i: enyhébb
szellemi visszamaradottsag, fejlddési retardacio, hipogonadizmus, falanksag és sulyos elhi-
z4s); ha az anyai kromoszéman torténik hasonld delécid, akkor Angelman szindroma
(nagyfoku szellemi visszamaradottsag, sulyos mozgészavar, gorcsok) alakul ki. Elveszhet a
teljes kromoszoéma is, de ezek az utddok csak akkor életképesek, ha a masik sziild 15-0s
kromoszomajabol viszont két példany van jelen (hiszen az autoszomalis kromoszomak mo-
noszomiai €letképtelenek, 1. 2. fejezet). Ezt a helyzetet uniparentalis diszomianak (UPD,
egysziilds diszomia) nevezziik. Kialakulhat a kromoszoma duplikaciojaval, a zigota elsé
osztodasakor bekovetkezd mitotikus nondiszjunkcioval, vagy meiotikus nondiszjunkci-
oval, minek kdvetkeztében az adott ivarsejtbe eleve két 15-6s kromoszoma keriilt. Termé-
szetesen, ha az apai 15-0s kromoszomabol két példany van, és az anyai kopia hianyzik
(paternalis uniparentalis diszomia), az éppigy Angelman szindroméahoz vezet, mint a
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régi6 delécidja az anyai kromoszdéman, a maternalis uniparentalis diszémia pedig éppugy
Prader-Willi szindréméhoz, mint az apai régio6 torlédése.

%
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FFLe T IO 9689 O 0 & 4Q 9989 F&L £
SETA ST EF 66656 5 5 5 FEFFT FERS
Cen ——
BP1 BP2 IC  snoRNS gének BP3 BP4BP5 '
PWS régi6 AS
7-3. abra

A 15-6s kromoszoéma genomi imprinting ala eso régidja
A PWS régioban talaljuk az apai eredeti kromoszoman aktiv géneket,
mig az AS régioban talalhatdo gének az anyai eredetli kromoszéman
maradnak aktivak. IC: imprinting centrumok (anyai: iires téglalap;
apai: fekete téglalap); BP: a leggyakoribb toréspontok a régio delé-
cidja esetén; Cen: centromer; Tel: telomer

A génkifejez6dés poszttranszkripcios kontrollja

Amint az el6z6kben lathattuk, egy mRNS szintézise sokrétiien szabalyozott fo-
lyamat. Erre azért van sziikség, hogy a sejt ne vesztegessen feleslegesen nukleoti-
dokat és energiat, ha val6jadban nincs is sziiksége a transzkriptumra. A fehérjeszin-
tézis is energiaigényes folyamat, nemcsak az aminosavak aktivalasa, hanem ma-
guknak az aminosavaknak a szintézise illetve felvétele is ATP igényes, nem is
beszélve a peptidkotés kialakitasarol, tehat a sejt meg fogja valogatni, hogy melyik
mRNS-16l készit fehérjét. A szekvencia helyességét ugyan nem tudja ellendrizni,
hiszen (szemben a DNS polimerazzal) az RNS polimeraznak nincs dnkorrekcios
funkciodja (proofreading aktivitas), de a szerkezeti épség és megfeleldség ellendriz-
hetd, s6t, ha egy mRNS épnek talaltatott, és kikeriilt a citoplazmédba, még akkor
sem biztos, hogy transzlalodni fog (7-4. abra), ellenben kdnnyen lehetséges, hogy
lebomlik, vagy éppen a sejt ,.elteszi késObbre”. Példaként emlithetjiik a zigotat,
amely a megtermékenyiilés utan rogton osztodni kezd. Az elsé osztéodasok olyan
gyorsan torténnek, hogy nincs id6 kdzben ,kicsomagolni” a kromoszomakat a
transzkripciohoz, vagyis az ilyenkor sziikséges fehérjék szintéziséhez, az mRNS-
cknek ott kell tarolddniuk a petesejt citoplazmajaban (citoszkeletalis elemekhez
rogzitve), rdadasul a citoplazma meghatarozott részén (pl. mert a fobb testtenge-
lyek — anterior-posterior, cranial-caudal — meghatarozasahoz sziikségesek). Mivel a
petesejtben tarolodtak, ezért ezek az mRNS-ek csak az anya genomjarol szintetiza-
lodhattak, vagyis ezeknél a géneknél az anya genotipusa egyediil hatarozza meg az
utod fenotipusat: ezt nevezziik anyai hatasnak.
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7-4. abra
Az eukariota génkifejez6dés és szabalyozasanak szintjei

Minden egyes 1épésben szamos szabalyozasi lehetdség rejlik. A transzkrip-
ci6 (1) gatlédhat vagy aktivalodhat a kromatin vagy a DNS modositasai ¢s
transzkripcios szabalyozok révén. Eltéro fehérjék keletkezhetnek ugyanarrol
a génrdl az alternativ promoterek illetve alternativ RNS érési folyamtok se-
gitségével (2). Az érési folyamatok fontosak az RNS transzportjahoz (3) is,
az RNS szekvencia meghatarozza a molekula féléletidejét (4), illetve a réla
vald transzlacié hatasfokat, esetleg késleltetett voltat (5). A végso szabalyo-
zast pedig maganak a fehérje aktivitasanak a szabalyozasa jelenti (6).

A precizen szabalyozott génexpresszido nem csak az anyag- és energiapazarlas
elkeriilése miatt fontos, hanem azért is, hogy a sejt a rendeltetésének és a kdrnyezet
altal tamasztott kovetelményeknek megfeleloen miikddjon. A genetikai anyag
minden sejtiinkben azonos, a sejtek kozotti szerkezeti és miitkdésbeli kiilonb-
séget az eltéré génkifejezédési mintazat alakitja ki. A fentiekben mar emlitettiik,
hogy egy génrdl tobbféle fehérje is késziilhet. Az ilyen fehérje izoformak a kiilon-
b6z6 sejtekben sokszor hasonld, de azért legalabb kismértékben eltéré funkcioval,
szubsztratspecifitassal, enzim kinetikai paraméterekkel, elhelyezkedéssel, stabili-
tassal stb. rendelkeznek. Kialakitasuk leggyakrabban un. alternativ splicing segit-
ségével torténik: a kiilonbozo sejttipusok a gén mas részeit hasznaljak exonnak,
illetve intronnak, igy a képzédé mRNS és végsd soron a fehérje szekvencidja kii-
16nbozni fog ezekben a sejtekben (7-5. dbra). Szintén modosithat a szekvencian
nativ poliadenilacio, amely soran a gén 3’-végén tobb poliadenilacios jelszekven-
ciat is talalunk, és szintén sejtfiiggd, hogy melyik lesz a valodi végpont (7-5. abra).
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7-5. abra
Alternativ mRNS érés tipusok €s a képzodo mRNS-ek (i €s ii)

A versengd 5’ ss (a) €s 3’ ss (b) exon modositast jelent. (¢) Az egymast
kolesondsen kizard exonok esetén két vagy tobb exon koziil csak egy ma-
rad az mRNS-ben. (d) Az elkiiloniil6 kazetta exonok barmelyike maradhat
az RNS-ben vagy kivagodhat bel6le. (e) Ha az intront hatarol6 ss-t figyel-
men kiviill hagyja a spliceszoma, akkor az intron az RNS-ben marad. Al-
ternativ splicing eléfordulhat (f) alternativ promoterek hasznalatakor vagy
(g) alternativ poliadenilacios szignalok esetén is. A splicing eseményeket
exonokat 6sszekotd szaggatott vonalak jelolik. A sotét(ebb)sziirke elemek
a feltételes exonokat vagy exon részleteket reprezentaljak. Roviditések: A,
poliadenilacios hely; ss, splice site (splicing hely).

Az RNS editalas*’ vagy RNS szerkesztés is a pre-mRNS szekvencijanak mo-
dositasaval jar, igy, hogy a genom egy mas pontjardl atirddott vezetd RNS-t (guide

“ Ezta jelenséget protozoonok mitokondriumaban fedezték fel, de emberben is eld-

fordul. A méajban termel6dé apolipoprotein B-100 (4563 aminosav, 100 kDa, feladata lipi-
dek szallitasa a vérben) és a vékonybélben atirodo apolipoprotein B-48 (2152 aminosav, 48
kDa, feladata a lipidek felszivasa a bélbol) ugyanarrol a génrdl késziil, csak a vékonybélben
egy gRNS segitségével a 2153. kodon STOP kodonna alakul, igy a fehérje rovidebb lesz.
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RNS, gRNS) vagy RNS-cket mintaként hasznalva, azok szekvenciajahoz igazitja a
pre-mRNS-ét nukleotid cserével, betoldassal vagy torléssel.

Az mRNS 0sszes modositasa (pl. eltéré exon Osszetétel, eltérd hossz, mas
transzkripcios kezd6 és végpont, szerkesztés miatti megvaltozott szekvencia, a
poli-A farok hossza, helye) mind befolyasolja az mRNS exportjat a citoplazmaba, a
stabilitasat és a rola torténd fehérjeszintézis hatékonysagat, mértékét. A modosita-
sok azt is meghatarozzak, hogy azonnal fehérje szintetizalodik-e az mRNS-r6l,
vagy tarolodni fog a citoplazmaban (késébbi felhasznalas céljabol), esetleg lebom-
lik. Az utébbi két folyamat in. RNS interferencia (RNSi) miatt is torténhet. Az RNSi
soran az mRNS-hez révid (20-25 bazis hosszusagu), az mRNS-sel komplementer ncRNS-
ek, un. mikroRNS-ek (miRNS) illetve kis interferaldo RNS-ek (small interfering RNS,
siRNS) kapcsolddnak. Pontos illeszkedés esetén az mRNS-t egy fehérjekomplex (RISC,
RNA-induced silencing complex = RNS indukalta elnémité komplex) elhasitja. Nem toké-

s

nem szintén a RISC komplexszel kardltve csak a transzlaciéo géatlasat okozzak, az mRNS
tarolodni fog az un. P-testecskékben (processing body, P-body) a citoplazméaban. Az RNS
interferencia a kromatin allapotara is visszahat, heterokromatizaciét okozhat.

A transzlacié regulacidja azért sziikséges a sejt szdmdra, mert sokszor gyors
valtozasokra kell reagalnia, és ilyenkor nincs id6 a transzkripcio — RNS érés — RNS
transzport 1épések végigjarasara. Raadasul a transzlacio gatlasat vagy inicialasat
eredményez6 folyamatok reverzibilisek. Azokban a sejtekben kiilonésen fontos ez
a fajta regulacio, ahol az érett sejtnek mar nincs sejtmagja (vorosvértest, thrombo-
cyta) és a raktarozott mRNS-ek transzlacidja révén nyeri fehérjéit. Fontos az
mRNS szekvenciaja: a benne kialakulé — 6nkomplementer — hajtii szerkezetek
meggatolhatjak, vagy éppen segithetik a riboszoma kapcsolddasat; ilyen hatasa
egyébként mRNS-hez kapcsolodo kis regulatorikus RNS-eknek is lehet. A transz-
lacié iniciacidjahoz sziikséges fehérjék aktivalasa-inaktivalasa poszttranszlacios
modositasok révén szintén eredményesen befolyasolhatja a fehérjeszintézist.

Ha a fehérje mar elkésziilt, akkor is eléfordulhat, hogy ideiglenesen nincs sziik-
ség ra. Ahogy az elobb lattuk a transzlacios iniciacios faktorok esetén, ekkor a fe-
hérje reverzibilis modositasokkal inaktivalhato, és ha Ujra sziikség lesz ra, akkor
aktivalhatd. Leggyakoribb modositas a kinazok altali foszforilacio, illetve a foszfa-
tazok altali defoszforilacio (fehérjéje valogatja, hogy a foszfat csoport kapcsolo-
dasa vagy eltavolitasa-e az aktivalo hatasu), de egyéb modositasok, mint példaul
alkilacio, acetilacio, ubiquitinacid, ADP-ribozilacio stb. is gyakoriak. Az ubiqui-
tinacié a fehérje proteolizisét is eredményezheti, ha legalabb egy négytagl ubi-
quitin lanc kapcsolodik egy meghatarozott lizin oldallanchoz. Ekkor a fehérje a
proteaszoma komplexbe keriil és lebontodik. A fehérjék iddéleges inaktivacioja
chaperonokhoz vald kapcsolodassal is torténhet (I. citoplazmatikus hormonre-
ceptorok).

Utoljara meg kell még emliteniink, hogy a génexpresszid szabalyozasa olykor
maganak a génnek az atszabasaval jar (DNS atszabas, atrendez6dés). llyenek a B-
lymphocytak altal termelt immunglobulinok (Ig, masként antitestek) nehéz és
konnyi lancait kodolo gének, illetve a T-lymphocytak felszinén talalhatd T-sejt
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receptorok (TCR, T-cell receptor) fehérjelancainak génjei. Az Ossejtekben még a
teljes DNS megtalalhato, a lymphocytak érése soran azonban a modulok tobbsége
kivagodik a DNS-bol, mig csak egy modulkombinacido marad, amirél az adott
fehérje elkészithetd. A lehetséges kombinacidok szama tobb millio, minden sejtben
mas és mas alakulhat ki, ami a szintén milliéféle antigén (és ezek kiilonféle
epitopjai) elleni védelemhez sziikséges: igy nagy eséllyel létre tudunk hozni olyan
immunglobulint, illetve T-sejt receptort, mely felismerhet egy adott antigént.
Amely limfoid sejtek az adott pillanatban hasznos fehérjemolekulat produkalnak,
megkapjak a jelet ennek tovabbi termelésére és a sejtosztodasra, azaz Gg stadi-
umbol Gi-be 1épésre. Az igy l1étrejovo klonok mindig csak azt az egyféle antitestet
szintetizaljak, amit — a kialakulas idején még véletlenszertien — a legelsé sejt kez-
dett el termelni. A nem hasznosithaté molekulakat létrehozo sejtek elpusztulnak.
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8. fejezet
Mutdcio

A mutacidk a genomban tarolt informaci6 tovabborokithetd valtozasai, kiala-
kulasukkor az eredeti nukleotid sorrend visszafordithatatlanul megvaltozik. A ge-
nom véletlenszerl valtozasai a legtobb esetben karosak a sejt szamara, azonban az
altalanosan elfogadott evolucids paradigma szerint az elényds mutaciok jelentésen
hozzéjarultak az egyre bonyolultabb, a valtoz6 kornyezethez egyre jobban alkal-
mazkodni tudo é16 szervezetek kialakulasahoz.

A mutaciok tipusai

A csiravonal sejtjeit érint0 (germinalis) mutaciok nem okoznak tiineteket az
azokat elszenvedd (pl. radioaktiv sugarzasnak kitett) személyekben, azonban az
utodokban molekularis betegségek kialakulasat okozhatjak. A testi (szomatikus)
sejtek mutacioi leggyakrabban nem jarnak kovetkezményekkel, azonban bizonyos
gének megvaltozasa a testi sejtek ellendrizetlen, tilzott szaporodasat idézheti eld
(tumor szuppresszorok elvesztése, onkogének keletkezése), igy daganatos betegsé-
gek kialakulasahoz vezethetnek. (Részletesen 1. 11. fejezet.)

A DNS-ben kédolt informacié megvaltozasa a genomot kisebb vagy nagyobb
mértékben érintheti. Kromoszomavizsgalattal azonosithatok nagy kiterejedésii mu-
taciok: a kromoszomaszam eltérései, illetve a strukturalis kromoszdéma aberraciok.
Mindkét esetben tobb gén kopiaszama megvaltozhat, igy ha a sejt életképessége
nem is csokken szamottevoen, a tobbsejtli Gsszetett organizmusokban koros elval-
tozasok jelenhetnek meg a mutacié nyoman. A kromoszomaszam eltéréseit a testi
sejtekben a mitotikus apparatus hibaja idézheti el6. A kromoszéoma szakaszok in-
szercidjat (beépiilés 0j helyre) delécigjat (kiesés), szubsztituciojat (kicserélodés)
¢és inverzidjat (kromoszoma szakasz megfordulasa) ionizaldé sugarzasok és virus-
fert6zések okozhatjak.

A mutaciok legnagyobb része a klasszikus citogenetika fénymikroszkopos
modszereivel nem vizsgalhatd. Ezek felderitéséhez molekularis bioldgiai technikak
szikségesek.
inszerciojat vagy szubsztiticidjat jelentik. Az ilyen mutaciok teljes gének, intro-
nok vagy exonok kopiaszdmanak megvaltozasat eredményezhetik, vagy akar
egyetlen bazispart is érinthetnek (pontmutacid). A pontmutdaciok gyakran nem
jarnak kovetkezményekkel, azonban ha kritikus DNS szakaszon jelennek meg je-
lentdsen megvaltoztathatjak a géntermék struktarajat vagy kifejezodését.
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Pontmutaciok gyakran talalhatok fehérje kodold régidokban, azonban nem min-
dig okozzak a fehérje struktirajanak megvaltozasat. A legtobb kodon harmadik
bazisa jelentéktelen a novekvd polipeptidlancba beépiild aminosav szempontjabol.
Az ilyen ,,10ty0g6s” bazisok kicserélédése az ugynevezett ,,same sense” (azonos
jelentésli) mutacidé nem okoz valtozast az aminosav szekvenciaban.

A mutacio ,,missense” (hibas, téves jelentésii), ha a kodon megvaltozasa ami-
nosav kicserélddést idéz eld. Az 0j aminosav kémiai szerkezete hasonl6 lehet az
eredetihez, igy bar az elsédleges fehérjeszerkezet megvaltozik, a masodlagos és a
harmadlagos érintetlen maradhat. Ekkor beszélhetiink ,,silent” (csendes) mutacio-
rol. Ellenkezd esetben a fehérje strukturaja szamottevéen megvaltozhat. Igy a mu-
taciok kozott megkiilonboztetiink funkciovesztéses (loss of function) és funkcio-
nyeréses (gain of function) mutacidékat. Az elsét aligha kell magyarazni, a ma-
sodiknal azonban nem csak az érintett gén vagy az altala kodolt fehérje talmii-
kodésérol lehet szo, hanem 1étezik térben (sejten vagy szervezeten beliil) és/vagy
idében mashol avagy maskor (nem a kivant idépontban) kifejez6d6é génmiikodés is.

A baziscsere korai stop kodont hozhat 1étre, amely rovidebb, nem funkcionald
fehérjetermék képzodéséhez vezet (,,nonsense”, értelmetlen mutacid). A pontmuta-
ciok befolyasolhatjak a transzkripcids regulatorok kotdédését a DNS-hez. Az epi-
genetikus szabalyozasban részt vevé DNS szakaszok pl. lokusz kontroll régiok

A bazis kicserélodés oka lehet replikacios hiba vagy a bazisok kémiai struk-
turajat megvaltoztatd vegyiilet (1asd alabb).

Harommal nem oszthat6d szamu bazis kiesése vagy beépiilése , frameshift” mu-
tacio kialakuldsahoz vezet. A genetikai kod bazisharmasai nincsenek egymastol
strukturalisan elvalasztva, ezért ha egy bazis kiesik egy kodonbdl akkor a kovet-
kez6 kodon els6 bazisa lesz a harmadik bazis, és igy tovabb, tehat az olvasasi keret
eltolodik (frame = keret; shift = elcsuszas). Kereteltolodasos mutaciot idézhetnek
el a DNS bazisparjai kozé ¢kel6do ugynevezett interkalalodo agensek (pl. akridin
narancs), vagy az UV sugarzas.

A dinamikus mutaciok kiterjedése minden egyes DNS replikacid soran meg-
valtozhat, igy generacidrol generaciora korabbra tolodik az altaluk okozott beteg-
ség kezdete (anticipacio) és novekedhet a stlyossaga. A dinamikus mutaciok tan-
dem ismétlod6 DNS szakaszok expanzidja révén alakulnak ki. A Huntington
betegség és a fragilis X szindroma hatterében triplet expanziok allnak.

A DNS karosodasa és a mutaciok mechanizmusai

A kornyezetiinkben szamos olyan hatas jelenik meg, amely a DNS bazisait ké-
miailag megvaltoztatja. Az ilyen faktorokat DNS karosité agenseknek nevezzik.
A kérosodott DNS nem egyezik meg a mutans DNS-sel. A karosodott DNS a sejtek
szamara felismerhetéen megvaltozott kémiai szerkezetli, a mutacioé viszont kiza-
rolag az informaciotartalom valtozasat jelenti mikdzben a kémiai struktira azonos
marad.
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A javitd (repair) mechanizmusok segitségével a legtobb DNS karosodas ki-
javithato a hibatlan szal primer szerkezete alapjan. A mutans DNS-t ezzel szemben
a sejt nem képes megkiilonboztetni az eredeti DNS szekvenciatol, igy azt nem ja-
vitja ki, hanem tovabb 6roklodik.

R . 8-1. abra
Q(E(N—H Nr/ e A guanin spontan atalakulhat a stabil oxo-
& = & = (mas néven: keto-) formabol a kevésbé stabil
g - Vil enol formava
Oxo Enol Ez a citozin helyett a timinnel alkot bazispart.

A replikacio soran az enol forma hibas bazis
- i beépiilését idézi eld.
—
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A DNS karosodas leggyakrabban akkor okoz mutaciot, ha a javitds nem torté-
nik meg a replikacio kezdetéig, igy a DNS polimeraz hibas bazist épit be az Gijon-
nan szintetizalddé6 DNS-be. Nagyon ritkan a replikacio maga is okozhat mutaciot a
bazisok spontan oxo-enol tautomerizacioja kovetkeztében (8-1. abra).

A szerves bazis és a dezoxirib6z molekula kozott talalhaté N-glikozidos kotés
spontan hidrolizalhat. Az igy létrejott purin/pirimidin mentes helyekre (apurinic/
/apyrimidinic acid) a replikacid soran véletlenszeriien épiilnek be a nukleotidok.
Ennek kovetkeztében transzverzid (pl. purin pirimidinre cserélddik) €s tranzicio
(pl. purin purinra cserélédik) egyarant eléfordulhat.
nak teszi ki. A komyezetiinkb6l bekeriilé vagy a szervezetiinkben termel6d6 reak-
tiv oxigén formék az adenin, citozin vagy a metilcitozin oxidativ dezaminaciojat
okozhatjak (8-2. és 8-3. abra). A citozin és az adenin dezaminacidja uracilt illetve
hipoxantint eredményez, amelyek a DNS-tél idegen bazisok. A metil-citozin
dezaminacioja kovetkeztében viszont a DNS-re jellemzd bazis, timin alakul ki,
amely a guaninnal nem képes hidrogén kotéseket kialakitani, igy hibas parosodas
(mismatch) keletkezik.

H
Y o .
Q_{ = / 8-2. abra
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Ezt a bazis excizios repair rendszer
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8-3. dbra N °
A citozin és a metilcitozin oxidativ /A A
IR N C —_ H—=N U

dezaminacidja 2 >_
A citozinbol uracil keletkezik, amelyet a ©
bazis kivagasos javitd mechanizmus / o
felismer és javit. A metilcitozinbol timin
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keletkezik, igy hibas bazisparosodas ala- ol —_—
. . . N

kul ki, amelyet csak a mismatch repair > \
tud javitani.

Az ultraibolya sugarzas mutagén és karcinogén hatasara a tdmegtéjékozta-
tas is felhivja a figyelmet. Az egymas utan két timint tartalmaz6 DNS-szakaszokon
UV hatasara kovalens kotéssel timin dimerek jonnek 1étre. A timin dimerek mega-
kasztjak a replikaciot, azonban bazis delécid révén kereteltoldsos mutaciohoz is ve-
zethetnek (8-4. abra).

UV 8-4. dbra

Az ultraibolya besugarzas
hatasa a DNS-re

Az egymasutan két pirimidint

: ey ok ne tartalmazo helyen, pirimidin
( 5 dimerek (pl. timin dimerek)
H_I\}IN‘d, keletkezhetnek.
° i
HO—I‘i‘=0

Az alkilalo agensek a DNS bazisaihoz nitrogén-szén kotéssel kapcesolodnak,
kovalens adduktokat képeznek, amelyek a replikaciot gatoljak, illetve mutaciot
idézhetnek el (pl. busulfan, mitomicin-C).

Azok a vegyiiletek amelyek hasonlitanak a DNS-t felépité bazisokhoz beé-
plilhetnek a DNS-be a replikacio illetve hibajavitas soran, majd a hibas bazisparo-
sodas kovetkeztében mutaciok kialakulasahoz vezethetnek. Ilyen bazisanaldgok
példaul a halogénezett uracil szarmazékok (5-bromouracil, 5-fluorouracil*') ame-
lyek a guaninnal és az adeninnel egyarant képesek bazisparosodasra.

' Az 5-fluorouracil daganatellenes gyogyszerként is hasznalatos.
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Az ionizalo sugarzasok hatasara a DNS molekulan kettdsszalu torések jelent-
keznek. A mitotikus sejtek fokozottan érzékenyek az ilyen hatasokra. A meta- és
anafazisban keletkez6 DNS torések kromoszoma mutaciok kialakulasdhoz vezet-
hetnek. Nagy dozis esetén a y-sugarzas a DNS-t annyira Osszetoredezi, hogy a sejt
elpusztul. Ez a jelenség a daganatsejtek elpusztitasara felhasznalhaté (y-kés).

A 8-5. dbra
aval | . Triplet expanziok keletkezése a
bt LRI Rt LRI Sl 1 tE DNS polimeraz megcsuszasaval
GIC
12 - A: Az egymast kovetd (tandem)
— CAG ismétlodéseket hordozo sza-
B AR ERRRA R RR kaszon a DNS polimeraz elakad.
S
Qf B: Az Gjonnan szintetizalodo szal
g A a 9. ismétlédést hordozd végénél
' CAG R &gf levalik.
B T
2 11101 LIS TIRRESHERAAS (1 10 C: A 8. 65 9. ismétlddés tévesen a
- templat szal 6. ¢s 7. ismétlodé-
séhez hibridizal. Az 0j szalon hu-
C bkt rok keletkezik, amelyet a templat
vz ) — szal behasitasa megsziintet. A fo-
CAG  A4F PN lyamat sordn a DNS szakasz 2
PERRR S e SRRER RS ppasRa s CAG ismétlSdéssel hosszabbi vé-
1 2 6 7 8 9 lik

A dinamikus mutacidk esetén az ismétlddéseket tartalmazd DNS szakasz ex-
panzidja (meghosszabbodas) figyelheté meg, amely megvaltoztathatja egy gén ex-
presszidjat vagy a fehérje termék hosszat. A Huntington betegségre és a famili-
aris mentalis retardaciora jellemzo triplet expanziok kialakulasa feltehetden a
replikacido megcesuszasahoz kapcsolodik. A replikacios gépezet az Okazaki frag-
mentumok végén vagy dNTP-k (dezoxiribonukleotid trifoszfat) hianya kovetkez-
tében elakadhat. A DNS szintézis megtorpanasa esetén eléfordul, hogy az épiild
DNS szal 3'-vége a DNS polimerazzal egyiitt levalik a templat szalrol (8-5. A és B
abra). A replikacio folytatdsdhoz az j DNS szal a komplementaritas elvének meg-
feleléen vissza kell tapadjon a templat szalra. Ha a DNS-en rovid, tobbszordsen
ismétlodo szakaszok talalhatok (pl. tripletek), akkor a visszatapadds nem mindig a
megfeleld helyen torténik (8-5. C abra). Minél nagyobb a tandem ismétlodések
szama, annal nagyobb a megcsuszas és az expanzid esélye, igy ezek a szakaszok
mutacios forrépontnak tekintheték (mas megfogalmazasban premutaciok), és
felelossé tehetdk az anticipacioért.
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A DNS hibajavitisa

A DNS Kkettdsszalt torése utan a kromoszoéma két fele egymastol elsodrodik,
tehat kizardlag a ligaz enzimek segitségével nem egyesithetd ujra. Az ilyen karoso-
dasok a diploid sejtekben a rekombinacids repair segitségével javithatok. A két-
felé szakadt kromoszoma a toréssel hataros szakaszai hibridizalnak az ép homolog
kromoszoma megfeleld szekvencidjaval, igy a kromoszoma fragmentumok végei
Ujra megtalaljak egymast és a torés korrigalhatd. A rekombinacios repair feladata a
kromoszoma mutaciok megeldzése.

A DNS-t6] idegen bazisokat a sejtek a bazis kivagasos hibajavité rendszer
segitségével tavolitjak el a DNS-b6l. A DNS uracil-glikozilaz enzim a DNS-ben a
citozin oxidativ dezaminacioja kovetkeztében kialakuld, DNS-t6] idegen uracil ba-
zisok (8-6. A abra) és a dezoxiribdz vaz kozzotti N-glikozidos kotést elhasitja, igy
egy pirimidin nélkiili (depirimidinalt) hely keletkezik a DNS-ben (8-6. B. abra) A
depurinalt vagy depimidinalt helyeket (amelyek spontén is kialakulhatnak) az Ggy-
nevezett AP (apurinic/apirimidinic) endonukledzok sziintetik meg a bazis nélkiili
dezoxirib6éz molekula eltavolitasaval (8-6. C abra). A keletkezett rést (gap) a DNS
polimeraz tolti fel (8-6. C abra).

Az UV hatésara kilakul6é pirimidin dimerek javitasaért a nukleotid excizos
repair (NER) a felelés. A NER miikddése soran a karosodott DNS szal két ponton
behasad majd levalik az ép szalrdl. Az igy keletkezett egyszaltt DNS szakaszt DNS
polimeraz egésziti ki kétszaluva (8-7. abra). A pirimidin dimerek (pl timin dime-
rek; 8-4. abra) felismerésében és a javitd enzimek, mint az endonukleaz és a DNS
polimeraz, toborzasa a XER fehérjékbol allo komplex feladata. A XER fehérjék
nevét ado betegségben a xeroderma pigmentosumban szenveddk az UV hatasara
érzékenyek. Ezekben az egyénekben mar a szort napfény hatasara is az epitelialis
sejtek pusztulni kezdenek, emellett nagyon gyakran alakul ki malignus borelval-
tozas a mutacios rata novekedése kovetkeztében. Az ember 9 XER génnel rendel-
kezik, koziiliikk barmelyik funkciovesztéses mutacidja a NER miikddésképtelensé-
gét és a xeroderma pigmentosum kialakulasat idézi el6 a homozigdtakban. (L. még
3. fejezet.)

A replikacio pontossaga meglepden nagy pl. a transzkripciohoz képest. Csak
10" bazisbol egyet épit be hibasan. Az alacsony hiba-rata oka, hogy a replikaciot
végzO0 DNS polimeraz enzim hibajavitdé funkcioval is rendelkezik. A hibasan be-
¢pitett bazist a DNS polimeraz 3' — 5' exonukleaz aktivitassal rendelkezé doménje
érzékeli, lebontja a hibas szakaszt, amelyet késébb a polimeraz domén immar he-
lyesen épit vissza. Ezt a mechanizmust nevezziik kefelevonat (proofieading) hiba-
javitasnak.

A replikacié pontossagahoz a mismatch repair is hozzajarul, amely a DNS
szintézis utan érzékeli a hibas bazisparosodasokat. Ez a javitd mechanizmus hason-
l6an miikodik a NER-hez, azonban fontos tulajdonsaga, hogy csak az Gjonnan szin-
tetizal6do szalba vag bele, a templat szalat érintetlentiil hagyja. Az eredeti szalat a
javito rendszer prokariotak esetén a metilacio alapjan ismeri fel (a metilacio csak a
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replikacid utan kovetkezik be). Eukariotak esetén a szalak megkiilonboztetése az 0
szalban talalhato nick-eken (bevagas) alapul, amelyek csak késébb sziinnek meg.
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8-6. abra
A bazis-kivagasos repair mikodése
.A: A citozin dezaminacéval uracilla alakul. B: A DNS uracil-gliko-
zilaz megtalalja és kivagja az uracil bazisokat. C: Az igy keletkezett
pirimidin nélkiili (apirimidinic) dezoxiribozt az AP endonukledz kiha-
sitja. D: A DNS polimeraz az igy keletkezett rést feltolti.

A metilalt citozint tartalmazé DNS szakaszok (CG gazdag régidok) mutacios
forropontok, ugyanis a metilcitozin oxidativ dezaminacioja (8-3. abra) timin kiala-
kulasat okozza, igy mismatch keletkezik. A interfazisos kromoszoman a mismatch
repair nem képes a hibas szalat megkiilonboztetni a hibatlan szaltol, ezért egyenld
eséllyel irja at mindkett6t. Ebbol kovetkezik, hogy a metilcitozin dezaminacioja az

estek felében — véletlenszeriien — mutacidt eredményez. (Ezt szoktdk génkonverzi-
oként is emliteni.).
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8-7. abra

A timin dimerek
javitasa a nukleotid
excizios repair se-
gitségével.

A: A XER kom-
plex altal felismert
karosodott DNS hi-
bas szalat endonuk-
leazok hasitjak.

B: Igy nick-ek (be-

vagasok) keletkez-
nek. Ezekre mutat-
nak a nyilak.

C: A hibas szal
helikazok hatasara
levalik.

D: A keletkezett
rést a DNS polime-
raz feltolti.



A mutagének vizsgdlata

A mutaciok kialakuldsat eldidéz6 fizikai és kémiai hatasokat az Ames-teszt
segitségével vizsgaljak, auxotrof Salmonella baktérium torzsek segitségével. A
baktériumok tobbsége minden aminosavat és vitamint képes eldallitani (proto-
trofok), igy csak szén- és energiaforrast igényelnek. Auxotréfnak nevezziik azokat
a mutans baktériumokat, amelyek nem képesek az élethez nélkiilzhetetlen meta-
bolitok valamelyikének eldallitasara. Az auxotrofia oka az Ames-tesztben hasznalt
mikroorganizmusok esetén, hogy a hisztidin szintézis utvonal (his gének) egyik
kulcsenzimét kddolo génben bazis csere, vagy kereteltolddasos mutacid talalhato,
amely a fehérje funkcidjat megsziinteti. Ha a baktérium sejtek szdma kellden nagy,
a mutagén kezelést kovetd szélesztés (a baktériumsejtek felhigtasa majd szétteri-
tése szilard taptalaj feliiletén) erdményeképpen keletkezé telepek szamolhato
mennyiségben jelennek meg hisztidint nem tartalmazo taptalajon. Minden telep
egyetlen prototroffa valt sejt leszarmazottaibol all. A nagy baktériumszam azért
sziikséges, mert azt a nagyon kis valdszinliségli eseményt szeretnénk latni, amely
révén a miikodésképtelen his gén funkcidja mutacio kovetkeztében helyreall (visz-
szamutalas). A reverz mutaciot elszenvedd — a hisztidin termelésére képessé valo —
telepek szamabol kovetkeztethetiink a mutagén hatas mértékére. Az Ames-tesztet
az FDA (U.S. Food and Drug Administration) eléirasai szerint minden forgalomba
kertiild, emberi szervezettel kapcsolatba 1épd mesterséges vegyiilet (gyogyszer, koz-
metikum stb.) esetén kételezo elvégezni.

A m4j enzimjei az idegen vegylileteket a méregtelenitési folyamatok soran ata-
lakitjak (1asd 10. fejezet), gyakran azonban éppen ez a reakcio eredményezi foko-
zottan mutagén hatasu metabolit kialakulasat. Az Ames teszt modositasaval a
mérgtelenité enzimek hatasa modellezhetd, ha a kérdéses vegylilethez patkany maj
mikroszomalis fehérjefrakciot adunk™.

Sejtenyészetekben, illetve allatkisérletekben a vegyiiletek karcinogén (daganat-
keltd) hatasa is vizsgalhato. A daganatképzés és a mutacid kozott szoros O0ssze-
fiigésre mutat az a tény, hogy szinte minden karcinogén vegyiilet az Ames-teszt
szerint mutagén is. (L. még a Rosszindulati daganatok genetikai hattere fejezet-
ben.)

* A szoban forgo enzimek a simafelszinii endoplazmatikus retikulumhoz (SER) kétve ta-
lalhatok. Ha a sejteket feltarjak, a SER-b6I igen apro holyagesak keletkeznek, ezeket illetik
a mikroszoma névvel.
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9. fejezet
Populaciogenetika

A populaciogenetika egzakt, modelleken alapul6 tudomany

Alapvetd genetikai- (itt és most: diploid él61ényekre vonatkozo) és matematikai
Osszefiiggések ismerete, ill. sok esetben a ,,jozan paraszti ész” hasznalata sziiksé-
gesek ahhoz, hogy megfeleld statisztikai vizsgalé modszerekkel valaszt adjon koz-
ponti kérdésére, miként és milyen mértékben valtozott adott idészak alatt egy vizs-
galt populacié genetikai Osszetétele. A valtozas indikatorai a genotipus- és allél-
frekvenciak, amelyek egy idealis, modell populaciéban konstans értéket mutatnak.
Fogjuk azonban latni, hogy a gyakorlatban ez a fajta ,,null-hipotézis” csak igen rit-
kan teljesiil. Szamos kornyezeti (genetikai drift, alapito hatas) és genetikai faktor
(véletlen mutaciok, reprodukcid) valamint tarsadalmi tényezok (migracid) is befo-
lyasolhatjak.

Az elmult idGszak 0j generacids szekvenalasai altal 1étrehozott informacio-ara-
datnak részben sikeriilt feloldania az ellentmondast a populaciokon beliili, ill.
populaciok kdzt mutatkozé magas foku diverzitas, és az egyedek kozt mutatkozo
rendkiviil kisfoku DNS szekvencia variancia (max. 1%) kozott. Az emberi fehérjé-
ket (kozel 250 000 kiilonb6z8) kodold gének viszonylagos csekély szama (25
ezer gén) ravilagitott a biologiai rendszerek szabalyozasanak komplexitasara.

Koszonhetden a 2000-ben indult nemzetkézi HapMap (a human genom hap-
lotipusait térképezi fel) projektnek (lasd még 12. fejezet), ill. a gombamod szapo-
rodd asszociacios analiziseknek, mara mintegy 20 millio variansra deriilt fény,
melyek pontos helyzetét meghataroztak. Becslések szerint ezek 45%-a intronok-
ban, 43%-uk intergénikus szakaszokban, és mindosszesen csak 12%-uk lokali-
zalodik exonokban. Tovabb bonyolitja a helyzetet az a tény, hogy ezek nagy része
un. alternativ SNP, melyek nem kapcsoltak semmilyen funkcidvaltozassal, esetleg
betegséggel.

Latjuk tovabba, hogy a populacidgenctikanak azért is kiemelkedd a jelentd-
sége, mert migracidés mintazatok, variabilitasok (morfologiai, DNS szintii), poli-
morfizmusok (enzim, kromoszomalis) vizsgalataval képet kaphatunk a kiilonbozo
népcsoportok keveredésérol, divergalasardl (szétvalas), vandorlasarol, megsziinésé-

* Mas forrasok szerint kozel egy millio.
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r6l, esetleg ujak keletkezésérdl, ezaltal az élovilag — szamunkra elsésorban az
emberi faj — evoluciojardl.

Genetikai asszociacios vizsgalatokkal (genome wide association study) képe-
sek vagyunk betegségek csaladi halmozddasat, rizikojat megbecsiilni, amely oOriasi
felelésséggel ruhdzza fel a vizsgaldt. Egy nem megfelel6en és koriiltekintéen meg-
valasztott statisztikai vizsgalomoddszer igen félrevezetd, fals eredményeket létre-
hozvan, akar jelentds kdzegészségligyi vonzattal is jarhat.

Genotipus- és allélfrekvenciak

Ahhoz, hogy megfelelden definialt idéintervallumon beliil nyomon koévethes-
stik és megbecsiilhessiik valtozasukat, tisztaban kell lenniink az itt emlitett fogal-
mak jelentésével. A genotipus frekvencidk adott genotipusok populacioban valo
megoszlasara utalnak. Autoszomakon elhelyezkedd génekre vonatkozoan megkii-
16nboztetjiik a domindns homozigdta, heterozigoéta, ill. a recessziv homozigota
genotipusok gyakorisagat. Egyszerti gyakorisagot szamolunk, amelyhez sziikséges
a populacié Osszegyedszamanak, valamint a kiilonb6z6 genotipussal rendelkezd
egyedek szamanak ismerete. Ebbol kovetkezik, hogy az allélfrekvenciak pedig az
adott allél(ok) populacids gyakorisagaira engednek kovetkeztetni.

A dominans allél frekvencidjanak mutatdja — egyezményes alapon — a p, a re-
cessziv allélé pedig a g. Multiplex allélia esetén (mint pl. amilyen az ABO vércso-
portrendszer), minden egyes alternativ allélt kiilon jelzéssel latunk el. Azt se felejt-
stik el, hogy autoszomalis 6roklodés esetén minden egyedben két allél talalhato,
igy az allélfrekvenciak kalkulalasanal tanacsos mar a kezdetekkor beszorozni a po-
pulécidban talalhatd egyedek szamat kettdvel, hogy megkapjuk, 6sszesen hany da-
rab allél talalhato a populacioban. Ahhoz, hogy pl. megkapjuk a dominans homozi-
gota genotipus frekvenciajat a populacidban, elég a homozigdta dominansok
egyedszamat kettovel szorozni (hiszen benniik két allél talalhato), ehhez hozzaadni
a heterozigotakban 1év6 dominans allélok szamat (amely ez esetben megegyezik a
heterozigota egyedek szamaval), és a kapott értéket egyszeriien elosztani a populé-
cidban megtalalhato allélok szamaval.

Ertelemszertien mind a genotipus-, mind pedig az allélfrekvenciak levezethetSk
egymasbol. Fontos megjegyezniink tovabba azt is, hogy a genotipus-, ill. allélgya-
korisagoknak valoszinliség tartalmuk is van. Tehat bizonyos genotipus gyakorisag
nem csak az adott genotipus populacios megoszlasardl ad informaciot, hanem arrol
is, hogy egy, a populaciobol véletlenszertien kiemelt egyén/egyed, milyen esély-
lyel rendelkezik az adott genotipussal.

Realis vs. idealis populacidok

Minden, a természetben fellelheté populacid realis populacio, de gyakorlatilag
egyik sem idealis. A térben ¢s idében, adott habitat folton (tertileten) €16, szaporo-
dasi kozosséget alkotd egyedek tartoznak azonos populacidba, melynek hatarait a
gyakorlatban igen nehézkesen, sok esetben éppen a genetikai markervizsgalatok ré-
vén tudjuk megallapitani. Ezzel szemben az idedlis (egyensulyi) populacié tulaj-
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donképpen a populacidogenetika egyik alap-modellje, melynek leirasa Hardy (angol
matematikus) és Weinberg (német sziilészdoktor) nevéhez flizédik. Eppen ezért
nem téveszthetd szem eldl a tény, hogy a valésdgban NEM, taladlkozhatunk idealis
populacidval.

Ahhoz, hogy ennek a jelenségnek az okat megértsiik, lassuk mely tényezéknek
kell egyszerre teljesiilniiik ahhoz, hogy a vizsgalt populaciot idealisnak tekinthes-
siik. Fogalmazhatnank ugy is, hogy mely tényezok vannak kozvetlen hatassal az
adott populacié ,,genpool”-jara (génallomanyara).

Végtelen nagy egyedszam. Az idedlis populaciora vonatkozd 0sszefiiggések sta-
tisztikus jellegliek, amelyekre a nagy szamok toérvényei érvényesiilnek.
Véletlen szaporodas, parvalasztas (random mating). Nincs Kitiintetett fenotipusos
kategoria, azonos eséllyel parosodik minden egyed barmelyik masik — ellen-
kez6 nemii — egyeddel. Minden parnak azonos szamu utdda sziiletik.

Nines szelekcio. A kdrnyezeti tényezOk minden egyedre azonos modon hatnak.
Nem befolyasoljak az egyes egyedek szaporodo-, ill. életképességét.

Nincs mutacié. Nem befolyasolja az egyensulyt 0j allélok megjelenése.

Nincs migracié. Az idealis populacid elszigetelt, sem be-, sem kivandorlas nem
torténik.

Az itt vazolt kritériumok teljesiilése értelmében tehat egy idealis populacioban
genetikai egyensuly van, ennek értelmében mind a genotipus-, mind pedig az al-
l1él-gyakorisagok generaciordl generaciora allando érteket mutatnak, valtozat-
lanok.

Realis populacidkra és populaciorendszerekre hato tényezok

Szamos olyan evolucids hatés ismert, amelyek képesek megzavarni vagy fenn-
tartani a Hardy-Weinberg (H-W) egyensulyt.

Kis populaciékat érinté hatasok. Mennél nagyobb az adott populacid egyedsza-
ma, annal nagyobb eséllyel érhetdk el a vart, idealis populaciokat jellemz6 genotipus frek-
venciak. Annak megitélésére, hogy adott populacio eltér-e az idealis modelltdl, azaz a
Hardy-Weinberg egyensulytol, x2 (Pearson féle khi-négyzet) probat végezhetiink. Koztu-
dott tény azonban, hogy kis populaciok kevés eséllyel kdvetik a khi-négyzet eloszlast. En-
nek oka a kis populécidkat érintd, Un. ,,;random walk™ jelenségében, azaz az allélgyakorisa-
gok nagymértéki szorasaban keresendo.

Ez a generaciordl generéciora zajld ,,genetikai mintavételi hiba” a genetikai sodrodas,
azaz drift. Mennél kisebb adott populdcié mérete, annal nagyobb az allélgyakorisagok szo-
rasa. Ez az dngerjeszté folyamat pedig mindaddig zajlik, amig az egyik allél nem fixalodik
(allélfixalodas; p=1) mialtal a masik allél ki nem esik (allélkiesés; g=0). A kis populaciok
evolucios flexibilitasat pedig az ily modon bekdvetkezd véletlen hatasok nagymértékben
befolyasoljak, hiszen a kdrnyezetben hirtelen bealld valtozasokhoz csak egy variabilis
populécié képes megfeleléen adaptalodni. Konnyen megbecsiilhetd tehat a genetikai drift
jelentésége a fajok kialakuldsaban és divergalasaban. A jelenség kiilonféle természeti té-
nyezdékre vezethetd vissza. Ilyen lehet, pl. egy kisebb részpopulacio elsodrodasa, elzarodasa
az anyapopulaciotél, amikor is mar nem képes azzal visszakeresztezodni.
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A genetikai sodrodas egyik specialis esete az un. palacknyak hatas, azaz
,bottle neck” effektus. Ilyenkor a populacioé egyedszama valamilyen — pl. termé-
szeti katasztrofa — hatasra hirtelen, egyik pillanatrdl a masikra lecsokken. A katasz-
trofat véletleniil tuléld néhany egyed genetikai variabilitasa jelentésen lecsokken az
eredeti populacidohoz képest. Késobb ugyan, mikor a koriilmények ujra kedvezore
fordulnak a populécié majd ismét az exponencialis (logaritmikus) novekedési fa-
zisba 1ép, de ordkre fogja Orizni a katasztrofa nyomait, hiszen lesznek majd olyan
lokuszok, amelyek alacsonyabb variabilitassal rendelkeznek, mint a katasztrofa
elott. Szeélsoséges esetben eléfordulhat az is, hogy kihal egy populacio, ilyenkor a
megiiresedett teriilet alkalmassa valik mas populaciokbol szarmazo alapité egyedek
befogadasara.

Az un. alapité hatas a sodrddas egy specialis formaja, melynek soran egy kis
csoport kivalik egy nagyobb populaciobdl, és ennek allélosszetétele mar az elsza-
kadasnal eltérhet az utdobbiétol. A populaciok szubpopulaciokra (alpopulacio) valo
tagolodasat kovetden az egyes populaciokban egymastol fiiggetleniil zajlik majd az
allélgyakorisagok valtozasa. Mennél kisebbek az adott populaciok, egy id6 utan
annal nagyobb kiilonbségek alakulnak ki kdzottiik. Ezt a jelenséget nevezziik gene-
tikai differencialodasnak.

A genetikai differencialodas ellen hato folyamatok koziil kiemelendd a migra-
cié. A genetikai diverzitas kovetkezményeként a szomszédos populécidkban lesz-
nek majd olyan egyedek, amelyek képesek populaciok kdzt mozogni, vandorolni és
az Un. reprodukcios gatat (amely — emberre vonatkozoan — lehet etnikai, kulturalis,
vallasi, foldrajzi) atlépni. Bizonyara lesznek koztiik olyanok is, amelyek képesek
egymas kozt szaporodni is. A génaramlas eredményeként csokkennek majd a
populaciok kozti genetikai kiilonbségek.

Iranyitott parvalasztas

Amikor a parvalasztas soran valamely fenotipusos jelleg, vagy viselkedési
forma elényt élvez, ezaltal bizonyos genotipusok parosodasa gyakrabban kdovetke-
zik be, mint az a gyakorisaguk alapjan varhat6 lenne. Egy emberi populacidban ter-
mészetesen elképzelhetetlen a nem iranyitott parvalasztas. Tovabba ugyancsak az
emberi szempontok szerinti kivalogatas hatasa érvényesiil kiillonbdzé haszonallatok
tenyésztése és ndvénynemesitések esetén (mesterséges szelekcio).

A valogato parvalasztasnak két specialis esete van. Asszortativ szaporodas
esetén azonos vagy hasonld (geno- és) fenotipusu egyedek egymast részesitik
elényben. A valogatas legtobbszor pozitiv (testalkat, intelligencia stb.), de isme-
riink ellenpéldakat is. Az autoszomalis dominans 6roklédésti achondroplasias (tor-
pendvéstl) érintettek tobbnyire kizdrolag egymas kozott keresnek part, de példaként
emlithetnénk a recessziven 6roklodo siiketnémasagot is, ahol ugyancsak elésegiti a
pozitiv valogatast az a tény, hogy az ilyen személyek altalaban a specialis képzé-
stikrél gondoskodo intézményekben, azaz magukhoz hasonlok tarsasdgaban élnek.
Amennyiben a preferalt tulajdonsag orokletes, akkor ez a beltenyésztéshez hason-
l6an a homozigdotak dusulasat és a heterozigétak ritkulasat eredményezi. Kivétel,
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ha a parvalasztas alapjaul szolgalo jelleg intermedier 6roklésmenetet mutat és a
heterozigota genotipus a preferalt. A preferencialitasok masik esete a disszortativ
szaporodas, amikor is a kiillonb6z6 geno- és fenotipusok parosodasa élvez elényt.

A beltenyésztés

A beltenyésztés rokonsagi alapon torténd asszortativ hazasodasi forma, amely-
nek kovetkezményeként a heterozigdtak gyakorisaga a beltenyésztés mértékével
aranyosan csokken. Identikus, azaz autohomozigdétak tgy jonnek létre, hogy a
szilék, amelyek az allélokat hordoztak rokonok voltak, ezzel szemben a nem
identikus, azaz allohomozigotak alléljai nincsenek leszarmazasi kapcsolatban egy-
massal. Homo sapiens esetén kivalo példat szolgaltatnak erre az tn. konszang-
vinikus, azaz rokonhazassagok, ahol a karos, recessziv allélok csaladi halmo-
z6dast mutatnak. Ennek eredményeként a heterozigéta hiany mellett, azzal egyen-
értékli homozigota tobblet is jelentkezik, amely szokatlan recessziv betegségek
felbukkanasat eredményezheti.

Jol ismerjiik a genetikai komplementacio jelenséget (1. 3. fejezet), ahol nor-
malis esetben a hazastarsak kiilonb6z6 lokuszokon hordozzak a mutaciot, melynek
kovetkezményeként a gyermekiik heterozigota vad fenotipust lesz (mindkét loku-
szon), mig a rokonok nagy eséllyel ugyanazt a ritka allélt hordozvan, homozigéota
recessziv gyermekeket hoznak a vilagra. De el6fordulhat beltenyésztés genetikai
izolatumokban is. Erre kivalo példat szolgalta a Tay-Sachs betegség, amely az
askenazi zsidok kozt 100-szor nagyobb gyakorisdgot mutat, mint egyéb népes-
ségekben. A beltenyésztéses leromlas kovetkezményeként tehat azaltal csokken a
populicié ratermettsége (fitnesze), hogy megné a kiilonb6z6 karos allélokra
homozigodta egyedek gyakorisaga. A variabilitas egyik fontos indikatora a heterozi-
gotasag mértéke, mig a beltenyésztés és a drift egyarant csokkentik a genetikai
diverzitast.

Mutacio és szelekcio

Annak ellenére, hogy a genetikai ratermettség (fitnesz) feltétele a variabilitas,
melynek forrasa a mutacid, ez utobbi jelenség ellen szelekcio hat. A mutacio az
egyetlen olyan folyamat, amelynek eredményeként 1 allélok johetnek 1étre. A mu-
taciok fitneszre gyakorolt hatasuk alapjan eltéréek lehetnek. Megkiilonbdztetiink
letalis, karos, neutralis és elonyds mutaciokat. Amennyiben a mutacié hatasara hi-
bas allélek jonnek létre, és a szelekcid ezek eltavolitdsa iranyaban hat, akkor be-
szélhetiink letalis vagy karos mutaciokrol. Ilyen esetekben a mutécié €s sze-ekciod
Osszehangolt miikddésének eredménye egyensulyi allapotot eredményez6 allélfrek-
vencia valtozas.

Annak a megbecsiilésére, hogy adott genotipus milyen mertekben vesz részt a
kovetkezO generacio genetikai alloméanyanak kialakitasaban, a relativ fitnesz fo-
galmat hasznaljuk, amely a generacidrél generaciora torténd relativ génatadasi
valoszinliséget hatarozza meg. Ez nem mas, mint adott genotipus altal 1étrehozott
utédszam ¢és a populacioban a legtermékenyebb genotipus utdédszamanak a hanya-

131



dosa. Ertéke 0-1 kozott valtozik. A legalkalmasabbak a =1, mig a letalis genoti-
pusok a W=0 értékkel jellemezhetok. Ez az alkalmassagi, ratermettségi mutato,
forditottan aranyos a szelekcio intenzitasaval, azaz mennél kevésbé ratermett az il-
leté genotipus, annal er6sebben hat ellene a szelekcid. A szelekcio intenzitasat pe-
dig a szelekcios koefficienssel (s) jellemezhetjilk, amely nem mas, mint az
alkalmassag csokkenésének mérészama (s=1-W).

Megkiilonboztethetiink recessziv- és dominans homozigéta ellen iranyuld sze-
lekciot. Létezik tovabba n. heterozigota hatrany (underdominancia) ill. hetero-
zigéta elény (overdominancia). Elofordulhat, hogy egy karos, recessziv allél su-
lyos betegséghez vezet homozigota formaban, azonban a heterozigota genotipus
fitnesze felilmulja a vad tipusu, homozigotakét. A heterozigdta eldny jellegzetes
példaja a sarlosejtes anémia. Kozismert tény, hogy olyan teriileteken ahol a malaria
endémias (pl. Nyugat-Afrika), a malarianak ellenallo, normalis oxigén tenzid mel-
lett tiinetmentes Hb Hb® heterozigotak fitnesze a legmagasabb.

Végezetiil még szot kell ejtsiink roviden a szelekcids kényszer, az un. gene-
tikai teher fogalmarol, ugyanis egy szelekcionak kitett populacio egyedszdma csak
abban az esetben maradhat allando, ha tobbletutodot hoz 1étre.

H-W egyensiily alakulasa autoszomalis 6roklésmenet esetén

Ahogyan azt mar fentebb emlitettiik, a genotipus-, ill. allélgyakorisagoknak va-
16sziniiség tartalmuk is van. Ennek értelmében tehat annak ez esélye, hogy adott lo-
kuszon dominans all¢l talalhaté p. A recessziv allél megtalalasi esélye pedig g.
Annak az esélye tovabba, hogy egyaltalan van allél az adott lokuszon (p + ¢). Au-
toszomalis 6roklésmenet esetén annak az esélye, hogy adott lokuszon megtalalhato
mindkét allél (p + q)z, amely valosziniiség nem mas, mint p2 + 2pq + qz.

Mivel autoszomalis 6roklésmenet esetén a genotipusfrekvenciak mind a himek,
mind pedig a néstények esetében azonosak, ezért a kdvetkezd keresztezési kisér-
letet tekintsiik modell kisérletnek, amely idealis populaciokban feltételezi a vélet-
lenszer(i parosodast, ebbdl adéddan elméletileg egyenstlyi populaciokban a domi-
nans A (p) ill. a recessziv a (q) allélok gyakorisaganak 6sszege generaciordl gene-
raciora allando értéket (p + g = 1) mutat. Nem szabad Osszetéveszteniink a Hardy-
Weinber egyenletet (p2 + 2pg + q2 = 1) és Osszefiiggéseket, amelyeket fent bemu-
tattunk, a Hardy-Weinber torvény meghatarozasaval. Ez azt mondja ki, hogy
idealis populacioban az allé¢lgyakorisagok nemzedékrél nemzedékre valtozatlanul
oroklédnek, allandok maradnak, azaz a génegyensulyt fogalmazza meg. Levezet-
het6é matematikailag a fentiekbol, de ne feled;jiik, hogy ez csak idealis populacidban
érvényes. Ugyanakkor az allélgyakorisagok nemzedékrél nemzedékre vald valtoza-
sabol (azaz a Hardy-Weinberg torvénytol valo eltérésbol) a realis populaciokra
vonatkozé informacidkat nyerhetiink.

Tobb allél esetén a Hardy-Weinberg egyenlet modosul, pl. az ABO rendszerre
vonatkozdan igy: p2 + q2 + o 2pq +2 prH2qr=1.
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A H-W &sszefiiggés értelmében: A4 (p°) + 24a (2pq) + aa (¢°)
Idealis populacio esetén: p2 + 2pg + q2 =1.

H-W egyenstily alakulasa X-hez kotott lokuszok esetén

Nemhez kotott 6roklodés esetén a homogamécias (X-hez kotott 6roklodés ese-
tén a no) ivar esetében adott allél megtalalasi valoszintlisége ugyancsak (p+q) 2, mig
a heterogamécias ivar (X-hez kotott oroklodés esetén a hemizigdta him) esetében
ez csupan (p+q). Fontos kiemelniink, hogy az allélfrekvencidk minden esetben a
populacié egészére vonatkoznak. Amennyiben tehat adott populécidban a nemek
aranyat azonosnak vessziik, akkor ugyanazon alléfrekvencidk vonatkoznak férfiak-
ra és a nokre egyarant. Ezzel szemben a nemek kozti genotipusfrekvenciak eltéréek
lesznek, és a Hardy-Weinberg egyensulyi modellnek megfelelden a kovetkezoképp

modosulnak:
3
Fenotipus Genotipus fiir\lggggsk Genotipus f?ei?/(éig?ésk
Dominans );iﬁ 21; 2q x4 Xt ®)
Recessziv XX q X" X ()
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10. fejezet

Farmakogenetika, okogenetika, farmakogenomika,
okogenomika

A farmakogenetika és a farmakogenomika alapjai

Az orvostudomany kezdetei o6ta ismerjiik, hogy a legtobb gyogyszer hatasa
egyénenként eltérhet. A dozis, amely a populacio nagy részében hatékony, néhany
paciensben hatastalan, maskor karos vagy talzott reakcidt valthat ki. Az orvosi
praxisban ma még a medikamentumok egyéni kiprobalasaval valaszthato ki a meg-
feleld kezelés, a lehetséges mellékhatasok, és a beteg allapotanak allandé megfi-
gyelése mellett. A gyogyszerek hasznalatanak kockazatairdl a gyartok a 2005. évi
XCV. térvény 5.§ értelmében a kezeldorvost és a beteget kotelesek tdjékoztatni. Az
ovintézkedések ellenére gyakran eléfordulnak a farmakonokhoz kdthetd egészség-
karosodasok, sz¢lsOséges esetben a beteg élete is veszélybe keriil. Az illegalis tu-
datmodosito, stimuldns, pszichotrop és egyéb drogok kontrollalatlan fogyaszasa
esetén pedig a helyzet még sulyosabb. Néhany drogfogyasztd fliggdségre valo
hajlama nagyobb, a halalos tiladagolashoz vezeté dozis pedig alacsonyabb lehet az
atlagos értéknél. A kornyezetiinkben (gyogyszerekben, kozmezikumokban, élelmi-
szererekben stb) fellelheto artalmatlannak itélt vegyiiletek legtdobbje — mesterséges
és természetes egyarant — okozhat varatlan, olykor sulyos reakcidkat az arra
érzékeny személyekben (adverse reaction). Raadasul mindezek befolyasolhatjak
egy okkal-joggal alkalmazott (masik) gyogyszer hatasat.

A szervezettl idegen anyagok vagy mas néven xenobiotikumok (xeno =
idegen; bio = él6) metabolizmusuk, illetve hatasuk kifejtése soran reakcioba 1épnek
a testiinket felépité biomolekulakkal — tobbségben fehérjékkel: enzimek, recepto-
rok, transzportfehérjék — amelyek szerkezete génikusan kodolt (I. 5. fejezet). A
fehérjéket kodold génekre gyakran nagyfoku allélikus polimorfizmus jellemzo,
tehat jogosan kovetkeztethetiink arra, hogy a gyogyszerekre adott valasz szoros
Osszefliggést mutat az individuum genetikai strukturajaval, genomjaval. Az egy-
petéjti ikreket kivéve minden ember genetikai Osszetétele kiilonbozo, tehat varha-
toan a xenobiotikumok hatasa is kisebb vagy nagyobb mértékben minden egyénben
eltérhet.

A farmakogenetika — és ma mar egyre inkabb a farmakogenomika — célja a
gyogyszerek (és egyéb szervezettdl idegen vegyiiletek) hatasainak az egyének ko-
zotti kiilonbségeiért felelos genetikai polimorfizmusok felderitése, valamint az igy
megszerzett ismeretek alkalmazasa a diagnosztikdban €s a terapiaban. Eredményei
lehet6séget teremtenek a gyogyszer helyes megvalasztasara és a dozis optimaliza-
lasara, valamint a lehetséges kockazatok megitélésére a kezelés megkezdése elott,
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igy sulyos mellékhatasok, egészségkarosodasok vagy akar halalesetek is megel6z-
het6k. A gyogyszeres kezelés igy egyre inkabb személyre szabhatova valik.

A technikai lehetdségek hatart szabnak a tudomany és gyakorlat fejlodésénck.
Mar az 1950-es években felismerték a farmakogenetika jelentéségét és szamos lo-
kuszt azonositottak (pl. pszeudokolineszteraz, lasd alabb), azonban csak a moleku-
laris bidlogia elterjedésével indulhatott a farmakogenetika — immar mint farmako-
genomika — robbanasszerti fejlodésének.

Ma mar lehetdségiink van az egyes paciensek genetikai allomanyanak vizsgala-
tara. A DNS chipek segitségével a gyogyszerhatasokért felelos génekre jellemzo
polimorfizmusok tanulmanyozhatok. A modern, 0j generacids szekvenatorok, illet-
ve a Human Genom Projekt eredményei lehetdvé teszik a genom teljes bazissor-
rendjének megismerését. A személyre szabott orvoslasnak (1. alabb) gyakorlatilag
csak anyagi korlatai maradtak.

A genetikai polimorfizmusok és a gydgyszerhatas Osszefiiggéseinek feltarasa
tobb megkozelitésben is lehetséges. A klasszikus csaladfa- és ikerkutatason alapulo
modszerek segitségével megallapithatd, hogy a normalistol eltérd gyogyszerhata-
sokat — fokozott érzékenységet, vagy mas esetekben a gyogyszerrel szembeni érzé-
ketlenséget — mennyire befolyasoljak orokletes faktorok. Az adott allélt hordozo
egyénekben a gyogyszerhatas in vivo vizsgalhatd. Az adott gén kiilonbozo allél-
jairdl szintetizal6do fehérje-variansok és a gyogyszerek kdlcsonhatasai kisérletesen
in vitro tanulmanyozhatdk (pl. egy receptor fehérje allélikus variansai milyen ero-
sen kotik a gyogyszermolekulat). A fenti modszerek klasszikus élettani, biokémiai
¢s genetikai vizsgalatok a gyogyszerekkel kozvetlen Osszefiiggésbe hozhato fehér-
jék/gének hatasanak megallapitasat teszik lehetove.

Ezzel szemben a genomikai modszerek a teljességre torekszenek, a genom és a
farmakon hatasanak Osszefliggéseire vilagitanak rd a teljes genomra kiterjedd
asszociacids tanulmanyok segitségével. A modszer lényege, hogy pacienseket a
gyogyszerhatas (vagy egyéb orvosi relevanciaju fenotipus) alapjan csoportokba so-
roljak (pl. nem érzékeny, érzékeny, talérzékeny), majd a teljes genomjukat meg-
szekvenaljak. Szamitogépes statisztikai programok segitségével minden polimor-
fizmushoz hozzarendelnek egy szamértéket, amely annak a valosziniiségére utal,
hogy az adott polimorfizmus és a gyogyszerhatas valtozatossaga egymastol fligget-
len, azaz véletlenszer(i vagy sem.

A klasszikus farmakogenetika a gyogyszerhatast befolyasold géneket két 6
csoportba sorolja. Az elsé csoport a farmakokinetikai tulajdonsagokat befolya-
solja, tehat a gyogyszer felvételét illetve metabolizmusat. A masodik csoportba
tartoznak a farmakodinamikai jellemzdket befolyasold gének, amelyek a gyogy-
szerhatas célpontjait és az azokhoz kapcsolodo biokémiai Gitvonalak elemeit kodol-
jak (receptorok, enzimek stb.).

A farmakogenomikai megkozelités arra vilagitott ra, hogy léteznek olyan poli-
morfizmusok, amelyek nem hozhatok farmakokinetikai vagy farmakodinamikai
szempontbdl kodzvetlen Gsszefliiggésbe a gydgyszerek hatasaval, azonban szoros
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asszociaciot mutatnak azzal. Sok esetben a gyogyszerhatast befolyasolo polimor-
fizmus nem fehérjét kodold régioban talalhato.

A gyogyszerek metabolizmusaért felelés enzimek

A szervezetbe per os (szajon at), intravéndsan, vagy egyéb modon bejutd xeno-
biotikumokat a majsejtek felveszik és két 1épésben kivalaszthatd formava alakit-
jak. Az els6 fazis a molekulak oxidacioja a citokrom tipusu CYP (mas néven: P-
450) enzimek altal katalizalt redox reakcid segitségével. A masodik fazisban a
hidroxi szarmazék konjugalodik (gliikuronsavval , acetattal stb.).

A human genomban 56 funkcionalis CYP lokusz talalhatd, az altaluk kodolt
enzimek 20 fehérje csaladba sorolhatok. Az 1-es, 2-es és 3-as tipusu kis specifitast
CYP enzimek Osszesen 6 izoformaja felelds az orvosi gyakorlatban hasznalt
polimorfak, a CYP2 D6 génnek példaul 26 fobb és Osszesen mintegy 70 alléljat
ismerjiik. A kiilonb6zo allélok altal meghatarozott enzimek lehetnek inaktivak (az
utobbi esetben 15), csokkent, illetve tulzottan nagy aktivitastiak. Ennek eredménye-
képpen a paciens lehet az adott gyogyszert gyorsan, normalisan, vagy nagyon las-
san metabolizalo.

Gyors metabolizmus Normal Lassii metabolizmus

toxikus
koncentracio
tartomany

hatasos
koncentracié

tartomany \

hatastalan
tartomany

T T T L I
10-1. abra

A gyodgyszerkoncentracio alakulasa a szervezetben kiilonb6z6 matabolikus
sebességek mellett

A nyilak a gydgyszer beadasanak idSpontjait jelzik.
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A gyorsan metabolizalok esetén a szokasos gyogyszeradagolassal nem lehet
fenntartani a hatasos koncentraciot a szervezetben, igy a kezelés hatastalan marad.
A probléma sokkal sulyosabb lehet a lassan illetve nem metabolizalok esetén,
ahol a szokasos adagolas mellett akar sulyos mérgezési tiinetek is kialakulhatnak
(10-1. abra). A gydgyszeres kezelés célja a hatasos koncentracié allando fenntar-
tasa a szervezetben, amihez meg kell taldlni az alkalmazott dozis és a lebontas
kinetik4janak egyensulyat.

A masodik fazis enzimjeit hasonléan a CYP enzimekhez polimorf lokuszok
kodoljak. Az UDP-glikozil-transzferaz (UGTI1AI) enzim az els6 fazisban hidroxi-
lalt xenobiotikumot glikozilalja, igy az a vesék altal kivalaszthatoé lesz. Az
UGTIAI gén gyenge promoterrel rendelkez6 28-as alléljara homozigota paciensek
a daganatterapiaban alkalmazott kamptotecint csak lassan képesek lebontani, igy
nagyobb eséllyel szenvednek el sulyos kamptotecin mérgezést. A tuberkulozis (tii-
déglimékor) gyogykezelésében alkalmazott izonikotinsav-hidrazid (INH) atalakita-
saért egy N-acetil-transzferaz enzim a felelds (NAT2). A nagy NAT2 aktivitassal
rendelkez0 egyének esetén a tuberkulozis kezelése hatastalan a szokasos dozis mel-
lett. A lassu metabolizalok esetén pedig a periférias idegeket érintd toxicitas ala-
kulhat ki.

Szamos gyodgyszermolekula hasonlit a szervezet altal termelt vegyiiletekhez.
Az ilyen anal6g molekulak bontasa nem feltétleniil a majban megy végbe, hanem
gyakran a vérszérumban talalhatdé enzimek végzik. Az anesztezioldogiaban izom-
lazitoként alkalmazot szukcinilkolin az acetilkolin neurotranszmitter molekula ana-
logja. A szukcinilkolin bontasaért a szérumban talalhaté butirilkolineszteraz
(BCHE; mas néven: pszeudokolineszterdz) enzim a felelds. Az enzim hidnyaban a
szukcinilkolin altatas utan a vesén keresztiil nagyon lassan triil ki a szervezetbdl,
igy a légzémozgast végzé izmok nem tudjak ellatni a feladatukat, 1égzésbénulas
alakul ki, amely a paciens halalat okozhatja. Az eurdpai populacioban a hibas
BCHE allélra nézve homozigota egyének aranya kb. 1:3000, az észak-amerikai inu-
itok kozott viszont ennek tobb, mint tizszerese. A viszonylag magas kockazat elle-
nére a BCHE enzimaktivitas vizsgalata a szérumban koltséges, tehat nem képezi a
rutin vizsgalatok részét. Altatas utdn az autonoém 1égzés viszaallasaig a betegeket
minden esetben megfigyelés alatt tartjak. A DNS szintli vizsgalatok megoldast
jelenthetnek a veszélyeztetett lassi metabolizalok kisziirésére, azonban a molekula-
ris biologiai modszerek koltsége a hatékonysaguk folyamatos ndvekedése ellenére
még tul magas, a rutin aneszteziologia ezért nem alkalmazza.

A gyogyaszatban felhasznalt vegyliletek egy része nem mutat biologiai hatast
per se. Ezek aktivalasahoz és a gyogyhatasuk kifejtéséhez a célszervek sejtjeiben, a
majsejtekben, enterocitakban, az intersticialis folyadékban vagy a vérplazmaban
talalhato enzimek sziikségesek. Az ilyen készitményeket prodrug-nak (,,elogyogy-
szer”) nevezziik. (Szdmos méreganyag pl. a halalos aldozatokat is koveteld ciano-
bakterialis toxin, a cilindrospermopsin bioldgiai aktivitasa a maj enzimek hatasara
alakul ki, tehat ez protoxin. Ismeriink olyan vegyiileteket is, amelyek dnmagukban
nem rakkeltok, csak a szervezetben valnak karcinogénné.)
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A farmakodinamikai tulajdonsagokat befolyasolo gének

Szamos olyan polimorfizmus ismert, amely a gyogyszerhatéds célpontjait érinti,
vagy Uj célpontok megjelenését idézi eld, igy szokatlan mellékhatasok kialakulasat
okozza. A gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz enzim (G6PD) X kromoszoémahoz koto-
d6 hianya nem okoz szamottevd tlinetet az érintettekben, azonban oxidald hatast
gyogyszerek™ és szekunder metabolitok (pl. a Vicia faba vagy mas néven 1obab
oxidalé hatasi metabolitjai, de egyes viragporok nem allergén komponensei)
hatasra elfogy a vorosvérsejtek NADPH (redukalt koenzim) készlete. A NADPH a
sejtek redox homeosztazisaban kitlintetett szereppel biré redukaldszer, eldallitasa-
ért a vorosvérsejtekben elsdsorban a glik6z-6-foszfat dehidrogenaz felelds.
NADPH hianyadban a vvt-k elpusztulnak, hemolizis kdvetkezik be. A 16bab
hatasara kialakulo, tobbek kozott vesekarosodassal is jarod tiinetegylittest (faviz-
mus) mar az okorban felismerték. A primaquine (malaria gyogyszer) szedése,
illetve a lobab fogyasztasa a fentiek alapjan ellenjavalt a G6PD hidnyban szenve-
dok esetén.

A gyogyszer-rezisztenciaért felelés polimorfizmus gyakran az adott farmakon
célpontjat képezd fehérje génjében talalhaté. Az antikoagulans warfarin (vérrog
képzddést gatlod szer) esetén a gatlas célpontja — a VKORCI1 (K-vitamin epoxid re-
duktaz komplex) — olyan polimorfizmusat figyelték meg, amely hatasara harom-
szorosara néhet az enzim mennyisége, tehat a hatas eléréséhez novelni kell a
gyogyszer-dozist.

A személyre szabott orvoslas

2002-ben mutattak ki, hogy a HLA-B*57:01 allélt hordozdk kozott joval gya-
koribb az abacivir (az AIDS kezelésében alkalmazott reverz transzkriptaz gatld)
hatasara kialakulo tilérzékenységi reakcio. A HLA-B lokusz és az abacivir kozotti
kapcsolat részletei nem ismertek. A HLA lokuszok szerologiai és PCR alapu anali-
zise a szervatiiltetések kapcsan az orvosi rutin részét képezi, igy a HLA-B*57:01
az abacivir kezelés kimenetelének el6zetes megitélését segitd, a valds diagnoszti-
kaban alkalmazhaté marker. A felfedezés tanulsaga, hogy nemcsak a gyodgyszer
metabolizmusaban vagy hatasaban részt vevd fehérjék génjei segithetnek hozza a
kezelés prognozisanak megitéléséhez, hanem latszolag fiiggetlen markerek is. A
napjainkban egyre gyakoribb GWAS tanulmanyok (I. 4. és 12. fejezet) lehet6vé
tehetik szamos rutinszeriien vizsgalhaté marker felfedezését. A jovoben elkép-
zelhetd, hogy a paciensek teljes genomszekvencija ismert lesz, igy az Gsszes, a

* Ebbe a korbe tartozik az Aspirin, szamos kozonséges lazcsillapité stb. A G6PD-defektus
bizonyos populaciokban, pl. Szardinia szigetén, meglehetdsen gyakori. Mivel a hemolizist
kivalto hatasok elég konnyen elkeriilhetdk, nem befolyasolja az érintettek életkilatasait. A
magas allélgyakorisdg miatt hordozé nék és G6PD-defektes férfiak hazassaga nem ritka,
azaz a homozigdta nok is elég nagy szamban fordulnak el6 az ilyen népességben.
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gyogyszerhatassal Osszefliggd polimorfizmus egyszerre vizsgalhatd. A ritka mel-
1ékhatasok, taladagolas és egyéb koros esetek gyakorisaga minimalizalhato.

Tekintettel a CYP enzimek — relative, a szoba keriil6 anyagokhoz viszonyitott —
kis szamara és sokoldalti funkcidjara, nem meglepd, hogy az egyidejlileg szedett
medikamentumok megzavarhatjak (kdlcsondsen vagy egyiranyuan) egymas anyag-
cseréjét, kovetkezésképpen hatasat. Ugyanez igaz a szervezetiinkbe bekeriil6 egyéb
xenobiotikumokra is: interferalhatnak valamely gyogyszer felvételével, metaboliz-
muséaval, azaz hatasaval.

Okogenetika

A szervezetlinket az anyaméhben toltott id6t6]l egészen a halalunkig szdmos
kornyezeti hatas éri (fizikai, kémiai, emocionalis stb.) Az 6kogenetika targya annak
megitélése, hogy az 6rokolhetd faktorok milyen mértékben befolyasoljak a szer-
vezetlinket éré barmilyen mérhet6 vagy becsiilhetd — leginkabb kémiai — kdrnye-
zeti hatas kovetkezményeit. Lattuk a fentiekben, hogy a G6PD defektben szenve-
dék bizonyos, a kornyezetilkben normalisan megjelené hatasra ugyantgy rea-
galnak, mint egyes gyogyszerekre. JO példa az MTHFR gén. Az embrionalis és
magzati fejlodés soran a tapanyagokhoz, koztiik a folsavhoz, a placentan keresztiil
jutunk. Az MTHFR gén hélabilis mutacidja kovetkeztében gyakrabban alkulnak ki
vel6esdzarddasi rendellenességek (pl. nyitott gerine, spina bifida). A folsav enyhe
foku tiladagolasaval a probléma orvosolhatd, ez ugyanis a metil tetrahidrofolat re-
duktdaz (MTHFR) aktivitast helyreéllitja. A kornyezeti hatas (az anya vérplaz-
majanak folsav szintje) a génikus kiilonbségek nyoman (MTHFR holabilis muta-
cio) eltéré hatast muatat: velécs6zarodas hibai.

Az okogenetikai (és 6kogenomikai) ismeretek lehetové teszik az egyén kornye-
zetének (€lelmiszerek, gyogyszerek, kozmetikumok stb.) a genetikai sajatsagok fi-
gyelembevételével torténd kialakitasat (akar mar az anyaméhben), hogy a lehetd
legkisebbre csokkenjen a kiilso hatasok nyoman kialakulé egészségkarosodas esé-
lye (lasd még: familiaris hiperkoleszterinémia). A folsavra vonatkozo tapasz-
talatok alapjan ma igen hatarozottan javalljak ennek (és vele mas vitaminok-
nak) magzatvédo vitaminként valéo adagolisat a megfoganas elétt 3 honappal
kezdett és a varandossag ideje alatt végig folytatott kuraban.

Tekintettel genomunk egyediségére, nem meglepd, hogy egy-egy kdrnyezeti
xenobiotikum, ami szoros kapcsolatba keriil szervezetiinkkel (élelmiszer szinezék,
egyéb élelmiszer adalék, kozmetikum, novényvédoszer stb.), ha egyaltalan okoz
valamilyen karos/kéros tiinetet, az csak olyan csekély szamu egyénben, ami mar
¢észrevétlen marad a népességben.

* Az MTHFR tulajdonképpen a homocisztein—metionin atalakulas kulcsenzime. A homo-
cisztein erés méreg, jollehet a szervezetiinkben képzddik. Szamos anyageserett megzavara-
sara képes.
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11. fejezet
Rosszindulatu daganatok génikus hattere

J6- és rosszindulata daganatok

A daganatos megbetegedések csoportja a fejlett orszagokban a masodik leggya-
koribb halalok, csak a kardiovaszkularis betegségek el6zik meg (mint a szivinfark-
tus és a stroke [,,gutaiités”]). A rosszindulati daganatok, kialakulasuk és korlefo-
lyasuk kiszamithatatlansaga miatt rengeteg megalapozott és megalapozatlan félel-
met, tévhitet sziilnek a laikus kdzvéleményben. A daganatkutatas az orvosbiologia
fejlédésének egyik f6 mozgatdrugodja, a sejtek daganatos elfajulasanak megelézése
vagy hatékony, mellékhatasok nélkiili kezelése az elméleti orvostudomany ,,Szent
Gralja”.

El6szor tekintsiik at az e fejezetben hasznalt alapfogalmakat! Azon sejthalma-
zokat, amelyeket szabalytalan sejtszaporulat hoz létre, daganatnak vagy tumornak
(alkalmasint neoplazmanak) nevezziik.

A joindulata (benignus) daganatok olyan sejtekbdl allnak, amelyeknek osz-
todasi képessége korlatozott, a tumor lehatarolt marad, nem tor at a kdrnyez6 szo-
vetekbe, és nem képez attétet a szervezet tavolabbi pontjain. (Am ettdl még fenye-
getheti a beteg ¢€letét, ha pl. a koponyaiiregben novekszik, vagy elzar egy fontos
eret.)

A rosszindulata (malignus) daganatok novekedésének elvileg nincsenek kor-
latai, képesek attdrni a szovetek kozti hatarokat, valamint tavoli attétet (metaszta-
zist) létrehozni. A hameredetli malignus tumorokat raknak nevezziik. A rosszin-
dulatt daganatok egyrészt a szovetek kozvetlen, fizikai karositisa, masrészt az al-
taluk termelt anyagok révén lerontjak a szervezet allapotat, kezeletleniil (de gyak-
ran megfeleld kezelés mellett és ellenére is) halalt okoznak.

A daganatképzoédés folyamata genetikai szempontbol

A daganat egyetlen, mutaciot szenvedett sejtbdl indul ki, amely szinte korlatlan
0szt6do képességre tesz szert: ezt daganatos transzformacionak nevezziik. (Arrol,
hogy mely génekben bekdvetkezett mutacid késztetheti osztodasra a sejtet, az
alabbi alfejezetekben irunk részletesebben.) A legtobb igy keletkezett ttlszaporodo
sejt azonban elpusztul az immunrendszer kozremiikodésének kdszonhetden.

Ahhoz, hogy a transzformalt sejt életben maradjon, és végiil betegséget okoz-
zon a szervezetben, szamos feltételnek kell megfelelnie. Képesnek kell lennie az
immunrendszer ,.kijatszasara” (pl. a 4. fejezetben emlitett HLA antigének kifeje-
z6désének gatlasa révén), erek képzodését kell indukalnia, amelyek ellatjak oxi-
génnel ¢és tapanyagokkal a tumorszdvetet, valamint at kell tornie a szovetek termé-
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szetes hatarait, hogy el6szor helyileg, majd a nyirok- és vérkeringésbe jutva a szer-
vezet tavolabbi pontjain is attéteket képezzen.

Mindez a daganatos szdvet szempontjabdl 1ényegében nem mas, mint adapta-
cio a koérnyezethez: az immunrendszerével védekez6 emberi test nyljtotta mostoha
koriilményekhez. Az adaptacid, ahogy az evollcioban altalaban, itt is mutacio és
szelekcio révén valosul meg. A daganatos sejtek genomja rendkiviil labilis: atren-
dezddések, kromoszomalis €s génszintli mutaciok sokasaga alakul ki benniik. Ezen
eltérések tobbsége karos a sejtre nézve, gyakran el is pusztitja azt. A szelekcio
azonban ,.kivalasztja” azt a néhany sejtet, amelyek szamukra eldnyds mutacion es-
tek at: ezek hatékonyabban osztodnak, nehezebben elpusztithatok, igy hamar tobb-
ségbe keriilnek a daganatos szovetben, és a kovetkez6 fazisban mar az 6 mutans
genomjuk képezi a kiindulopontot, amelyet Gjabb mutaciok és egyéb valtozasok
szineznek majd tovabb. Nem véletleniil hasonlitottuk tehat e folyamatot az evoluci-
6hoz: a kétségtelen parhuzam miatt a daganatok kifejlédésének jellemz6 lefutasa a
klonalis evolicioé nevet kapta. (Daganatos klonnak az eredeti, mutaciot szenvedett
sejt utddait tekintik.)

A sejtciklus kontrollja

Ahhoz, hogy megértsiik, mit jelent a daganatos transzformacio, meg kell vizs-
ganunk, milyen kontroll alatt all a sejtciklus az egészséges sejtekben. (Magaval a
sejtciklus menetével, fazisaival kapcsolatban az 1. fejezetben talalunk bévebb in-
formaciot.)

Azon tényezdket, amelyek eléremozditjak a sejtciklust, ezaltal a sejteket osz-
tédasra késztetik, vagy a mar beindult sejtosztodasi folyamatban latnak el fontos
funkciot, osszefoglalé néven protoonkogénként ismerjiilk. A protoonkogéneknek
szamos csoportjat kiilonboztetjiik meg: ide tartoznak a ndvekedési faktorok és azok
receptorai, jelatviteli fehérjék, protein kinazok, valamint az un. ciklinek és CDK-k.
E fejezet keretein beliil az utobbi két csoportrol szolunk részletesebben.

A ciklinek a sejtciklust szabalyozo fehérjecsalad; eredetileg azért kaptak ezt az
elnevezést, mert koncentraciojuk oszcillal, vagyis jellemz6é mintazat szerint emel-
kedik és siillyed a sejtciklus egyes fazisaiban. Aszerint soroljak 6ket osztalyokba,
hogy mely fazisban latjak el feladatukat: beszélhetiink pl. G-, G;-S-, S- és M-cikli-
nekrol.

A CDK-k, vagyis ciklin-dependens kinazok clnevezése egyuttal tajékoztat is a
legfontosabb tulajdonsagaikrol. Egyrészt kinazokrol van szo, tehat olyan enzimek-
rol, amelyek foszforilaljak célmolekulaikat (itt és most fehérjéket), masrészt pe-
dig, noha 6nmagukban inaktivak, a ciklinekhez kotédve aktivva valnak, igy a cik-
linek koncentracidja kozvetleniil szabalyozza a CDK-k aktivitasat. (A CDK-k
aktivitdsa ennek kdszonhetéen ciklikus, mig koncentraciojuk — a ciklinekével
szemben — allandonak tekinthetd.)

A sejtciklus egyes szakaszaiban az adott fazisnak megfeleld ciklin-CDK
komplexek alakulnak ki, hogy kiilonb6z6 fehérjék foszforilacidja révén eldsegit-
sék a fazisra jellemz6 folyamatokat. Az S-ciklin és S-CDK egyesiilésébdl kelet-
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kez6 komplex az Un. preiniciacios komplexet hozza létre, amely elengedhetetlen a
helikaz és a DNS-polimeraz mitkdéséhez, ezaltal a DNS replikacio elofeltétele.
Az M-ciklin és az M-CDK komplexe pedig a mitézis folyamatat vezérli azaltal,
hogy tobbféle fehérjét foszforilal a kromoszomakban, a magburokban, valamint az
oszlasi orsot 1étrehozo mikrotubulusokhoz asszocialtan.

Természetesen a sejtciklust eléremozditd tényezok mellett sziikség van ezzel
ellentétes, gatlo szabalyozasra is. Tumorszuppresszornak nevezziik mindazon
faktorokat, amelyek leallithatjak a sejtosztédast, ha valamilyen koriilmény nem
megfeleld. A tumorszuppresszorok a sejtciklus kiilonbozoé fazisaiban, un. ellenér-
zési pontokban (angolul checkpoint) vizsgaljak meg, hogy minden feltétel teljesiil-
¢ ahhoz, hogy a sejt megkezdje, ill. folytassa az osztodast (11-1. abra). Ha hibat
talalnak, beindithatjak a DNS javitasat, vagy ha ez nem lehetséges, apoptozist (gé-
nikusan programozott sejthalalt) indukalhatnak, hogy megel6zz€k a sejt daganatos
elfajulasat.

Sa-M checkpoint Metafazis checkpoint

G1—S checkpoint

11-1. abra
Az ellendrzési pontok elhelyezkedése a sejtciklus egyes fazisaiban

A G1-S ellenérz6 pontban dol el, hogy a sejt osztddni kezdjen-e, vagy
maradjon a nyugalmi, tn. Go fazisban. (Ennek f6 meghatarozoi pl. a szo-
ban forgd sejt tipusa, valamint a kiils6 koriilmények.) A G>-M ellenérz6
ponton a sejt tobbek kozt azt ellendrzi, hogy a DNS replikacioja meg-
feleléen megtortént-e az S fazisban, mig a metafazis checkpointban azt,
hogy minden kromoszoéma kapcsolodik-e az oszlasi orséhoz (ha igen,
megkezdddhet az anafazis).
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A tumorszuppresszorok k6zé is szamos kiilonb6zé gént, ill. azok fehérjetermé-
keit sorolja a szakirodalom. Ide tartozik pl. a retinoblasztoma protein, roviditve
RB (11-2. 4bra).

Aktiv G;-CDK

aktiv RB pozitiv feedback

f?\
feherje
K aktiv E2F
Q—b S-ciklin — aktiv S-CDK — DNS replikacio
makm E2F
fehérje

foszforilalt, maktiv RB

11-2. dbra
Az RB fehérje funkcidja (némileg leegyszertsitve)

A fehérje inaktiv allapotban tartja az E2F-et, ezaltal nem engedi tovabb-
1épni a sejtet az S fazisba. Amikor eldolt, hogy a DNS replikdcié meg
fog torténni, aktiv G;-CDK jelenik meg a sejtben, amely foszforilalja,
ezéltal inaktivélja az RB-t, igy az EZF szabaddé Vélik és kivéltj a az S-
amely egyrészt a DNS replikaciot Vezerh, masrészt pozmv V1sszacsatolas
révén még tobb RB-t inaktival.

Egy masik jol ismert tumorszuppresszor a pS3. E fehérje legfontosabb feladata,
hogy még az S fazis elott leallitsa a sejtciklust abban az esetben, ha a sejt
DNS-e sériilt (hiszen a sériilt DNS replikacidja kiszamithatatlan eredménnyel jar-
na, pl. daganatos sejtburjanzashoz vezethetne). A DNS torése esetén a p53 foszfori-
lalodik, igy aktivva valik, az aktiv p53 pedig transzkripcios faktorként mikodve
képes egy masik gén, a p21 promoteréhez kotodve beinditani annak transzkripci-
ojat. (A transzkripcios faktorokrol és a promoterekrél bévebben 1. a 7. fejezetet.)
Az igy képz6do p21 képes megkotni az aktiv Gi-S- és S-CDK-kat, ezaltal inakti-
valni 6ket és megakadalyozni, hogy a DNS replikacio bekovetkezzen.

Muticiok a daganatos transzformacio hatterében

A protoonkogének és a tumorszupresszor gének egyarant sokféle mutaciot
szenvedhetnek el, a pontmutacioktol kezdve a fénymikroszkopban is lathatd kro-
moszoma — szambeli és strukturalis — aberraciokig. (A génikus valtozasok spektru-
marol részletesebben olvashatunk a Mutdcio cimii fejezetben.) Szintén e fejezetre
utalunk a funkcionyeréses és funkcidvesztéses mutaciok fogalmat illeten.

144



Egy protoonkogén tilmiikodése vagy funkcidnyeréses mutacioja esetén onko-
génrdl beszéliink. Onkogénnek olyan mutans gént (ill. fehérjét) neveziink, amely
kontrollalatlan sejtosztodast valt ki, szemben az onkogén vad tipusu alléljaval, a
protoonkogénnel, amely szabalyozhaté6 mdédon mozditja elére a sejtciklust.

E fontos kiilonbség hatterében tobbfajta genetikai eltérés hizodhat meg. Elkép-
zelhet6 pl., hogy a mutans enzim olyan szubsztrattal is rendelkezik, amivel a vad
tipusu valtozat nem (funkcionyeréses mutacio), de el6fordul a szabalyozé elemek
hibaja is, amely tulzott expresszidohoz vezet, ezaltal joval tobb fehérje képzddhet,
mint amennyit a checkpoint-rendszer inaktivalni képes. Egy masik lehetdség, hogy
transzlokacié révén fuzioés gén jon létre, amely mar onkogén-tulajdonsagokkal
rendelkezik. J6 példa erre a kronikus mieloid leukémiakban (CML) leirt Gn.
Philadelphia-kromoszéoma: a 9-es és a 22-es kromoszdéma kozotti reciprok transz-
lokacio megtori a 22-es kromoszoman talalhat6 4ABL, valamint a 9-es kromoszo-
man 1évé BCR protoonkogének szekvenciajat. A 1étrejovo fizids gén nem tartal-
mazza a regulacids régiot, am megorzi az enzimaktivitasért felelds szakaszt, vagyis
a BCR-ABL onkogén egy allandéan miikddo enzim, amit az érintett sejt nem tud
»kikapcsolni”, igy a sejtciklus megallithatatlanul folytatodik, ez pedig végiil leuké-
miahoz vezet.

A tumorszuppresszorok funkcidvesztéses mutacidja is daganatot ered-
ményezhet, azonban (legaldbbis a klasszikus modell szerint) ehhez mindkét
kopianak ki Kkell esnie, hiszen egyetlen miik6d6 allélrol is elegendd tumorszup-
presszor fehérje termelddik ahhoz, hogy el tudja latni a funkcidjat. Természetesen
elképzelhetd a tumorszuppresszorok tulmikddése, valamint a protoonkogének
funciovesztéses mutacioja is, azonban ezeknek nincs gyakorlati jelentdsége, hiszen
nem vezetnek tumor kialakulasahoz (pusztan azt eredményezik, hogy az adott sejt,
amiben a mutacio kialakult, képtelen lesz az osztodasra).

A rak, mint 6roklédo betegség

Régi megfigyelés, hogy a sporadikus (szorvanyos, csaladi elézmény nélkiil
jelentkezd) rakos megbetegedésekkel szemben bizonyos daganatok halmozottan
fordulnak el6 egyes csaladokban, ami arra utal, hogy a daganatképzdédésre valo
hajlam o6rokolhet6. Kideriilt, hogy az esetek jelentds részében egy tumorszup-
presszor mutacioja felelds a jelenségért. A heterozigotak, akik egy vad tipust és
egy mutans kopiat hordoznak egészségesek, am a mutans allélt 6rokithetik az uto-
daikra. Ha a heterozigdta utdd valamely sejtjében mutaciot szenved a megmaradt
kopia (ez a heterozigdtasag elvesztése), akkor daganat fejlodhet ki. 1971-ben
Knudson irta le az 0On. ,kétiitéses hipotézist” (2-hit hypothesis) a gyermekkori
retinoblasztomara (11-3. abra). Lehet persze daganatos a hibas allélt 6rokitd sziilo
is.
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Sporadikus tumorok: ) ’
2 szerzett mutacio -

Tumor
Oroklétt tumorok:
1 sroklstt és 1 —)- —L @

szerzett mutacio Tumer

11-3. dbra
A, kétiitéses” hipotézis

Retinoblasztoma akkor alakul ki, ha az RB tumorszuppresszor mindkét
képidja mutaciot szenved (az abran a fehér oszlopok jelzik a mikodo,
mig a feketék a mutans kopiakat). Ahhoz, hogy sporadikus tumor alakul-
jon ki olyan személyben, aki 2 egészséges alléllal rendelkezik, ugyanazt
a sejtet legalabb 2 ,.talalat” kell érje, inaktivalva mindkét RB kopiat. Ha a
személy az egyik mutans kopiat 6rokolte, akkor az minden diploid sejt-
jében jelen van, igy a retina barmely sejtjét éré egyetlen ,,talalat”, amely
,.Kiiiti” a maradék RB allélt (RB—rb), elegend6 a tumor megjelenéséhez.

A retinoblasztoma mellett mas daganatos betegségekrol is tudjuk, hogy
oroklédhetnek (11-1. tablazat).

Mutaciok szerepe a daganatkeletkezésben népegészségiigyi nézopontbol

Amint a Mutdacié cimi fejezetben lattuk, ha ionizalé sugarzasrdl van szo,
elméletileg akar egyetlen részecske is valtozast idézhet el6 a DNS-ben, ezaltal
daganatkeletkezés kiindulopontja lehet. Ahogy fent utaltunk ra, éppen e miatt a
véletlenszeriség miatt annyira félelmetes betegség a rak. Ugyanakkor a termé-
szetes sugarforrasok (pl. a talaj vagy a kozmikus sugarzas) a legtobb esetben nem
jelentenek komoly kockazati tényezot. Lassuk tehat, milyen f6 okai lehetnek a
daganatos betegségek kialakulasanak.

Az ionizald sugarzasoknal maradva, jol ismert pl. a rontgensugaraknak kitett
egészségligyi dolgozok fokozott daganatos kockazata, valamint a borrak egyre
magasabb incidenciaja annak kdszonhetéen, hogy az 6zonréteg elvékonyodasa
miatt egyre tobb, a Nap feldl érkezé UV-sugar éri el a foldfelszint.

Legalabb ugyanilyen jelentds a vegyi anyagok szerepe a daganatbiologiaban.
Azon anyagokat (ipari és mezOgazdasagi vegyszereket, a mindennapi életben
hasznalt cikkeket, valamint gyogyszereket), amelyek a kromoszomakhoz kotodve
durva szerkezeti valtozast vagy pontmutaciot okozhatnak, mutagéncknek nevez-
ziik. Ezzel Osszefiiggd fogalom a karcinogén: ezt olyan anyagokra hasznaljuk,
amelyek daganatot okoznak. Az egyes anyagok mutagenitisa és karcinogenitasa
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legtobbszor Osszefiiggést mutat, bar nem minden karcinogén mutagén is egyben
(egyes karcinogén vegyliletek nem okoznak valtozast a DNS-ben, hanem a
sejtosztodast serkentik, ez pedig ugyancsak daganathoz vezethet).

11-1. tablazat

Néhany daganatos korkép, amelyeknek (legalabb részben) ismerjiik a genetikai

hatterét
sl e s . Felelés gén(ek
Klinikai k Felel k
inikai kép elelés gén(ek) neve funkciéia
Li-Fraumeni szindroma 53 Tumorszuppresszor,
(hajlam szamos tumorra) P transzkripcios faktor
T DNS
Emlérak BRCAI, BRCA?2 HMOTSZUPPLESsZOT,
repair
T
Retinoblasztoma RB u.lm.o rszupresszror,
sejtciklus-regulator
Xeroderma pigmentosum . .
XPA, XPB, XPD stb. DN iZi6
(hajlam bérrékra) , , stb S (excizids) repair
. T ,
Melanoma malignum plé umgrg?});;izszor
Familiaris adenomatdzus
polipozis (kezdetben Tumorszuppresszor,
jsindulata APC jelatviteli fehérje
vastagbéltumorok)

Olyan vegyi anyagokat is ismeriink, amelyek 6nmagukban ugyan nem okoznak
mutaciot, am mas anyagokkal egyiittmiikodve megndvelik a daganatok kialakula-
sanak veszélyét: ezek a komutagének. Ebbe a csoportba tartozik pl. a koffein,
amely a nukleotid-excizids repair gatlasa révén megneheziti a DNS-ben képz6do
hibak kijavitasat, igy ha olyan mutagénnel egyiitt van jelen, amely nukleotidcserét
okoz, akkor fokozottan magas daganatos kockazattal kell szamolnunk.

A daganatokkal Osszefiiggésbe hozott életmodbeli és kdrnyezeti tényezoket
még egy vaskos jegyzetben is lehetetlen lenne a teljesség igényével targyalni. A
dohanyzasrol koztudott, hogy elsddleges szerepe van a légzdszervi, szajiiregi,
garat- és nyelGcso- valamint egyéb rakok kialakulasaban. Az alkoholfogyasztas-
nak a majtumorok mellett a szajiiregi és gégedaganatokban is szerepet tulajdo-
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nitanak. Jol ismert a levegl-, viz- és talajszennyezés, a taplalkozasi tényezok,
valamint a munkahelyi kérnyezet jelent6sége is; leirtak pl. az ételben el6fordulo
penészgombak (ill. az altaluk termelt aflatoxin) és a majrak, a kipufogdgazok és a
tiidorak, a talfinomitott cukrok és a vastagbélrak Gsszefliggését, valamint az arzén-
nel dolgozok borrakjat, bizonyos kodolajipari izemek alkalmazottainak hasnyalmi-
rigyrakjat, és mlianyaggyarak munkasainak majdaganatat.

11-2. tablazat
Rakkelt6 virusok és az altaluk okozott fertdézések, daganatok
Maguk a virusok tobbnyire igen gyakoriak, am szerencsére ritkan okoznak rakos

megbetegedést.
Virus Fertozo betegség Daganat
HI"V’ (hurrrlén Papillc')ma" (virusos Méhnyakrak
papillomavirus) szemolcs)

Burkitt-limfoma,

Epstein-Barr virus Mononucleosis infectiosa | nazofaringealis rak (az
orrgarat rakja)
Hepatitisz B virus Fert6z6 majgyulladas Majrak
Adenokarcind
Adenovirus Natha, horghurut .CI?O ar’cmo,m .a (@
mirigyham rakja)

Bizonyos esetekben virusfertozés is eredményezhet daganatos elvaltozast. A
korabbi alfejezetekben részletezett protoonkogének, amelyek mutéaciot szenvedve
onkogénné alakulhatnak, a sejt sajat génjei, ezért cellularis protoonkogénnek
nevezziik 6ket (a beldliik 1étrejott onkogéneket pedig cellularis onkogénnek).
Virusfertdzés esetén azonban e protoonkogének masolata beépiilhet a virus genom-
jaba, ahol vagy mutaciot szenved, vagy olyan szabalyozo elemhez kapcsolodik,
ami sejtbe keriilve megndveli az expresszidjat. Ekkor beszéliink viralis onkogén-
r6l, amely minden sejtbe bejut, amit az adott virus megfert6z, és a gazdasejt daga-

crer

natrol tajékoztat a 11-2. tablazat.

Genetikai modszerek a tumorok diagnosztikajaban és kezelésében

A multban a citogenetikai eljarasok jelentették az egyetlen lehetdséget a daga-
natos sejtek genomi valtozasainak vizsgalatara; a transzlokaciok és mas rendelle-
nességek kimutatasanak ma is nagy jelentdsége van a daganatok elkiilonitésében, a
megfeleld terapias protokoll kivalasztasaban (pl. a leukémidk esetében).
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Ma mar lehet6ség van az 6roklédé mutaciok kozvetlen kimutatasara: a legbiz-
tosabb a kérdéses tumorszuppresszor gének szekvenalasa, azonban ez a modszer
egyben a legiddigényesebb ¢€s a legkoltségesebb is. A gyakorlatban sok esetben jo
eredményt lehet elérni a gyakoribb mutaciok tesztelésével, pl. microarray vagy
allélspecifikus oligonukleotidok hasznalataval. (E modszerekkel kapcsolatban a 12.
fejezetre utalunk.)

A daganatok jo része jellegzetes ,,génexpressziés aldiras”-sal rendelkezik: a
tumorban kifejez6dé gének mintazata segithet elkiiloniteni olyan altipusokat, ame-
lyek mind klinikailag, mind szdvettanilag hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkeznek,
am eltér6 a prognozisuk, esetleg masfajta kezelést igényelnek. E célra egyre széle-
sebb korben alkalmazzak a qPCR-t, valamint a microarray-t.

Ujabban nem csak a kiilonféle génekrél atirodo mRNS-ek, hanem a miRNS-ek
(mikro-RNS-ek) expresszidos mintazatat is vizsgaljak bizonyos daganatokban. A
mutaciok és a génexpresszios jellemzok egylittese adja meg a daganat molekularis
profiljat.

A molekularis biologia 0j eredményei a daganatok kezelésében is valtozast
hoztak. A hagyomanyos sebészi, valamint radio- és kemoterapias eljarasok mellett
egyre tobb rosszindulat tumornal probaljak ki pl. az RNS interferencia mod-
szerét. Ennek lényege, hogy olyan egyszali RNS-t visznek be a sejtekbe, amely
komplementer egy atirddd6 mRNS-sel, igy kétszaluva teszi azt. Mivel a kétszalu
RNS nem transzlalodik, ezaltal megsziintethet6 a célpontként kivalasztott gén (pl.
egy onkogén) expresszidja. Noha az eljaras még gyerekcipOben jar, a kezdeti
eremények okot adnak a bizakodasra.
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12. fejezet
Molekularis genetikai modszerek és alkalmazasuk

A molekularis genetika forradalma napjainkban zajlik

Jelen fejezetben roviden ismertetjiik a molekularis biologia alapvetd techno-
logiai eszkoztarat. Vazoljuk, mely modszerek, technikdk hasznalatosak az alap, ill.
az alkalmazott genetika teriiletén. A genomikai medicina taglalasa mellett érint6le-
gesen szot ejtiink olyan divatos fogalmakrol is, mint a személyre szabott orvoslas
(personalized medicine) kapcsan felmeriilo ,,biomarker vadaszat”, amely napja-
inkban — a bizonyitékokon alapul6 orvoslas mellett — egyre hangsulyosabb szerep-
hez jut. Ezt a fajta paradigmavaltast ugyancsak a tudomany ¢és technoldgiai fejlodés
inicidljak, am a hozzad fizott remények ellenére fokozott aggodalom ¢és etikai di-
lemmak is kisérik.

Rekombinans DNS technologiak, ,.genetic engineering”

Szamos fontos felfedezésnek hala, rendkiviil gazdag a rekombinans DNS
technologia arzenalja. Nincs olyan teriilet (sem az alap, sem pedig az alkalmazott
kutatas, ill. a gyakorlati klinikai medicina teriiletén), ahol ne vennénk hasznat.
Gondoljunk csak a rekombinans fehérjék orvosi alkalmazasaira; immunvalaszt ki-
valté vakcinak, rekombindns ellenanyagok, immunmodulans hatast készitmények
eloallitasara. Ugyancsak példaként emlithetjiik a rekombinans hormonok géntech-
nologiai eldallitasat (inzulin, szomatosztatin), szamos noévekedési, véralvadasi
faktor, interferonok ipari eléallitasat.

Molekularis klonozas soran kiillonb6zo eredetii DNS molekulakat szabdalunk
sz&t, illesztiink Gssze és az ily modon kapott, tetsz6leges DNS molekuldkat sok-
szorositjuk fel ¢16 organizmusok, legtobbszor baktériumok (pl. Escherichia coli)
kozremiikodésével. Azokat a gazdaszervezeteket, amelyeknek az idegen eredetii
DNS mar szerves részét képezi, rekombinans organizmusoknak hivjuk. A bejutta-
tott nukleinsav integralodhat a genomba, lehet plazmidon kodolt, de mindenképpen
fennmarad ¢és a gazdaszervezet replikacidja mellett sokmilliészorosara szaporodik.
(Transzgénikus allatok, ndvények, mikroorganizmusok.)

Nem tévesztendd Ossze természetesen ez a fajta klonozas a kiillonb6zé sci-fik
témajaul szolgalo, vagy a mindenki szamara jol ismert, hires Dolly barany klonoza-
saval. Ez utobbi esetben sejtmagtranszferrel egész szervezetet klonoztak, mig a
molekularis genetikai laboratoriumokban végrehajtott, etikailag teljesen rendben
levo klonozas €16 sejtek, szervezetek molekularis klonozassal 1étrehozott homogén
populacigjat jelenti, amelyek egyetlen kdzos 0s leszarmazottjai (klonalis szaporo-
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das) — eltekintve természetesen a véletleniil keletkez6 mutacioktdl —, génikusan
identikusak, tehat egymasnak tokéletes masolatai/klonjai.

Restrikcios enzimek alkalmazasa nélkiil elképzelhetetlen a génsebészet, a gén-
technolodgia. Természetes formaban ezek az enzimek kizarolag baktériumokban és
kék-algakban fordulnak elé. Céljuk az idegen, a sejtekbe bejutd DNS (pl. fag) felis-
merése ¢s eliminalasa.

A Il-es tipusu restrikcids endonukleazok egyedi, 4-8 bp hosszusagu szekven-
ciakat ismernek fel rendkivili specificitassal, melyek igen nagy része palindrom
(mind-két szalon 5'—3’ iranyban olvasva ugyanazt a bazissorrendet adja, 1. még 4.
fejezet). A hasitds eredményeként tompa, ill. ragados (kohézios) végek keletkez-
nek. Tompa vég csak tompa véggel illeszthetd Ossze, mig a ragados végek csak
komplementer ragados végekkel (12-1. abra).

A kereskedelmi forgalomban elérhetd restrikcios enzimek szama tobb ezerre
becsiilhetd. Egyszer(i hasznalhatosaguk, olcsd, konnyd, ill. gyors hozzaférhet6sé-
giiknek kdszonhetden felhasznalasuk rendkiviil széles palettan mozog.

A hordozé vektorok lehetnek kis, ill. nagy kopiaszamuak, olyanok, amelyek
képesek a genomba integralodni, mig masok nem. Végso célunktol fliggden meg-
kiilonboztetiink klonozo ill. expresszios vektorokat.

Ez utobbiak, a génmiikddést pozitivan, ill. negativan (esetleg mindkettd) sza-
balyoz6 regulatorikus elemeken kiviil tartalmaznak olyan genetikai elemeket, ame-
lyeket felismer a gazdaszervezet transzkripcios (erds, ill. gyenge bakterialis promo-
ter és transzkripcids terminator szakasz) és fehérjeszintetizald (,,Shine-Dalgarno”
szekvencia, amely az mRNS riboszomahoz val6 kdtodését biztositja) apparatusa,
ezaltal képesek idegen géntermékek nagy mennyiségl eldallitasara. (Pl. gyogya-
szatban hasznalt nagymennyiségii, rekombinansan eldallitott inzulin, névekedési-,
véralvadasi faktorok stb.)

Minden fajta vektor kozos jellemzdje, hogy cirkularisak, kettdsszali, onallo
replikaciora képes DNS molekulak. Replikacios origdjuk ,,ori”, ¢ mellett rendel-
keznek tovabba egy mesterségesen létrehozott, un. poliklonozé régioval, amely
egyszerre tobb restrikcios enzim (lasd alabb) szamara tartalmaz felismerd helyet.
Megkiilonboztetiink csak bakterialis, ill. eukaridta vektorokat, de 1éteznek Gn. Inga-
70 (shuttle) vektorok is, amelyek baktériumokban (pl. E. coli) és eukariotakban (pl.
¢lesztok) egyarant képesek fennmaradni és replikdlodni. A kdzonséges pékélesztd
(Saccharomyces cerevisiae) konnyen tenyészthetdé mikroorganizmus, idealis va-
lasztas eukariota fehérjék termeltetésére, hiszen benne mind az intronkivagas, mind
pedig a hnRNS atszabasi folyamatok végbemennek, amelyek prokariotakban nem.

Mivel mind a transzformacio, mind pedig a kiilonbozo eredetii DNS molekulak
Osszeillesztésének hatékonysaga meglehetésen alacsony, hiszen az esetek nagy
részében a plazmid idegen DNS beépiilése nélkiil zarodik gytiriivé, ezért gondos-
kodni kell a megfelelé szelekciorol. Szelekcios lehet6ség szamos 1étezik. Elosze-
retettel hasznaltak az antibiotikum rezisztencia gének; ampicillin (ampR), ill. tet-
raciklin (tetR), amelyek megléte és kifejezddése esetén csak azok a gazdasejtek
képesek az antibiotikum tartalmu taptalajon talélni és szaporodni, amelyek fel-
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vették a hordozo vektort (pozitiv szelekcio). Inszercids inaktivalas esetén pedig
éppen a marker gént szakitjuk meg.

RE felismerd szekvenciak

hasitd hely (ragados véggel) hasito hely (tompa véggel)
v
. p o GGTO CAGCTTCGCATTAG|CAGCCTGTAGC
Kromoszomdlis DNS ___ ¢ AlC T TAAGITCGAAGC GTAATC|GTC|GACIATCG
4 [
EcoR] Pvull
restrikcios restrikcios
1 endonukledz endonukledz

m‘.","i AATTCAGCTTCGCATTAGCAG ITGTAGC
i.‘r':\h OTCOAAGCGTAATCOGTC |CACATCG

™
| . %

‘,-/ vfm
o “ragados vég
plazmid klonozé | j
vektor EcoRI és | ‘ (b) o
: 2 DNS ligiz
Pyull enzimekkel | tompa vég e
hasitva : N\ . )
.‘-\\N - _ 7 : e

12-1. dbra
Egyik végen ,,ragad6s”, masik végen tompa DNS plazmidba
épitésének sémaja
Molekularis klonozas(ok)kor a megfeleld orientacid biztositasanak
tobb modja is ismert. Ilyen az itt bemutatott forced-cloning.

A moddszer tovabbfejlesztett valtozata az Gn. negativ szelekcio (12-2. abra),
amelyben két antibiotikum rezisztencia gén szerepel. Az egyik marker aktivitasaval
azokat a klonokat jeldli, amelyek felvették a plazmidot, mig a masik inaktivitassal
pedig azokat, amelyek rekombinans plazmidokat tartalmaznak. Azaz: az idegen
DNS beépiilt a rezisztencia génbe ¢és azt megszakitva inaktivalta.
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Teljes genom szekvenalasok alkalmaval elengedhetetlen a genomot tartalmazo
molekularis klontar készitése, de egy génkdnyvtarnak szamos mas esetben is hasz-
nat vehetjiik, 1évén, hogy baktériumsejtek milli6ibol all, ahol minden egyes klon
kiilon DNS darabot (genomialis DNS, komplementer DNS) hordoz (12-2. abra).
Amennyiben genomialis DNS konyvtarak esetében, az adott faj genomjanak min-
den részlete legalabb egyszer képviseltetve van valamely klonban, akkor az adott
konyvtarat teljesnek tekintjiik.

Az els6 genomialis konyvtar 1974-ben késziilt, amely kozel 2000, egyedi
klonbol allt és az E. coli génjeit tartalmazta. Mivel plazmidokban a klonozhato
DNS fragmentek mérete meglehetdsen kicsi, ezért a klonozast inkabb bakterio-
fagok (az E. colit fertézni képes lambda fag vektor és szarmazékai) esetenként
mesterséges kromoszoémak (baktérium BAC, éleszté YAC™) kozremiikodésével
végzik. A génkonyvtarak screenelése, azaz adott nukleinsav tartalmi rekombinans
kloénnak a tobb ezer tobbi koziili kivalasztasa leginkabb ahhoz hasonlithato, mint
amikor tiit keresiink a szénakazalban.

A kivalasztasnak tobb modja is ismert. Az egyik leggyakrabban hasznalt mod-
szer a hibridizacios technika, amely azon az egyszerii térvényszeriiségen alapul,
hogy komplementer nukleinsavak (DNS, RNS) a Watson-Crick bazisparosodas tor-
vényei alapjan nagy specificitassal képesek egymashoz kotodni (12-3. abra).

Az eukariota gének nagy része intronalis szakaszokat tartalmaz, hozzajuk
képest az exonok a gének teljes szekvencidjanak csak kis szazalékat teszik Kki.
Ahhoz, hogy eukariota géneket prokariota sejtekben klonozhassunk, majd a klono-
zott géneket kifejeztethessiik, és a génterméket altaluk nagy mennyiségben el6éallit-
hassuk, sziikséges, hogy a nem kodolo, intronalis szakaszokat eltavolitsuk. Ehhez
el6szor mRNS-t izolalunk a homogenizalt sejt- vagy szdvettenyészetbol és azt
reverz transzkriptdz enzimmel cDNS-sé irjuk at. Az izolalt mRNS populaciot
reverz transzkriptazzal kezelve el6szor RNS-DNS hibrid molekulat kapunk, majd
pedig az RNS leemésztése utan visszamaradt egyszali DNS-t DNS polimeraz
enzimmel kétszaltva egészitjiik ki. Az ily modon el6allitott kétszalit DNS azon tul,
hogy csak a gének kodold régioit tartalmazza, tokéletes komplementere lesz az
mRNS-nek. Ebbdl ered az elnevezés; cDNS (komplementer DNS). Az igy kapott
cukaridta gének mar alkalmasak prokaridtakban vald kifejeztetésre. A mennyiség
egyenesen utal tovabba expresszidjuk mértékére is, ezen alapulnak a kiilonb6z6 ex-
presszios vizsgalatok (1. microarray). Ha az igy nyert cDNS-ekbdl klontarat készi-
tiink, akkor azt cDNS kdnyvtarnak hivjuk.

*® BAC = bacterial artificial chromosome, Y AC = yeast artificial chromosome.
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telepek kepesck /'\.
csak a talélésre

tetraciklin tartalma taptalaj ampicillin =+ tetraciklin
(kontroll) tartalmn taptalag

12-2. abra

Klontar készitésének menete pPBR322 plazmid vektor hasznalata esetén

Az ampicillin- és tetraciklin rezisztens plazmidokat és az idegen DNS-t
ugyanazon restrikcios enzimmel hasitjuk. A Ps¢I a cirkularis pPBR322 plaz-
midot ampicillin rezisztencia génjében hasitja, ezaltal linearizalja. Miutan
az idegen DNS fragmenseket pBR322 plazmidokba klonoztuk, azokat E.
coli sejtekbe transzformaljuk. Negativ szelekciot végziink, mely soran a
transzformansokbol — megegyez0 pozicidoban — két kiilonbozo taptalajra
oltunk. A rekombinans, plazmidjaikon ampicillin rezisztencia génjeikben
megszakitott baktériumok nem lesznek képesek ndvekedni az ampicillin +
tetraciklin tartalmu taptalajokon. A megfeleld pozicionaldst kdvetden kike-
ressiik a tetraciklin tartalmu taptalajrol a transzformansokat.
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A Petri-csésze orientaciojanak jelilese

Avpar tartalmi Petri-—csésze a
= | transzformans bakteriumokkal

#
[ ]

A telepeket s tapials)
felszinének énmniésevel
# atvisszik nitrocellulaz
membranra €= alkalikus
L] lizist vegriink

Mitracelluloz membran

A limis soran képedda
4. egyszall DNS a
nitrocellulozhoz kitodik

A DNE a nitrocelluloz
membranhos kitddik

¥ A keresen sennel
koplementer,
radioaktiv proba

'I A nitrocellulozt a radioaktiv
A" praba oldataban aztatjuk, a
praba csak a keresecit génnel

“» - Sy
- hibridizal

.

"

A onitrocellulézra rémtgenfilmet helyesiink, fekete folt
jelzi a telep helvét, amely a klonozands gént tartalmazza

12-3. dbra
Génkonyvtarak sziirése hibridizacidval

Agar lemez rekombinans plazmiddal transzformalt baktériumokkal. Az egyedi
baktérium telepeket a taptalaj felszinének érintésével nitrocellul6z membranra
vissziik és NaOH-dal alkalikus lizist végziink. A sejtek DNS-e kiszabadul, a
két szal elvalik egymastdl, és a DNS ratapad a membranra. A kitapadt egy-
szali DNS-hez radioaktivan jel6lt, komplementer DNS (esetleg RNS) probat
hibridizaltatunk, és a membrant mossuk az aspecifikus kotddés eltiintetésére.
Ezt kovetoen a radioaktivitas csak azoknak a klonoknak a helyén detektalhato,
amelyekben a DNS komplementer a radioaktivan jeldlt probaval, értelemsze-
riien, amelyek a keresett géniinket tartalmazzak.

156



Felfedezések, melyek forradalmasitottak a molekularis biologiat

Az alabbiakban roviden bemutatjuk azokat a modszereket, amelyek nélkiil
nemcsak rekombinans géntechnoldgia, de molekularis diagnosztika sem létezne.
Sét, a mindennapi életiinkben egyre jelentdsebb szerephez jutnak az igazsagiligyi
orvostan, a célzott diagnosztika (biomarker vadaszat), ill. a célzott terapia teriiletén
is. Legyen az egy egyszer(l fragment analizis, vagy genetikai markerek, betegség-
hordoz6 allélek, mutacid, polimorfizmus kimutatas, sziikséges a megfeleld
mennyiségli DNS megléte.

Egy Nobel dijas talalmany, a polimeraz lancreakcié (PCR) megfelel6 optima-
lizalast kovetden alkalmas barmilyen mintabol, a néhany, vagy akar csak egyetlen
példanyban jelen levé DNS szakaszt milliészorosara felszaporitani. Ez az in vitro
DNS szintézis alapvetoen egy masolasi (replikacios) folyamat, a sejtekben végbe-
mend, bonyolult DNS-kett6z0désnek egy mesterséges, lecsupaszitott valtozata,
amely szintézis tobbszori ismétlése révén adott DNS mennyisége exponencialis
mértékben novelhetd (12-4. dbra). Az amplifikaciot végzo hoéstabil DNS polimeraz
sem képes az 0j szal épitését a semmib6l megkezdeni, ezért primerrdl nekiink kell
gondoskodnunk mesterségesen eldallitott, rovid oligonukleotidok formajaban. Ez
azért jOo, mert igy iranyithatjuk a masolando szakasz kijelolését. A sejtekben a
duplaszali DNS-ek szétcsavarasat fehérje komplexek végzik, mig laboratoriumi
koriilmények kozott ezt a hémérséklet emelésével érhetjiik el (denaturacid). Ismét
alacsony homérsékleten a primerek hozzakotddnek a denaturalt, felszaporitani
kivant egyszalu DNS molekula komplementer szakaszaihoz.

Ezt kovetden a — héforrasokban €16 baktériumokbol izolalt — polimeraz enzim a
szamara optimalis homérsékleten (72 °C), a mintaszal nukleotid sorrendjének meg-
feleloen egymas mellé csatolja a rendszerhez ugyancsak hozzdadott dezoxiribo-
nukleotid-trifoszfatokat ugy, hogy adott bazissal szemben kizardlag csak annak
komplementere keriilhet beépitésre. Igy a két szal hidrogén hidakkal kapcsolodik,
stabilizalva a kettds hélixet (extenzid). A replikacio kovetkezd ciklusdban pedig
mar a primerek mind a régi, mind pedig az 01j szalhoz kotodnek.

A PCR alaptu RFLP mddszer egy adott célszekvencia eltéréseit, polimorfiz-
musait hivatott kimutatni. Az SNP-k a DNS szekvenciak azon részeit jelolik, me-
lyek egyetlen nukleotidban térnek el egymastol. Pl. az egyik allélon adenin bazis
helyett guanin talalhaté a masikhoz képest. Ebbol kovetkezik, hogy heterozigdta
genotipus esetén az SNP-t tartalmazd DNS szakaszt megfeleld restrikcids enzimek-
kel hasitva eltéré fragmentum mintazatot kapunk. Ha a felismerd hely jelen van,
akkor hasit az enzim, eltérés (pl. [pontJmutacio esetén) pedig nem.

A restrikcidés fragmentum-hossz polimorfizmust (RFLP) tehat olyan SNP-k
hozzék létre, amelyek kialakitanak vagy megsziintetnek restrikcios hasitd helyeket.
A fragmentek kimutatasa gélelektroforézissel torténhet.

Szét kell ejteniink a PCR valos-idejii alkalmazasardl (real-time PCR), amely
Uj fejezetet nyitott a nukleinsav analizis teriiletén. Ez a mindségi analizis mellett
rendkiviil szenzitiv detektalasra (femtogram tartomany) és nagyon pontos meny-
nyiségi meghatarozasra egyarant lehetdséget biztosit.
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12-4. abra
A PCR reakcio elve

A sejtekben a dupla-
szali DNS-ek szétcsa-
varasat fehérje kom-
plexek végzik, mig la-
boratoriumi  koriilmé-
nyek kozott ezt a ho-
mérséklet emelésével
¢érhetjiik el (denatura-
cio). Alacsony homér-
sékleten a primerek a
felszaporitani  kivant
szekvencia két végén
kotddnek a denaturalt,
egyszali DNS-ekhez
ugy, hogy 3'-végiik
egymas felé mutat
(anellacid). Az idealis
anellaciés homérséklet
a primerek bazisossze-
tételének  fliggvényé-
ben alakul, amely a
szekvencidk ismereté-
ben pontosan meghata-
rozhato. Cél, hogy a
primerek  anellacios
hémérsékleti  értékei
kozel essenek egymas-
hoz. Minél tobb a
szekvencidkban a har-
mas H-kotéseket kiala-
kit6 G-C parosodasok
szama, az anellaciok
annal magasabb érté-
ket adnak.
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Primer

» I-on
o - CTAAGCTCGACT

Template
¢

dCTP, dGTP, dATP, dTTP

+ ddATF ddCTP «ddTTP
ER-CGATTCGAGCTGAdA  WI-GATTCGAGAC GATTCGAGCTddG  ME-GATTCGAGCAT
MR-CATTCGAA M-GATTdd( dG W-GATAdT
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A komplementer szal autoradiogramos képe és nukleinsav szekvencidja

12-5. abra
Sanger szekvenalas

A modszer lényegét tekintve egyszerli: négy kiilonallo csében, parhuzamo-
san kivitelezett in vitro DNS szintézis azzal a modositassal, hogy a polime-
raz enzim a megszekvenalando6 templat DNS komplementer szalahoz modo-
sitott, un. lancterminaléd 2’-3'-didezoxi- (dd-)-nukleotidokat is képes hozza-
épiteni. Az egyes reakcioelegyek kiilonb6zé lanctermindlé nukleotidokat
tartalmaznak. Ezeket a modositott nukleotidokat megfelelé aranyban keverik
a DNS-t alkoté normal dezoxi-ribonukleotidok mellé. (Jelolésként radioaktiv
dATP-t alkalmaznak.) Minden alkalommal, amikor egy ilyen nukleotid-ana-
16g (amely 3’ helyzetben nem tartalmaz —OH csoportot) épiil be, lanctermi-
nacio torténik. A szekvenalasi szintézis végeztével a négy reakciocso a kelet-
kezett Osszes, kiilonb6z0 hossziisagh DNS molekula elegyét tartalmazza,
amelyek a templatot teljesen lefedik. Végezetiil a 1étrejott fragmenteket poli-
akrilamid gélen méretiiknek megfeleléen szétvalasztjak és a radioaktiv jelo-
lésnek koszonhetéen a kiillonbozé méretli fragmantek mintazata egy
autoradiogramroél leolvashatd. (Ahogy a modern molekularis bioldgia mas
terliletein, itt is igyekeznek a radioaktiv jel6lés helyett fluioreszcens tech-
nikat alkalmazni.)

A DNS szekvenalas, azaz a nukleinsavakat felépit6 bazisok szekvencia megha-
tarozasanak technologiaja 0j fejezetet nyitott a molekularis tudomanyok teriiletén.
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Az els, torténelmi Nobel dijjal jutalmazott mérfoldko letétele, Frederick Sanger
nevéhez fliz6dik, aki az 1970-es években kifejlesztette az un. lancterminacios
(didezoxi) szekvenalasi eljarast. Innen ered az elnevezés: Sanger szekvenalas (12-
5. ébra).

Ennek a modszernek a tovabbfejlesztett valtozataban a lancterminald nukleoti-
dokat négy kiilonbozo fluoreszcens festékkel jeldlik, a négy kiilonbozo reakcioele-
gyet Osszekeverik, és kapillaris elektroforézist végeznek. A leolvasas végiil fluo-
reszcencia detektalassal torténik.

Hajsza az emberi genomokért

Annak ellenére, hogy sokan azt remélték, olyan hatast gyakorol majd a human
genom program az élettudomanyokra, mint anno az Urkutatas a fizikara, végiil
mégsem hozott akkora attérést. Az els6 human genom megszekvenalasan munkal-
kodo két, egymassal versengd csoport: az International Human Genome Sequen-
cing Consortium (az USA 4llami NIH intézménye keretein beliil) és a Craig Venter
vezette Celera biotechnoldgiai magantarsasag kozel harom évig volt a figyelem ko-
zéppontjaban. Faradsagos munkajuk soran mindketten az Un. shotgun klonozas
modszerét alkalmaztak. Ez azt jelenti, hogy a megszekvenalni kivant genomot
restrikcios endonukleazokkal kisméretli, atfedé fragmentekre szabdaltak, klonoz-
tak, végil a relevans DNS szakaszokat mindkét végiikon 400-500 bazispar hosz-
sz(isagban meghataroztak®’.

A mintegy 3 milliard bazispart tartalmazé human genom legelsé valtozatanak
megszekvenalasa 2003-ban fejez6dott be és mintegy 3 milliard USA dollarba ke-
rilt (azaz 1 bazispar meghatarozasa 1 dollar). Ehhez képest a nukleotid-sorrend
meghatarozas automatizalasanak és szamos fontos technikai ujitdsnak kdszonhe-
téen — pl. emulzidés PCR, piroszekvenalast stb. — egyes magancégek a munkat 1700
dollar koriili aron és toredék id6 alatt elvégzik™. Mara mar se szeri se szama a kii-
16nb6z6 GWAS-oknak (genome-wide association study, 1. még a 4. és 10. fejezet-
ben). Ezek olyan eset-kontroll tanulmanyok, amelyek fokuszaban major génes
SNP-k allnak. 2002-ben indult a nemzetkdzi HapMap (haplotipus térkép) Projekt
(1. még a 9. fejezetben), amelyben a tudosok elsésorban olyan haplotipusok (SNP
mintazatok) utan kutatnak, amelyek betegségekkel asszocialtak. Mivel a kiilonb6z6
emberek genomja mintegy 99,5%-ban mutat egyezést®’, ezért a fennmarado ,,fontos

*”" Shotgun = (sorétes) vadaszpuska. Egy menetben hosszabb szakasz meghatérozésa azért
nem volt lehetséges, mert a gélen tal stirivé és ezaltal egymastol megkiilonboztethetetlenné
valtak volna a csikok, amelyek sorrend;jét le kellett olvasni.

* Rovidebb, meghatarozott DNS szakaszok genetikai diagnosztika céljabél torténd meg-
szekvenalasat mar nagyobb kdzonség szamara is elfogadhat6 aron kinaljak.

* Fontos megallapitas ezen a téren: néha nagyobb foku a hasonlosag két, nem azonos etni-
kumba, akarha nem azonos rasszba tartozé ember kozO6tt, mint két azonos etnikumu sze-
mély esetén.
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kevés”-nek a megfejtése rendkiviil inspiraloan hat a kutatokra és a molekularis bio-
logiai tudomanyok tovabbi fejlédésére, nem csak a medicina szempontjabol, ha-

crer

illet6en is.

Microarray alkalmazasok és bioinformatikai vonatkozasaik

A DNS chip elnevezés szilard lemezre rogzitett nagyszamu (t6bb millio) egye-
di — 20-150 bp hosszusagu — oligo- vagy rovid polinukleotid proba sorozatara
(array) utal, amelyekhez jel6lt nukleinsav mintakat hibridizalnak. A funkcionalis
genomika hasznalja ezeket expresszids profilozasra, azaz akar tobb ezer gén ex-
presszidjanak egyidejli vizsgalatara, meghatarozott kornyezeti paraméterek mellett.
Kozremikodésiikkel lehetséges kiilonbozo biologiai folyamatokban részt vevo
gének azonositasa (gene discovery), ill. génaktivitasok relativ mérése.

A targylemezek feliiletén pontos koordinatakkal meghatarozott probak (szondak) szin-
tézise torténhet ex sifu, mely eljarasban elére gyartott, jelolt probakat kotnek a feliilethez,
vagy in situ, amikor a szintézis magan a hordozo feliileten torténik. Ezekhez a probakhoz
hibridizaljak a vizsgalati és kontroll mintak fluoreszcensen jel6lt cDNS-eit.

A microarray modszer elve egyszerii. Amennyiben a meghatarozott paraméterek mel-
lett tenyésztett sejtek, vagy paciensekbdl miitétileg, ill. biopsziaval vett szovetdarabok izo-
lalt mRNS populécidja reverz transzkripcids atirdst kovetéen tartalmaz olyan cDNS-t,
amely a mikrochip valamely pontjahoz kotott probakkal komplementer, azokhoz a kompe-
titiv hibridizacio elvén (1. alabb) specifikusan hozzakot. Ha a szerepld nukleinsavakat eld-
zetesen fluoreszcensen jelolik és — az aspecifikus k6tddést kizard mosas utdn — a megfeleld
hullamhossza fénnyel gerjesztik, akkor a kapott jelet az erre szolgald berendezéssel
(konfokalis mikroszkoppal) felfogjak és szamitogépbe viszik, amely ,,ismeri” a targyleme-
zen elhelyezett probak mintazatat. Az eljaras kétféle eredményt szolgaltat. Egyfeldl azono-
sithatok a gének, amelyek kifejezédtek a vizsgalt mintaban. Masfelél a fluoreszcens jel
intenzitasa aranyos az expresszié mértékével, azaz minél nagyobb az adott gén kifejezodé-
sének mRNS-ben meghatarozhat6 értéke, annal tobb mRNS termelddik réla és annal tobb
jelolt cDNS kotddik a megfeleld probakhoz a targylemez felszinén. Ha a génkifejez6dés
szintjét befolyasoljak transzlacios folyamatok és/vagy poszttranszlacios modositasok, akkor
egyéb, pl. proteomikai eljarasok is sziikségesek lehetnek a pontos diagnézishoz.

A komparativ genomi hibridizaciés array-k (array-CGH vagy aCGH) egész
kromoszomaékat vagy genomokat, avagy csak bizonyos szakaszokat (szubkromo-
szomalis régiokat, ill. géneket) érintd kopiaszam variaciok (copy number varia-
tions, 1. még a 8. fejezetben) kimutatasara alkalmasak referencia (kontroll, keze-
letlen) és a vizsgalt (pl. tumoros, kezelt stb.) mintak Gsszehasonlitasaval. Az elja-
rasban szereplé molekulakat kiilonbozo fluoroforokkal jelolik, az egyiket pl. zold-
del, a masikat pirossal. Amennyiben az adott szakaszra vonatkozoan a kontrollban
¢s a vizsgalt DNS-ben azonos kdpiaszam tapasztalhato, akkor az adott koordinatak-
nal azonos z06ld ¢€s piros intenzitas allapithatd meg, a két szin elegye sarganak
latszik. Ha a benniinket érdekld és pirossal jelzett mintdban kopiaszam tobblet van,
az adott koordinataknal a piros szin dominal, ellenkezé esetben pedig a zold. A
kiértékelés konfokalis mikroszkoppal és a szamitogép erre a célra fejlesztett szoft-
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verével torténik. Ezzel a modszerrel kdvethet6 pl. a daganatok reagalasa a kemo-
terapiara: a rezisztencia oka lehet az ezért felelés gén(ek) nagyfoku felszaporodasa.
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