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1. BEVEZETES A GYOGYSZERESZI BIOLOGIABA

Ez a tantargy az él6 sejtrél, annak felépitésérdl, a f6 szerkezeti (strukturalis) elemeirdl és a molekula-
ris szintli szabalyozasardl szolgaltat alapismereteket.

A sejt kérnyezetétdl elkulondl, de ugyanakkor azzal folyamatos anyag- és informéciécserében all. Az
élélények két nagy csoportja az egysejtiiek és a tobbsejtli organizmusok. Az utébbiak esetében a
terminalisan differencialddott sejtek szoveteket és szerveket alkotnak. A szervezet kiilonb6z6 részei
bonyolult informéciocserében allnak egymassal.

A sejtek prokaridtak vagy eukariotak lehetnek. Kozos jellemzéik a kdvetkezok:

= Sejtmembrannal rendelkeznek, amely molekuldk importjara és exportjara képes.

= Az eltérd sejtaktivitasokhoz (szintetikus reakciok, mozgas, reaktivitas, molekulak kivalaszta-
sa, mas sejtekkel vald kapcsolattartas, hogy csak néhany példat emlitsiink) energiara van
szukséguk.

= A sejt vagy az egész szervezet reprodukcidjahoz szikséges genetikai informéacioval rendel-
keznek, amely megbizhaté és szikség esetén a javitas lehetésége fennall benne.

A sejtek valamely felszinhez, illetve mas sejtekhez kapcsolédhatnak, vagy szabadon lehetnek vala-
mely oldatban. Néhany specializalt sejtben eltérd funkciok zajlanak a sejt kilénb6z8 oldalain (apikalis-
bazalis, enterocitak, vese sejtek). A prokariéta sejteknek gyorsan és hatékonyan kell reagalniuk a
kornyezeti valtozdsokra. A prokariéta sejtekben nem talalhaté meg a legtébb, eukariota sejtben fellel-
hetd sejtalkoto (lasd a két sejttipus dsszehasonlitasarol szolo eléadast). A kompartmentalizacio se-
giti a molekularis biolégiai és a biokémiai sejtfolyamatok szabalyozasat.

A sejtmembran sajatos szerkezettel rendelkezik, a legtdbb molekula szamara nem atjarhaté (lasd:
Membran szerkezete és Fehérje transzport eléadasokat, valamint biokémiabdl: Transzporterek és
csatornak). A kornyezettel valé anyag kicserélédést specialis transzporter rendszerek segitik. Az
extracellularis (sejten kivili) térbél érkezé jeleket a memranban talalhaté receptorok érzékelik és sej-
ten bellli jelatviteli utaknak tovabbitjak, amelyek révén a sejt reagalni tud ezekre a jelzésekre. Vala-
mennyi felsorolt aktivitas hozzajarul, hogy a sejt belsé kérnyezetét stabilan tartsa. A sejt folyamatos
vesz fel energiét szolgaltaté molekuldkat, és bocséat ki bomlastermékeket (ezek az enzimatikus reak-
ciok a Biokémia targyat képezik).

A sejt genetikai informacidja a DNS tartalmaban rejlik. Eukariéta sejtekben a DNS kromoszémakba
organizalédik. A géntermékek fehérjék (proteinek) vagy RNS molekulak. A gén expresszid reguléci-
Oja (szabalyozasa) hatarozza meg, hogy egy adott pillanatban a DNS mely szakasza hasznalddik
RNS szintézisre. A gén expresszio szabalyozasanak tobb szintje van: kromoszéma szerkezete, DNS
és hiszton moédositasok, transzkripcié (RNS szintézis DNS templatrél), RNS processzalédas (érés),
RNS degradacié (lebomlas), transzlacio (fehérje szintézis), fehérjék poszttranszlacios modosulasa és
degradacioja. Az eukariét sejtek magasabb szintl strukturalis rendezettsége (endomembran rendszer,
kompartmentalizcio, transzkripcié és transzlacid elkllonitése) alapot szolgaltat a gén expresszid
magas szintli szabalyozésahoz.

Minden sejt ugyanazokat az alap elemeket és épitékodveket tartalmazza: viz, szerves makromolekulak,
amelyek koz0s épitékdvekbdl tevédnek dssze (lasd: tablazat az eléadason). A viz az él6 sejt specialis
koézege, tobb mint egyszer(i oldészer: sajatos szerkezete folytan a sejten bellil nagyrészt organizalt
formaban talalhatd, a makromolekulak magasabb rend(i szerkezetében jatszik szerepet és részt vesz
enzimatikus reakciékban is. Polaros szerkezet révén nagyszamu H-kotés kialakitasara képes nem-
csak mas vizmolekulakkal, hanem polaros makromolekulakkal (fehérjék, szénhidratok) is.
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A biol6giailag fontos makromolekulak négy f6 csoportja:

= Nukleinsavak (DNS, RNS)

= Fehérjék (a sejtben legnagyobb mennyiségben talalhatok)
= Lipidek (méretik alapjan valéjaban nem makromolekulak)
= Szénhidratok (poliszaccharidok).

Ezek a molekuladk kis ismétlédo egységekbdl épiinek fel: nukleotidokbol, amino savakbdl, zsirsa-
vakbal, illetve cukrokbdl (monoszaccahridok). Ezen kdzos alap épitéelemek léte miatt feltételezhetjik,
hogy létezett a mai sejteknek egy kézos 6se (LUCA: last universal common ancestor).

Ha az él6 sejtet felépitd elemeket vizsgaljuk, azt talaljuk, hogy a sejt tomegének tébb, mint 90%-at a
H, C, N és O adja. A sejtben kis mennyiségben fellelhetd elemeknek épp olyan fontos szerepik van,
mint a dominansaknak: strukturalis komponensek (P), enzim reakciok kofaktorai (Mg, Se), vagy a sejt
ionkdzegének komponensei, amelyek szerepet jatszanak az akcids potencial kialakulasaban, az
izomkontrakciéban vagy a jelatvitelben (Na, K, Ca).

A sejtet felépitd elemek és molekulak kozott fellepd erék kilonb6zd erésségiliek: kovalens és nem-
kovalens interakciok. A kovalens kotések sokkal erésebbek, kialakitasuk és felbontasuk enzimreakci-
Ok eredményei. A nem-kovalens erék:

= lonos interakciok (sokotés)
= Hidrogén kétés (hid)
= Van der Waals er6k.

Ezen bioldgiailag jelentSs eréknek a jellemzése az eléadas anyagban talalhato.

A nem-kovalens erdék biolégiai jelentésége az, hogy viszonylag gyenge interakcidk, amde nagy
szamban er@s kotést biztositanak, mig egyenként kénnyen Iétrehozhatdk és felbonthaték. Ez a jelleg-
zetesség nagyon fontos példaul a replikacié vagy transzkripcié soran, amikor a DNS kett6s hélixet
egybetartd hidrogén kotések felbontasara kertil sor. A nem-kovalens interakci6k méasik fontos jellem-
z6je, hogy megfeleléen nagy szamban, két dsszeill§ felszin kdzott specifikus kétést tud biztositani.

A nukleinsavak (DNS és RNS) nukleotidokbdél éplilnek fel: cukor (rib6z), foszfat és szerves bazis. A
bazis lehet purin vagy pirimidin bazis: adenin (A), guanin (G), és timin (T — a DNS-ben), citozin (C)
vagy uracil (U — RNS-ben). A bazisok glikozidos kotéssel kapcsolédnak a rib6zhoz. A nukleotidok
foszfodiészter kotésekkel kapcsolédnak egymashoz, amelyek a rib6z 3'-OH és a masik nukleotid 5’
foszfatja kozott létesiil. Egy polinukleotid lanc szekvencidjanak jeldlése soran a bazisok roviditett ne-
vét hasznaljuk az 5’ (,szabad” foszfat) végtél a 3’ (,szabad” OH) vég felé (AAGTCCT). A masik elté-
rés az RNS és DNS szerkezete kdzott a ribdz struktlrajaban van: a DNS-ben 2’ deoxi-rib6z talalhaté.
Az RNS-ben a 2’ oxigén

jelenléte tobb kovetkezménnyel is jar: az RNS nem tud a DNS-hez hasonlé szabalyos kettds hélixet
képezni, bar rendelkezik komplex masodlagos és harmadlagos szerkezettel, amelyeket szamos hid-
rogén kotés rogzit. Emellett az RNS kdnnyebben bomlik, mint a DNS. Szamos RNS molekulaban,
féként a tRNS és rRNS-ekben bazis médosulatokat talalunk. Ezek egy része konzervalt, ami azt jelen-
ti, hogy az evollcio soran meg6rzdédtek jelentds szerkezeti/funkcionalis szerepiik miatt.

Emlitésre mélto, hogy az RNS-nek szamos olyan funkcioja, jellegzetessége van (6rokl6dé informaciod
hordoz6 — virusokban, enzimatikus aktivitas — ribozimekben, magasabb rend(i szerkezet, biokémiai
reakcidokban szerepld ribonukleotid kofaktorok), amely a kutatdkat arra a kovetkeztetésre vezette,
hogy eredetileg egy Ugy nevezett RNS vilag létezett. Késdbb a DNS kialakulasaval (stabilabb hordo-
zbja az orokité anyagnak) és a fehérjék megjelenésével (nagyobb szamu molekula a kiilénb6zé funk-
cidk betdltésére) ezen utébbi molekulak vették 4t az RNS szerepeinek egy részét.
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A fehérjék egymassal peptid kotéssel kapcsolédé aminosavakbdl épilnek fel. A peptid kotést alkoto
atomok egy sikban helyezkednek el, amely tény az egyik magyarazata a jellegzetes masodlagos és
harmadlagos szerkezetek képz6désének (lasd: Fehérjék tipusai). EmI&s sejtekben 20 fehérjeépit6
aminosav talalhato, amelyek nagymértéki variabilitasra adnak lehetéséget. Az aminosav oldallancok
sokféleképpen modosithatok, ezek egy része allandd, masok reverzibilisek (lasd: poszttranszlacios
fehérje modositasok). A fehérjék nagyszamu funkcidi kozil néhany: enzimek, strukturdlis elemek a
sejten belill és az extracellularis matrixban, membran csatorndk és transzporterek, motor fehérjék,
immun funkciéval rendelkez6 fehérjék és a vér komponensei (transzport, ozmotikus nyomas).

A fehérjék specialis strukturalis egységei a motivum, a fold és a domén. A motivumok kis egységek,
amelyekben a masodlagos szerkezetek tobb fehérjében is hasonlé médon rendezédnek, ez altalaban
hasonlé funkciéval is jar. A fold a motivumokbdl szervez6dik a masodlagos szerkezetek elrendezédé-
sével. A domén egy fehérje régié harmadlagos szerkezeti elemeit is tartalmazza, ezen belil énalléan
is felveheti a magasabb rendl szerkezetét, specialis funkcidval rendelkezik, és egy adott gén szakasz
kédolhatja.

A cukrok és szénhidratok nélkulozhetetlen komponensei a nuklein savaknak (pentdz),
glikoproteineknek és glikolipideknek. Energiaforrasul szolgalhatnak (glikogén) és strukturalis ele-
mek lehetnek névényekben (celluléz) és Aallatokban (kitin). Lipidekhez és fehérjékhez nagy
oligoszacharid egységek csatlakozhatnak, amelyek révén megvaltozik a molekula oldékonysaga,
antigenitasa, és specifikus funkciora tehet szert.

A lipidek nem mindig makromolekulak, de sokszor alkotjak zsirsavak, egy vazmolekula (glicerin vagy
szfingozin), foszfat és valamely alkohol kombinaciéjat. Energia raktarként neutralis molekulak (triacil
glicerin), de foszfolipidként polaros csoportot is hordoznak, és fontos alkot6i a membranoknak. A
lipidek egyes tagjai a jelatvitelben vesznek részt (lasd: Jelatviteli utak). A koleszterin is a lipidek
csoportjdba tartozik. Nélkiulozhetetlen alkot6ja a membranoknak, és szdmos fontos szarmazéka van
(szteroid hormonok, epesavak).

Ez a tantargy az é16 sejtrél, annak felépitésérdl, a f6 szerkezeti (strukturalis) elemeirdl és a molekula-
ris szintl szabalyozasardl szolgaltat alapismereteket.

A sejt kornyezetétél elkilonil, de ugyanakkor azzal folyamatos anyag- és informaciocserében all. Az
élélények két nagy csoportja az egysejtiiek és a tobbsejtli organizmusok. Az utébbiak esetében a
termindlisan differencialodott sejtek széveteket és szerveket alkotnak. A szervezet kulonb6z6 részei
bonyolult informéaciocserében allnak egymassal.

A sejtek prokaridtak vagy eukariétak lehetnek. Kozos jellemzéik a kdvetkezok:

= Sejtmembrannal rendelkeznek, amely molekulak importjara és exportjara képes.

= Az eltérd sejtaktivitasokhoz (szintetikus reakciok, mozgas, reaktivitds, molekulak kivalaszta-
sa, mas sejtekkel valé kapcsolattartas, hogy csak néhany példat emlitsiink) energiara van
sziikséguk.

= A sejt vagy az egész szervezet reprodukcidjahoz szikséges genetikai informéacioval rendel-
keznek, amely megbizhatd és szikség esetén a javitas lehetésége fennall benne.

A sejtek valamely felszinhez, illetve mas sejtekhez kapcsolédhatnak, vagy szabadon lehetnek vala-
mely oldatban. Néhany specializalt sejtben eltérd funkciok zajlanak a sejt kiilonb6zé oldalain (apikalis-
bazdlis, enterocitak, vese sejtek). A prokariota sejteknek gyorsan és hatékonyan kell reagalniuk a
kornyezeti valtozasokra. A prokariota sejtekben nem taldlhaté meg a legtébb, eukariéta sejtben fellel-
hetd sejtalkotd (lasd a két sejttipus dsszehasonlitasardl szolé eléadast). A kompartmentalizacié se-
giti a molekularis biolégiai és a biokémiai sejtfolyamatok szabalyozasat.

A sejtmembran sajatos szerkezettel rendelkezik, a legtdbb molekula szamara nem atjarhaté (lasd:
Membran szerkezete és Fehérje transzport eléadasokat, valamint biokémidbdl: Transzporterek és
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csatornak). A kornyezettel valdé anyag kicserél6dést specialis transzporter rendszerek segitik. Az
extracellularis (sejten kivili) térbél érkezé jeleket a memranban talalhaté receptorok érzékelik és sej-
ten bellli jelatviteli utaknak tovabbitjak, amelyek révén a sejt reagalni tud ezekre a jelzésekre. Vala-
mennyi felsorolt aktivitds hozzajarul, hogy a sejt belsé kdrnyezetét stabilan tartsa. A sejt folyamatos
vesz fel energiéat szolgaltaté molekulakat, és bocséat ki bomlastermékeket (ezek az enzimatikus reak-
ciok a Biokémia targyat képezik).

A sejt genetikai informaciéja a DNS tartalmaban rejlik. Eukaridta sejtekben a DNS kromoszémakba
organizalédik. A géntermékek fehérjék (proteinek) vagy RNS molekulak. A gén expresszid reguléci-
Oja (szabalyozasa) hatarozza meg, hogy egy adott pillanatban a DNS mely szakasza hasznalodik
RNS szintézisre. A gén expresszié szabalyozasanak tébb szintje van: kromoszéma szerkezete, DNS
és hiszton modositasok, transzkripcio (RNS szintézis DNS templatrél), RNS processzalédas (érés),
RNS degradécio (lebomlas), transzlacio (fehérje szintézis), fehérjék poszttranszlaciés modosulasa és
degradacioja. Az eukariét sejtek magasabb szintl strukturalis rendezettsége (endomembran rendszer,
kompartmentalizacié, transzkripcié és transzlacié elkilonitése) alapot szolgaltat a gén expresszio
magas szintli szabalyozasahoz.

Minden sejt ugyanazokat az alap elemeket és épitbkdveket tartalmazza: viz, szerves makromolekulak,
amelyek kozos épitékovekbdl tevddnek dssze (lasd: tablazat az eléadason). A viz az él6 sejt specialis
kbézege, tobb mint egyszeri olddszer: sajatos szerkezete folytan a sejten belll nagyrészt organizalt
formaban talalhat, a makromolekulak magasabb rendi szerkezetében jatszik szerepet és részt vesz
enzimatikus reakcidkban is. Polaros szerkezet révén nagyszamu H-kotés kialakitasara képes nem-
csak mas vizmolekulakkal, hanem polaros makromolekulakkal (fehérjék, szénhidratok) is.

A biol6giailag fontos makromolekulak négy f6 csoportja:

= Nukleinsavak (DNS, RNS)

= Fehérjék (a sejtben legnagyobb mennyiségben talalhatok)
= Lipidek (méretiik alapjan valéjaban nem makromolekulak)
= Szénhidratok (poliszaccharidok).

Ezek a molekuldk kis ismétlédé egységekbdl épililnek fel: nukleotidokbdl, amino savakbdl, zsirsa-
vakbal, illetve cukrokbdl (monoszaccahridok). Ezen kézds alap épitéelemek 1éte miatt feltételezhetjiik,
hogy létezett a mai sejteknek egy kézds 6se (LUCA: last universal common ancestor).

Ha az él6 sejtet felépité elemeket vizsgaljuk, azt talaljuk, hogy a sejt tomegének tébb, mint 90%-at a
H, C, N és O adja. A sejtben kis mennyiségben fellelheté elemeknek épp olyan fontos szerepilk van,
mint a dominansaknak: strukturalis komponensek (P), enzim reakciok kofaktorai (Mg, Se), vagy a sejt
ionkdzegének komponensei, amelyek szerepet jatszanak az akcidés potencial kialakulasaban, az
izomkontrakcidban vagy a jelatvitelben (Na, K, Ca).

A sejtet felépitdé elemek és molekulak kozott fellepd erék kildonb6zd erésségiliek: kovalens és nem-
kovalens interakcidk. A kovalens kotések sokkal er6sebbek, kialakitasuk és felbontasuk enzimreakci-
Ok eredményei. A nem-kovalens erék:

= lonos interakcidk (sokotés)
= Hidrogén kotés (hid)
= Van der Waals er6k.

Ezen bioldgiailag jelentds eréknek a jellemzése az eléadas anyagban talalhaté.

A nem-kovalens erdk biolégiai jelentésége az, hogy viszonylag gyenge interakciok, &mde nagy
szamban er@s kotést biztositanak, mig egyenként kénnyen Iétrehozhatdk és felbonthaték. Ez a jelleg-
zetesség nagyon fontos példaul a replikacié vagy transzkripcié soran, amikor a DNS kett6s hélixet
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egybetartd hidrogén kotések felbontasara kertl sor. A nem-kovalens interakciok masik fontos jellem-
z6je, hogy megfeleléen nagy szamban, két 6sszeilld felszin kdzott specifikus kotést tud biztositani.

A nukleinsavak (DNS és RNS) nukleotidokbél épllnek fel: cukor (ribdz), foszfat és szerves bazis. A
béazis lehet purin vagy pirimidin bazis: adenin (A), guanin (G), és timin (T — a DNS-ben), citozin (C)
vagy uracil (U — RNS-ben). A bazisok glikozidos kotéssel kapcsolédnak a rib6zhoz. A nukleotidok
foszfodiészter kotésekkel kapcsolédnak egymashoz, amelyek a rib6z 3'-OH és a masik nukleotid 5’
foszfatja kozott 1étesul. Egy polinukleotid lanc szekvencigjanak jeltlése soran a bazisok roviditett ne-
vét hasznaljuk az 5’ (,szabad” foszfat) végtél a 3’ (,szabad” OH) vég felé (AAGTCCT). A masik elté-
rés az RNS és DNS szerkezete kozott a ribdz struktarajaban van: a DNS-ben 2’ deoxi-rib6z talalhato.
Az RNS-ben a 2’ oxigén jelenléte tobb kdvetkezménnyel is jar: az RNS nem tud a DNS-hez hasonl6
szabalyos kettés hélixet képezni, bar rendelkezik komplex masodlagos és harmadlagos szerkezettel,
amelyeket szamos hidrogén kotés rogzit. Emellett az RNS kénnyebben bomlik, mint a DNS. Szamos
RNS molekulaban, féként a tRNS és rRNS-ekben bazis médosulatokat talalunk. Ezek egy része kon-
zervalt, ami azt jelenti, hogy az evolucié soran meg6rzddtek jelentds szerkezeti/funkcionalis szerepik
miatt.

Emlitésre méltd, hogy az RNS-nek szamos olyan funkcidja, jellegzetessége van (6rokl6dé informacio
hordozé — virusokban, enzimatikus aktivitas — ribozimekben, magasabb rendli szerkezet, biokémiai
reakciokban szerepld ribonukleotid kofaktorok), amely a kutatékat arra a kodvetkeztetésre vezette,
hogy eredetileg egy Ugy nevezett RNS vilag létezett. Kés6bb a DNS kialakuldsaval (stabilabb hordo-
z6ja az orokité anyagnak) és a fehérjék megjelenésével (nagyobb szamu molekula a kiilénb6zé funk-
ciok betdltésére) ezen utdébbi molekulak vették at az RNS szerepeinek egy részét.

A fehérjék egymassal peptid kdtéssel kapcsolédd aminosavakbol épulnek fel. A peptid kotést alkoto
atomok egy sikban helyezkednek el, amely tény az egyik magyardzata a jellegzetes mésodlagos és
harmadlagos szerkezetek képzédésének (lasd: Fehérjék tipusai). EmI&s sejtekben 20 fehérjeépitd
aminosav talalhato, amelyek nagymértéki variabilitdsra adnak lehetéséget. Az aminosav oldallancok
sokféleképpen modosithatok, ezek egy része allandd, masok reverzibilisek (lasd: poszttranszlacios
fehérje modositasok). A fehérjék nagyszamu funkciéi kodzil néhany: enzimek, strukturdlis elemek a
sejten belill és az extracellularis matrixban, membran csatornak és transzporterek, motor fehérjék,
immun funkciéval rendelkez6 fehérjék és a vér komponensei (transzport, ozmotikus nyomas).

A fehérjék specialis strukturalis egységei a motivum, a fold és a domén. A motivumok kis egységek,
amelyekben a masodlagos szerkezetek tobb fehérjében is hasonlé mdédon rendezédnek, ez altalaban
hasonl6 funkcidval is jar. A fold a motivumokbdl szervezédik a masodlagos szerkezetek elrendezédé-
sével. A domén egy fehérje régio harmadlagos szerkezeti elemeit is tartalmazza, ezen beliil 6nalléan
is felveheti a magasabb rend( szerkezetét, specialis funkcidval rendelkezik, és egy adott gén szakasz
kédolhatja.

A cukrok és szénhidratok nélkulézhetetlen komponensei a nuklein savaknak (pentéz),
glikoproteineknek és glikolipideknek. Energiaforrasul szolgalhatnak (glikogén) és strukturalis ele-
mek lehetnek névényekben (celluléz) és allatokban (kitin). Lipidekhez és fehérjékhez nagy
oligoszacharid egységek csatlakozhatnak, amelyek révén megvaltozik a molekula oldékonyséaga,
antigenitasa, és specifikus funkciora tehet szert.

A lipidek nem mindig makromolekulék, de sokszor alkotjak zsirsavak, egy vazmolekula (glicerin vagy
szfingozin), foszfat és valamely alkohol kombinaciojat. Energia raktarként neutralis molekulak (triacil
glicerin), de foszfolipidként polaros csoportot is hordoznak, és fontos alkot6i a membranoknak. A
lipidek egyes tagjai a jelatvitelben vesznek részt (lasd: Jelatviteli utak). A koleszterin is a lipidek
csoportjdba tartozik. Nélkulézhetetlen alkotéja a membranoknak, és szadmos fontos szarmazéka van
(szteroid hormonok, epesavak).
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2. PRO- ES EUKARIOTA SEJTEK

2.1. A PROKARIOTA SZERVEZETEK BESOROLASA

Az él6 szervezeteket harom nagy rendszertani kategériaba, doménbe sorolhatjuk: archeak, baktériu-
mok és eukariétak. El6bbi két csoportot nevezzik prokariotaknak, sejtmag nélkilieknek. Az archeak
kozul az extremofilek a legismertebbek, orvosi jelentéségiik miatt leginkabb csak a valédi baktériu-
mokrél, az eubaktériumokrdl ejtiink szét.

2.2. EUKARIOTA ES PROKARIOTA SEJTEK KULONBSEGEI

Sejt szervecskék

Az eukariota és prokaridta szervezetek legfébb kulonbsége, hogy el6bbiek rendelkeznek
endomembran organellumokkal. Ez alapjan képesek elvalasztani a sejtek bizonyos tertileteit, igy ott
optimalis feltételek alakithatéak ki (pl. lizoszoméak). Az organellumok listajat az alabbi tablazat tartal-
mazza:

Nukleéaris membran nincs van
Golgi apparatus nincs van
Endoplazmatikus retikulum nincs van
Lizosz6méak nincs van
Citoszkeleton (nincs) van
Mitokondrium nincs van
Kloroplasztisz nincs van/nincs

Orokitd anyag

A sejtmag jelenléte mellett még szamos kiilonbséget fedezhetiink a fel az eu- és prokariota szerveze-
tek orokitbanyaga kdzott. A prokariota, cirkuldris kromoszomabdl jellemz&en egyet talalunk sejtenként
(haploid élélények), addig az eukarioték linearis kromoszomaparokkal rendelkeznek (diploid vagy
poliploid). A prokariota Orokitd anyag minimalis mennyiségii nem-kédol6 DNS szakaszt hordoz.
Intronokat nem talalunk. Génjeikrél torténd expresszio jellemzéen csoportonként van szabalyozva
(operonok, lasd prokaridta génexpresszié szabalyzasa). Az eukariotak genomjaban nagy mennyiség(i
nem-kodold szakasz talalhatd, génjeik kifejez6dését génenként szabalyozzak.
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Az alabbi tablazat foglalja 6ssze a kilonbségeket:

Prokariotak Eukariotak
Sejtmag nincs van
Kromoszémak egy cirkularis + plazmidok tobb, mint egy; lineéaris
Ploiditas haploid altalaban diploid
Rekombinacié részleges meiozis
DNS koto fehérjék néhany fehérje hisztonok
Génexpresszié regulacio operononként génenkeént
Intron nincs van
Nem kdédolo DNS kevés sok

Transzkripcio és transzlacié

A legfontosabb kiilonbség, hogy amig az eukariétak esetében a transzkripcio és a transzlacio is tér-
ben elkulénitve térténik (rendre a sejtmagban illetve az endoplazmatikus retikulumban), addig a
prokaridtaknal nincs sem térbeli, sem idébeli elvalasztas. Ennek jelentéségét lasd. a prokaridta
transzkripcidé szabdlyzasa fejezetben.

Prokariotak Eukariotak
-5’ CAP
MRNS érés nincs -intron hasitas
-polyA farok
riboszémak lokalizaciéja |szabad ER + szabad
riboszémak mérete 70S 80S

2.3. AZ ENDOSZIMBIONTA ELMELET

A legnagyobb sejtszervecskék, a mitokondriumok és a kloroplasztiszok szadmos tulajdonsaga nagy
hasonlésagot mutat a prokariotakkal:

Ezen sejtszervecskék sajat, cirkularis DNS-sel rendelkeznek, melyek a prokariéta sajatossagokat
viselik magukon. Prokariota jellegli enzim és transzportrendszerekkel rendelkeznek, tovabba a 70S
riboszémak végzik a fehérjék szintézisét.

Mindezt 6sszevetve valdszinisithetd, hogy a mitokondrium és a kloroplasztisz 6si prokariotak részle-
ges bekebelezésével keletkeztek. A kialakuld szimbidzis mind az eukariéta sejtnek, mind az énallésa-
gat elvesztett prokariétanak elényos.
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2.4. SEJTFAL FELEPITESE, TIPUSAI

Szamos pro- és eukaribta sejt veszi kbrbe magat sejtfallal. Latni fogjuk, hogy az egyes csoportokban a
sejtfal felépitése nagyon kuldénb6z6é, ellatott szereplik mégis nagyon hasonlé: mechanikai védelem,
ozmotikus védelem, megsziri a sejtmembranig eljuté anyagokat.

Bakterialis sejtfalak: A bakterialis sejtfalakat nagyon is gyakorlatias modon két f6 csoportba oszthat-
juk aszerint, hogy a Gram festéssel megfestédnek (Gram-pozitiv baktériumok: kékes-lilasan fest6d-
nek, Gram-negativ baktériumok: r6zsaszines-pirosas festédést kapnak)

Gram-pozitiv baktériumok: a sejthartyat egy vastag peptipoglikan réteg boritja. Ide tartoznak példaul a
Staphylococcus, a Streptococcus és a Bacillus nemzetségek.

Gram-negativ baktériumok: a belsé sejthartya utan kézvetlendl a periplazmikus tér majd egy vékony
peptidoglikan réteg kovetkezik. Kivilrél egy kilsé sejthartya burkolja a sejtet. A kiilsé hartya fontos a
fehérjéi a porinok, amik a megsziirik, mely anyagok juthatnak el a bels6 membranig. Fontos molekulak
még a lipopoliszacharidok (LPS), melyek az immunrendszeriink fontos antigénjei.

Noveényi sejtfalak: Novényi sejtfalak esetében megkilonboztetiink elsédleges és masodlagos sejtfa-
lakat. Az els6dleges sejtfal a még osztodo szdvetekre jellemzd, 6 felépité anyagai a celluldéz, hemicel-
luléz és a pektin. Masodlagos sejtfal a mar nem 0sztddo szovetekre jellemzd, még nagyobb mechani-
kai stabilitast nyujt (pl. fak torzse). Anyagai: celluloz, xylan, lignin.

Gomba sejtfal: A gombék sejtfalanak legjellemzd8bb felépité anyaga a kitin. Gombas fertézések ese-
tén alkalmazott antibiotikumok tdbbsége a sejtfalszintézis gatlasan alapul.
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3. OSSEJTEK

3.1. AZ 6SSEJTEK DEFINICIOJA

Az 8ssejtek tobbsejtii élélényekben megtalalhaté sejtek. Mitotikus osztddassal képesek szamos kii-
I6nb6z6 sejttipussa differencialddni. Képesek a folyamatos 6nmeguijitasra.

Napjainkban az 8ssejtterdpia miatt kertltek a figyelem homlokterébe.

3.2. AZ 6SSEJTEK TiPUSAI

Az Gssejtek célszerli a differenciacios képességik, potenciajuk alapjan csoportositani. Minél poten-
sebb egy sejt, anndl tébb féle sejtté tud diferencialodni.

= Totipotens (omnipotens) &ssejt: az 6sszes (embrionalis és extraembrionalis) szdvet és
szerv létrehozaséara képes. Totipotens sejtnek tekintjik a megtermékenyitett petesejtet az
elsé néhany osztodasig.

= Pluripotens 8ssejt: (Plurimus: sok, szamos) Csokkent potenciaval rendelkezé 6ssejt, mely
nem képes extraembriondlis szdvet Iétrehozasara, de mindharom csiralemez kialakitasara
és ivarsejtek képzésére is alkalmas. llyen az embriondlis-&sseijt.

= Multipotens 8ssejt: Csokkent potenciaval rendelkezd &ssejt, mely nem képes ivarsejt létre-
hozasara, de barmely, egy csoportba tartozé sejttipus kifejlédhet belble. llyenek a szervezet
szbveti Gssejtjei.

= Unipotens 8ssejt: egyetlen sejttipust képes eldallitani, de képes a megujulasra, ami megku-
[6nbdzteti a nem Bssejt testi sejtektdl (pl. izom-Essejtek).

3.3. AZ 6SSEJTEK FORRASA

Az 6ssejtek gydgyaszatban valo felhasznalasanak egyik legfontosabb kérdése, hogy honnan izolalha-
téak dssejtek.

Embrionalis 6ssejtek (ES, embryonic stem cell): Blasztociszta allapoti embriébdl izolalt ssejtek.
(Human embridknal ez a megtermékenyitést kdvetd 4.-5. nap) Pluripotens dssejtek.

Szoveti (szomatikus) &ssejtek: Felndtt szervezetbdl is izolalhatéak &ssejtek. Potenciajuk és osztédasi
képességik alacsonyabb, mint az embrionalis &ssejteké. Jellemz&en multipotens 8ssejtek. Szamuk a
szervezet dregedésével csokken.

Koldokzsinérvérbdl izolalt 6ssejtek: Koldokzsindrvérbdl is izolalhatéak pluripotens 6ssejtek, felhaszna-
lasukrdl lasd az eléadast.

Indukalt pluripotens Gssejtek (iPSC): Differencialddott testi sejtek a megfeleld transzkripcios faktorok-
kal valé kezelés hatasara képesek pluripotens 8ssejtekké atalakulni. Az iPSC-k orvosi felhasznaldsa
nagyon igéretes. Shinya Yamanaka és Sir John Gurdon 2012-ben atvehették az Orvosi Nobel dijat
felfedezésukert.

A sejtek tipusatdl fliggetlenll beszélhetliink autolég vagy heterolog &ssejtekrdl: ElGbbi is esetben a
beteg sajat 8ssejtjei kerlilnek belltetésre, utdbbi esetben pedig mastol szarmazo sejtek.
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3.4. AZ 6SSEJTTERAPIA VESZEL YEI

Az &ssejterapia hatalmas potenciallal rendelkezik, szamos betegség (pl: neurodegenerativ korképek,
gerincveld sérulések, DM1) gydgyitasat igéri, azonban sulyos veszélyekkel is szamolnunk kell.

= Szélhamosséag: Mivel a mai napig nincsen elfogadott, mikddé és biztonsagos éssejterapia,
ezért a hirdetésekben talalhato kezelések szinte minden esetben atverések.

= Teratoma: A belltetett 6ssejtek malignus daganatokat is képezhetnek.

= Az eredeti betegség kiujulasa: Autolég transzplantacional a beiiltetett 6ssejtek génallomanya
nem kildnbozik a testi sejteketdl.

3.5. OSSEJTTERAPIA AZ ORVOSI GYAKORLATBAN
Szamos betegség gyogyitasaban igéretes lehet az dssejtterapia.

Jelenleg, hazankban is alkalmazott, 6ssejtterapia a hematopoetikus Ossejt transzplantacid, kéznapi
nevén a csontveld atiltetés. A vérképz6 szervek koérképei (pl.: leukémia, mieléma multiplex, SCID
(lasd: génterapia eléadas)) gyogyithatdak. A vérképzé Ossejtek leggyakoribb forrasa a csontveld, de
szarmazhatnak vérbdl vagy koldokzsinorvérbdl is. A kezelés soran a donorbdl izoldljak az &ssejteket,
a recipiens immunrendszerét pedig kemoterapiaval vagy besugéarzassal eradikaljak. Ezek utan kovet-
kezhet az Gssejtek atlltetése. Ez a beavatkozas napjainkban sem veszélytelen (extrém fertézésve-
szély, graft-versus-host reakcio, élethosszig tartd immunszupresszans kezelés), ezért kizarélag a
sulyos, mas modon nem gyogyithatd betegeket kezelik ezzel a médszerrel.



4. A SEJTEK SZERKEZETE

4.1. AZ EUKARIOTA SEJT MEMBRANJAI

Bevezetés

A kétrétegli foszfolipid membran kialakulasa elengedhetetlen a sejt kialakulasahoz. A sejtet korilvevd
membran egy flexibilis lemeznek tekinthetd, melyet foszfolipidek és kiilonb6zé fehérjék alkotnak. A
sejtben elhelyezked6 membranok sziikségesek a sejtalkotdk Iétrehozasahoz. Ugyanakkor a membréa-
nok alapvet6 szerepet jatszanak a sejtek szétvalasztasaban és 6sszekapcsolasaban is.

1957-ben elektronmikroszkdpos vizsgalat soran J. D. Robertson irta le el6szor a sejtmembrant. Habar
a mikroszképos képen a lipid membran haromrétegi strukturanak tlinik, valéjaban a plazmamembran
kettSs lipid réteg, kulsd és belsd lemezekkel. A két lemez kdzott a lipidek apolaros feji része egy
vékony koztes réteget képez (lemezek kdzti tér, Lasd el6adas abra).

A plazmamembran

A plazmamembran funkcioi

1.

A plazmamembran elvalasztja egymastdl a sejteket, ugyanakkor nélkilozhetetlen a sejtek
kozotti 6sszekottetések kialakitasaban. A plazmamembran egy szelektiv hatart képez a
sejt kordl, mely képes elvalasztani a toltott molekuldkat, ugyanakkor biztositja a szelektiv
aramlasukat a lipid kettésrétegen keresztul.

A membranon keresztiil végbemend szelektiv molekula transzport fehérjék altal kialakitott
csatornakon és porusokon keresztil zajlik. Az anyagok transzportja szigoriian szabalyo-
zott, ugyanakkor a molekuldk egy része képes passziv transzporttal vagy diffazié atjan at-
jutni a plazmamembranon. Mas molekuldk (pl. aminosavak, cukrok) ATP hidrolizisével jut-
nak at a plazmamembranon. Ezt nevezzik aktiv transzportnak.

A plazmamembran képes az extracellularis, azaz kivulrél jové jelekre valaszolni. Az
extracellularis szignal molekulak specialis membran fehérjékhez, igynevezett receptorok-
hoz kétédnek, majd a receptor fehérjén keresztiil jelet tovabbitanak a sejten belillre. igy a
szignal molekulak képesek megvaltoztatni a sejt életét (ndvekedés, metabolikus aktivitas
sth.) A jelmolekulak egy csoportja, apolaros jellegliknek koszénhetden képes atdiffundalni
a membranon, igy a sejt belsejében fejtik ki hatdsukat (citoplazmatikus és sejtmagi recep-
torokon hatnak). A teljes jelatviteli folyamatot szignél transzdukciénak nevezzik (részletek
a jelatvitel fejezetben).

Habér a plazmamembran elvalasztja a sejteket egymastdl, a sejtek képesek kommunikalni
egymassal szignal molekulakkal vagy mas specialis fehérjékkel és lipidekkel, melyek a
plazmamembran kiilsé lemezében helyezkednek el. A sejtek képesek felismerni egymast a
sejtfelszini molekuldk révén és jeleket kildenek a szomszédos sejteknek (intercellularis in-
terakciok).

Az intracellularis membranok alapszerkezete megegyezik a plazmamembranéval. Ezek a
membranok a citoszol kilonb6zd régidit hataroljak kordl, agynevezett kompartmenteket
hoznak létre. A kompartmentalizacié eredményeként jonnek Iétre a citoplazmaban a sejtal-
kotok (sejtmag, mitokondrium, kloroplasztisz-csak novényi sejtekben és néhany baktéri-
umban, riboszémak, endoplazmas retikulum, Golgi komplex, peroxiszomak, noveényi
vakuélumok).

A membranok egymastdl jol elkulénild kompartmenteket hoznak létre, igy elvalasztjak a
sejtek eltéré biokémiai aktivitasu rendszereit. Tulajdonképpen védelmet biztositanak a re-
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akcidk szamara (az enzimeknek és a szubsztrat molekulaknak), fenntartjak a résztvevd
molekulak aktiv (stabil) formajat.

7. A mitokondrium és a kloroplasztisz membranjai a sejtek energia transzdukciéjaban vesz-
nek részt. Ezek a membranok specialis rendszereket tartalmaznak (transzport molekulak
és enzimek), melyek képesek a fényenergiat kémiai energiava alakitani (kloroplasztisz)
vagy a kémiai energiat ATP szintézisre felhasznalni (mitokondrium).

A lipid kettésréteg

1970-ben L. D. Frye és Michael Edidin fluoreszcens antitestekkel kimutatta, hogy a plazmamembran
molekuldi képesek elmozdulni a membran egyik pontjarél a mésikba, ezzel bizonyitva, hogy a memb-
ranok folyékonyak. 1972-ben S. Jonathan Singer és Garth Nicolson leirtak a plazmamembran részle-
tes szerkezetét, ezzel megalapozva egy Uj modell a folyékony mozaik modell elméletét, mely a memb-
ran bioldgia centralis dogmajaként is ismert. A lipid kettésréteg minden membran szerkezetére jellem-
28, habar eltér6 mennyiségl és min6ségl fehérjét és lipideket tartalmaznak. A membran folyékony
allapotaban a lipidek lateralisan mozognak a két lemezben, vagyis a membran egy dinamikus struktu-
ra, amelyben a kulénbdzd molekuldk elmozdulhatnak és Uj kapcsolddasi pontokat hozhatnak létre
egymas kozott.

A lipid kettésréteg két lemezbdl éplil fel, a kils6é vagy extracellularis illetve a belsé vagy intracellularis
lemezekbél. A f6 alkotoik a foszfolipidek. A foszfolipidek képesek spontan membranokat képezni az
aggregaciojuk soran. A membran képzés hatterében a foszfolipidek kémiai tulajdonsagai allnak. A
lipidek amfipatikus molekulak polaros (hidrofil) és apolaros (hidroféb) csoportokkal. Mivel a polaris feji
részek vizoldékonyak, ezért ezek a membran lemezbdl kifele allnak, mig az apolaros részek a leme-
zek kozotti tér fele fordulnak (lasd abra).

A membran kilsé felszinén glikolipidek és glikoproteinek (lipidek és fehérjék roévid cukor lancokkal
kiegészilve) helyezkednek el. Ezek a sejtfelszini molekulak a jelatvitelben, a felismerésben, az adhé-
zibban vagy csatornaképzésben jatszanak szerepet, illetve transzporterként is funkcionalhatnak. A
fehérjék egy része apolaros alfa-hélixekkel rendelkezik, melyek ativelnek a membranon, igy receptor-
ként vagy transzporterként funkcionalnak.

Membran lipidek

(A lipidek szerepérdl, szintézisérél a Gyogyszerészi Biokémia tantargy keretein beliil lesz bévebben
sz0)

A membran lipidek harom f6 tipusa: foszfoglicerinek, szfingolipidek és koleszterin (lasd eléadas abra).

1. Foszfoglicerinek: foszfat csoportot és glicerin vazat tartalmaznak; A glicerin két hidroxil
csoportjat észteresiti zsirsav, a harmadik hidroxil csoporthoz a foszfat csoport kotédik ész-
ter kdtéssel. A foszfoglicerinek alap tipusa a foszfatidsav nem taladlhat6 meg a membra-
nokban.

Foszfoglicerinek tipusai (a szubsztituensek alapjan):
a) foszfatidilkolin- semleges

b) foszfatidiletanolamin- semleges

c) foszfatidilszerin- negativ toltési

d) foszfatidil inozitol- negativ téltési

2. SZzfingolipidek: az alap molekula a ceramid, melyben a szfingozin egy zsirsav molekulaval
alakit ki kotést. Amfipatikus molekulék, hasonlitanak a foszfoglicerinekhez.
A szfingolipidek tipusai (a szubsztituensek alapjan):
a) Szfingomielin (foszforilkolin): az egyetlen membran foszfolipid, ami nem glicerin vazas
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b) Glikolipidek (szénhidrat):
= cerebrozid: szubsztituens egyszer(i cukor
= gangliozid: szubsztituens egyszer( cukrokbél allé csoport

3. Koleszterin: A hidrofil feji régio a kiilsé rész fele néz, mig a hidroféb része a membranba
agyazaédik.

A lipidek szerepe a membranban / A membran fluiditas

Az eukariota sejtek membranjainak lipid 0sszetétele igen valtozatos, mind tipusban, mind pedig meny-
nyiségben (lasd tablazat). A lipidek meghatarozzak a membranok fizikai allapotat, befolyasoljak a
fehérjék mozgéasat és aktivitasukat. A lipidek jelenléte miatt a membran szerkezete folytonos és flexibi-
lis, képes megvaltoztatni az alakjat, szerepet jatszik a sejt mozgasaban. A membranok képesek fuzio-
nalni egyméassal és vezikulumokat képezni, igy a membranoknak fontos szerepe van az anyagok
transzportjaban.

A membran két lemezének is eltéer6 a lipid Osszetétele. Ezt a tulajdonsagot nevezzik lipid
asszimetrianak, melynek oka a két membran lemez eltérd funkcidja (lasd abra). A glikolipidek a kulsé
lemezben helyezkednek el, és tobbnyire receptorok. A foszfatidiletanolamin és a foszfatidilszerin mo-
lekulak a belsé lemezben helyezkednek el. A foszfatidiletanolamin a membran fazibban, mig a
foszfatidilszerin a pozitiv toltésli aminosavak megkétésével a csatornaképzésben jatszik szerepet.

A membréanok lipid dsszetétele nagyban befolyasolja a membranok egyik legfontosabb fizikai tulaj-
donsagat, a fluiditast (viszkozitast). A lipidek felelések a membranok folyékony allapotanak fenntarta-
saért, azonban ezt a tulajdonsagot a hémérséklet is befolyasolja. Altalaban (~37C°) a lipidek laterali-
san mozognak, vagy rotacidos mozgast végeznek a membranban. Ezt az allapotot hivjuk folyékony
kristalyos allapotnak. Ha a hdmérséklet csdkken, a membran lipidek nem képesek tovabbiakban mo-
zogni a membranban; a folyékony kristalyos allapot gél &llapotba fordul. Ezt a folyamatot fazis
tranzicionak nevezzik. A hémérsékleti érték, ahol a tranzicido bekovetkezik tranziciés h6mérsékletnek
hivjuk (lasd abra). A tranziciés hémérséklet a telitetlen zsirsavak mennyiségétél fligg. Minél tobb a
telitetlen zsirsav a membranban, annél alacsonyabb a gél allapot eléréséhez sziikséges hédmérséklet.
A koleszterin mennyisége szintén befolyasolja a membran fluiditasat. Mivel a koleszterin szerkezeté-
b8l adoddan viszonylag merev molekula, igy rigidebbé teszi a membrant és csokkenti a
permeabilitdsat. Ugyanakkor a koleszterin molekuldk kapcsolatba l1épnek a foszfolipidekkel, csdkkent-
ve a mobilitasukat a lipid kettés rétegben. igy elmondhatjuk, hogy a koleszterin a membranok inter-
medier fluiditdsat képes fenntartani.

Alapvetd kérdés, hogy a sejtek hogyan képesek fenntartani a membran fluiditast a valtoz6 kérnyezet-
ben. A valasz pedig az atrendezédés folyamata. A sejtek képesek megvaltoztatni a membranok k-
I6nb6z6 foszfolipid molekuldinak szazalékos Osszetételét, illetve képesek megvaltoztatni a zsirsavak
szaturacibjat, vagyis a telitett és a telitetlen zsirsavak aranyat. Ez utébbi folyamatban a sejtek a
deszaturaciéval (telitetlenné alakitjak) az egyes kotéseket kettés kotésekké alakitjak a zsirsavakban,
majd Ujraosztjdk a zsirsav oldallancokat, igy Uj telitetlen foszfolipideket hoznak létre. A folyamatot
specialis enzimek katalizaljak: deszaturazok, foszfolipdzok és aciltranszferazok.

Membran fehérjék

A membran fehérjék tipusai és mennyisége a sejt tipusatol figg. Eltéré sejtekben eltéré mennyiségl
és funkcioju fehérjék épiilnek be a membranokba. A fehérjék egy része csak a membran kiilsé felszi-
nén talalhaté meg (receptor fehérjék, sejt kapcsolé fehérjék), mig egyes fehérjék csak a membran
belsé felszinén talalhatok meg (jelet kiildenek a citoplazmaba). A membran fehérjéket harom csoport-
ba soroljuk:

31
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1. Integrans vagy transzmembran fehérjék (pl. glikoforin A, lasd abra):

= Ativelnek a plazmamembranon

= Szerkezetiik harom részbdl épiil fel: extracellularis domén, transzmembran
domén/domének, (egyszer vagy tébbszér mennek at a membranon) és intracellularis
domén. A transzmembran régio alfa hélix szerkezeti elemeket tartalmaz.

= Szerepik: receptorok, csatornék és transzporterek (ion, anyag- és elektron transzfer)

= Amfipatikus molekulak

= Kozvetlenill kapcsolédnak a foszfolipidekhez (barrier).

= Mozognak a két lemezben.

2. Periférialis membran fehérjék:
= Akulsd vagy a bels6 membran lemezen is megtalalhatok.
= A membranhoz gyenge elektrosztatikus kélcsdnhatassal kapcsolodnak.
= Integrans membran fehérjéket horgonyoznak Ki.
= Egyéb funkcidk: enzimek, jelatvitelben szerepet jatsz6 molekulak

3. Lipid-horgonyzott membran fehérjék:
= A membran kulsé és belsé felszinén is megtalalhatok
= A membran egyik lipid molekulajadhoz kapcsolédnak (lipid-horgonyzott)
= GPI-horgonyzott fehérjék (glikozil-foszfatidilinozitol) a membran kiilsé felszinén helyez-
kednek el: receptorok, enzimek, adhéziés molekulak
= Citoplazmatikus lipid-horgonyzott fehérjék hosszu szénhidréat oldallancok segitségével
agyazédnak be a membran belsé lemezébe: enzimek, jelatviteli molekulak.

A plazmamembran dinamikus struktara

A plazmamembran olyan folyékony membran, melyben a molekuldk (lipidek és fehérjék) mozogni
képesek. A fehérjék mobilitasa a membran foszfolipid dsszetételétél fugg, igy a lipidek tartjak fenn a
fluiditast.

1. Alipidek mozgasa (lasd abra):
= Lateralis elmozdulas: a lemezen belll gyorsan diffundalnak laterdlis iranyban
= Transzverz diffGzio: lassu flip-flop mozgas a két lemez kdzott. A mozgast a flippaz en-
zimek segitik, specifikus foszfolipidek (foszfatidiletanolamin, foszfatidilszerin) ugralasat
katalizaljak a plazmamembranban az extracellularis felszinrdl a citoplazmatikus lemez-
be. A flippazok ATP hidrolizisével biztositjak az energiat a lipidek mozgasahoz.
2. A membran fehérjék mozgasa (lasd abra):
= A membranon beliil t6rténé random mozgas kdzepes sebességgel (csokkent diffuzio).
= Iranyitott mozgas a membranban.
= A fehérjék egy része nem képes mozogni, immobilis.
3. Az integrdns membran fehérjék mozgas mintazata (lasd abra):
= Random mozgas/diffazié
= Immobilis fehérjék: citoszkeletélis elemekhez kdtédnek
= Immobilis fehérjék: intermembran fehérjékhez kétédnek
= Immobilis fehérjék: a citoszkeletalis fehérjék szabnak gatat a mozgasnak
= Immobilis fehérjék: extracellularis matrix elemekhez kétédnek
= Csak egy iranyba mozognak a motorfehérjék révén

Glikokalix

A glikokalix egy szénhidratokban gazdag zéna az extracellularis lemez felszinén. A fehérjék egy része
glikozilalt, a szénhidratokkal egyiitt burkoljak be a sejtfelszint. Ezek a szénhidratok integrans memb-
ran fehérjékhez és lipidekhez koétédnek, glikoproteineket és glikolipideket és proteoglikanokat képez-
nek. A proteoglikanokban a hosszu poliszacharid lancok a koézponti fehérje részhez kapcsolédnak. A
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fehérje kbézpont athaladhat a plazmamembranon vagy GPIl-hez koétédik. Formalisan a glikokalix az
extracellularis matrix része.

A glikokalix szerepe:

= Védelmet nyljt a mechanikai és kémiai behatasokkal szemben

= Fenntartja a sejtek kdzotti kapcsolatokat

= A szomszédos sejteket adott tavolsagban képes tartani egymastol, igy gatolva a fehérje-
fehérje interakciokat.

A foszfolipid kettésréteg permeabilitasa

(A transzporterekrdl, ion csatornakrél és a transzport tipusairél b6vebben a Gyodgyszerészi Biokémia
tantargyban lesz sz0)

Az eltérd transzport mechanizmusokat az alapjan csoportositjuk, hogy milyen anyagok (ionok, cukrok,
aminosavak stb.) haladnak &at a plazmamembranon.

1. Diffazio a lipid kettésrétegen keresztil: A molekula a membranon keresztil mindig a ma-

2. Diffuzié a vizes kdzeg, fehérjével burkolt csatornan keresztll

3. Facilitalt diffazié: a facilitalt transzport fehérje megkoti a szallitandé molekulat, konformécio
valtozason esik at, és segiti a molekula athaladdsat a csatornan. A csatorna kivezet6 olda-
lan a transzport molekula disszociél a fehérjérél.

4, Aktiv transzport: Energiatermelésre alkalmas fehérje sziikséges hozza, mely az energiat
az ATP hidrolizisébdl nyeri. A felszabadult energiat hasznalja a transzport molekula memb-
ranon valé atpumpalasahoz a koncentracié gradiens ellenében. Ebben az esetben a

A sejtmag membran

Az eukaridta sejtmag kromatinb6l (kromoszémdlis DNS), egy vagy tobb sejtmagvacskabdl
(riboszomalis RNS szintézis), nukleoplazmébdl és a nukleéaris matrixbdl (fibrillaris halozat) épul fel.

Sejtmag hértya
(l&sd 4bra)

A sejtmagot a citoplazmatél két membran valasztja el: a belsé sejtmagi membran és a kulsé sejtmagi
membran. Mindkét lemez foszfolipid kettésrétegbdl és a hozza kapcsolddd fehérjékbdl épiil fel. A két
membran kodzoétt 10-50 nm szélességli intermembran tér helyezkedik el, mely folytonos az
endoplazmas retikulummal. A nuklearis membran f6 funkcidja az ionok, transzport anyagok és
makromulekulak szabad aramlasanak gatlasa.

1. Bels6 nuklearis membran: specifikus fehérjéket tartalmaz, melyek kihorgonyozzak a
kromatin szalakat és a nuklearis laminat.

2. Kuls6 nuklearis membran: riboszémak talalhaték a felszinén, folytonos az endoplazmas
retikulum membranjaval.

3. Nuklearis lamina: fehérjehalozat, mely mechanikai tamaszt nydjt a maghartyanak.
Laminokbdl épiil fel, melyek citoplazmatikus intermedier filamentumok. A laminok éssze-
szerelédését foszforilacio és defoszforilacié szabalyozza.
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Nuklearis pérus komplex
(lasd abra)

A nuklearis pérusok a sejtmag membranon keresztll folyé anyagtranszportban jatszanak szerepet. Ez
a transzport mechanizmus jelentésen kiilénb6zik a plazmamembranon keresztil térténé transzporttdl.
A nuklearis porus komplex (NPK) a nuklearis pérusban helyezkedik el, kinydlik a citoplazméba és a
sejtmag plazmajaba, szabalyozza a pdruson keresztiili anyagtranszportot.

A nuklearis porus komplex szerkezete és tulajdonsagai

1. Az emlds sejtek 3-4000 NPK-t tartalmaznak.

Az NPK 30 kuldnb6z8 NPK fehérjébdl épil fel (100 képia), melyeket nukleoporinoknak ne-

vezlnk.

Oktagonalis szimmetrigjuak.

Transzport sebesség: 500 makromolekula/sec

Transzport iranya: kétiranyu, egyidében térténd transzport

Egy vagy tobb vizes csatorna: kicsi, vizoldékony molekulak diffazioval jutnak ét.

A nuklearis kosarat a nukleoplazmaba kinyuld, hosszu filamentumok disztalis vége alkotja;

a filamenteket egy gy(ri-szeri képlet kapcsolja 6ssze.

A citoplazmatikus filamentumok az NPK citoplazmatikus oldalarél nyulnak a citoplazmaba.

Proximélis filamentumok a kézponti transzporter fehérjéhez kapcsolédnak és egyutt ké-

peznek csatornat.

10. A kozponti csatorna fenilalanin-glicin ismétlédéseket tartalmazdé nukleoprinokbdl éptil fel.

11. Az NPK beagyazodik a sejtmag membranba.

12. A citoplazmatikus és a nukleoplazmatikus gydiriik tartjadk az NPK-t a helyén a nukleéris
membranban.

13. AKiilsé és belsé kiill6gydiriik kotik 6ssze a citoplazmatikus és a nuklepolazmatikus gydrQ-
ket és ezek tartjdk fenn az NPK szerkezetét.

14. Kicsi (5000 Da-nal kisebb) és vizoldékony molekulak diffuzioval mozognak

15. Nagy molekuldk (t6bb mint 60000 Da): aktiv transzporttal mozognak

16. Ariboszémalis alegységek, az RNS és a DNS polimerazok (tdbb mint 200000-200000 Da)
specifikus receptor molekulak segitségével transzportaldédnak

No o s® N
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4.2. SEJTMAG

Sejtmag

A sejtmag a legnagyobb sejtszervecske, a sejt genetikai allomanyat tartalmazza (kromatin). A sejtma-
got hatérol6 sejtmaghartya védelmet nydjt a DNS szamara, valamint a génexpresszio lépéseinek tér-
beli szeparaciéja révén kifinomult génexpresszié-szabalyozast tesz lehetévé.

A sejtmag szerkezete
(&bra: Id. el6adas diasor)

A sejtmaghartya, vagy roviden maghdartya a sejtmagot hatarold kettés membranstruktara. A
magporuskomplexeken (NPC) keresztul torténik a nukleocitoplazmatikus transzport (Id. ,Sejtmemb-
ran, magmembran” fejezet).

A sejtmagvacska (nukledlusz) dinamikus, membrannal nem hatarolt, mégis tisztdn elkllonithetd
struktdra a sejtmagon belll. A telofazis kés6i szakaszaban a magvacska a NOR (Nukleodlusz Organi-
zator Régio) kordl épul fel, amely szamos rRNS génkoépiat tartalmaz. Késébb, amikor a sejt a
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mitézisba lép, a magvacska felbomlik — ezért nevezzik dinamikus struktdranak. A nukle6lusz memb-
rannal nem hatarolt, mégis j6l megfigyelhetd faziskontraszt-mikroszképpal, nagy denzitdsa miatt. A
sejtmagvacska f6leg a riboszémalis RNS atirasaban, és a riboszéma alegységek biogenezisében és
dsszeszerelésében vesz részt. Ujabb kutatasok fényt deritettek ra, hogy az RNS editing, DNS repair
és tRNS processzing folyamataiban is van szerepe a magvacskanak.

A nukleoplazma a sejtmag alapallomanya, a transzkripcio és az mRNS érés (pl. splicing) helyszine.
Az érett mRNS a magporus komplexeken keresztil a citoszélba transzportélodik, ahol a riboszoma-
kon megkezdédik a transzlacié: az mRNS szekvencia alapjan polipeptid-lanc jon létre. A
nukleoplazman belll tébb kildnbdz6 membrannal nem hatéarolt szubkompartment talalhaté (pl Cajal-
testecske).

A kromatin a sejtek genetikai allomanya. Elektronmikroszkdpos képeken a kromatin két kilénb6z8
forméban van jelen. A heterokromatin kondenzalt DNS-bdl all, ami nem irédik at aktivan, valamint a
laza szerkezetli, eukromatin expresszalodd géneket tartalmaz. Az eukromatin dekondenzalt,
hisztonoktdl és egyéb fehérjékt6l mentes, hogy a DNS az RNS-polimerazok szamara elérhetd legyen.
Az egyes sejttipusok kiilénb6zé expresszids mintazattal, igy mas-mas kromatin-szerkezettel rendel-
keznek.

A nuklearis lamina a maghartya alatt elhelyezked® kétdimenzios haldézatos struktdra, amit lamin fe-
hérjék épitenek fel (intermedier filamentum fehérjék). Szerkezeti alatamasztast nyuljt a sejtmagnak,
valamint a kromatin szervez6édést segiti el6, a DNS MAR (matrix attachment region) régiéjahoz kap-
csolédva. A sejtciklus szabalyozasaban is részt vesz. A mitosis profazisaban és a prometafazisban a
maghdartya, a lamina és a magpoérusok szétesnek, hogy a mitotikus ors6 hozzaférjen a kromoszémak-
hoz és a kinetokérokhoz kapcsolja 6ket. A mitézis végén, az anafazisban és a telofazisban a sejtmagi
visszarendez6dés idében szabalyozott. EI&szdr a “csontvaz” fehérjék rendezédnek vissza a részlege-
sen kondenzalt kromoszomaék felszinén, majd a maghartya épll fel. Ezutan Uj magporus komplexu-
mok alakulnak ki, amelyeken keresztil folyik a lamin fehérjék aktiv transzportja. A fehérjetranszport
kapcsan Id. ,Fehérjék sejten bellli vandorlasa” fejezet.

A sejtmag szerepe

A sejtmagnak tobb szempontbdl elény8s egy sejt szdméara. A DNS, kulénésen az eukromatin nagyon
érzékeny, és térbeli elszigetelése a sejt anyagcsere folyamataitél tovabbi védelmet nydjt a
hisztonokon felll. A magporusok szelektiv modon szallitjdk a nagymolekulakat a maghartyan keresz-
tll, gatat képezve a nem kivant molekulak szamara. Eukaridtakban a génexpresszio lIépései egymas-
tél térben elhatarolva mennek végbe: a gének transzkripciéja mely sordan mRNS keletkezik, valamint
az RNS érése a sejtmagban torténik. Az érett mMRNS aktiv nukleocitoplazmatikus transzport révén a
magpoérusokon keresztll kijut a citoszélba, ahol megtorténik a transzlacié: az mRNS-szal mintjara
polipeptid lanc képzddik a citoplazma riboszémain. A fehérjék szelektiv transzportfolyamatok révén
visszajuthatnak a sejtmagba. A riboszéma alegységek a sejtmagban épiilnek dssze, a magban kép-
z6dott RNS-ekbdl és a citoplazmabdl importalt fehérjékbdl. A kész riboszoma ezutan exportalédik a
citoplazmaba, ahol ellatja feladatat. A génexpresszid lépéseinek térbeli elszigetelése kifinomult
génexpresszio-szabalyozast tesz lehetévé, amely a prokariétakbdl hianyzik.

A génexpresszidval és annak szabalyozasaval kapcsolatban tovabbi informacioért Id. a ,Genom és
génexpresszid” fejezetet.
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4.3. EUKARIOTA SEJTALKOTOK: ENDOPLAZMAS RETIKULUM, GOLGI KOMPLEX,
VEZIKULUMOK, ENDOSZOMAK, L1ZOSZOMAK

Bevezetés

Az 1940-es évek végére (az elektron mikroszkop kifejlesztését kdvetden) vilagossa valt, hogy az
eukariéta sejt citoplazmaja egymastdl elktlénuld kompartmentekbdl épil fel, melyeket membranok
hatarolnak. Ezek a membrannal burkolt kompartmentek a citoplazmaban a kilénbdzé sejtalkotokat
(sejtszervecskéket) hozzak létre. A sejtorganellumok egyiitt egy Un. endomembran rendszert képez-
nek, melyben az egyedi alkotéelemek egy jél szabalyozott egység részeiként mikddnek (lasd abra).

Az endomembran rendszer - vezikulumok

A sejtalkotdék egy integralt hal6zat részei, melyben az anyagok (fehérjék, lipidek stb.) a transzport
vezikulumok segitségével mozognak. A transzport vezikulumok membrannal hatarolt szervecskék,
melyek a donor membran felszinérdl fizédnek le és az akceptor sejtalkot6 membranjaval fuzionalnak.
A transzport vezikulumok lefiz8dhetnek az ER-bél, a Golgi halézatbol és a plazmamembranbdl. A
membran dsszetevék alapjan a vezikulumokat harom csoportba lehet sorolni:

1. COPI burkolt vezikulumok
2. COPII burkolt vezikulumok
3. Klatrin burkolt vezikulumok

A harom eltérd csoportba tartozé vezikulum eltéré iranyba képes szallitani a molekulakat. A fehérje
burok hatarozza meg, hogy milyen molekulak szallitédnak a vezikulumban egyik organellumtél a méa-
sikig (lasd Fehérje transzport fejezet).

Az eukariota sejtekben szamos biokémiai Utvonalat azonositottak, melyek az anyagok szintéziséért és
transzportjaért felelések (lasd abra):

1. Bioszintetikus Utvonal: fehérjék szintézise, modifikaciéja és transzportja
2. Szekrécibs Utvonal: a sejtbél leadott fehérjék
a) Konstitutiv szekrécié-folytonos
b) Szabalyozott szekrécié-stimulus hatasara torténik (tovabbi részletekért lasd Fehérje
transzport)

3. Endocitikus utvonal: Az anyagok mozgdasa az extracellularis térbél a korai endoszémaba,
ahol az osztélyozas torténik. Az endocitdzis két kategorigjat kilonboztetjuk meg:
a) pinocitozis: folyadékok felvétele
b) receptor medialta endocitézis: specifikus extracelluléris ligand felvétele a receptorhoz
valo kotédése utan (lasd Endoszéomak és Fehérje transzport tovabbi részletekért)

Az endoplazmas retikulum (ER)

Az endoplazmas retikulum a legdinamikusabb és morfoldgiailag valtozatos membranokbdl felépiild
organellum. Az ER-t a citoszkeletalis elemek tamasztjak, motorfehérjékhez koétédik, és folytonosan
atrendez8dik, mikdzben megtartja a funkcionalis szerkezetét. Az ER egy folytonos héalézat, mely egy-
massal 8sszekapcsolddo tubulusokbdl, ciszternakbdl és jol strukturalt lamellaris szerkezeti elemekbdl
épul fel. Ezek a szerkezeti elemek a kilénbdz6 tipusu ER épité egységei. Az ER lehet durva felszini
(DER), sima felszinl (SER), atmeneti/tranzicids (tER), szarkoplazmas retikulum (SR) és a sejtmaghar-
tya. Az eukaridta sejtekben az ER szdmos egymassal 6sszekoéttetésben lévs, elagazéd tubularis
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membranokbdl épul fel, amik a sejtmaghartyabdl indulnak és a plazmamembran fele terjednek ki (lasd
abra).

Az ER mérete relative konstans, ugyanakkor a lipidek és a fehérjék (Gjonnan szintetizalt membran- és
luminalis fehérjék) ki és bevandorolnak a kompartmentbe. A fehérjék a riboszématél az ER-be, majd
az ER-bdl a tdbbi organellumba vagy a plazmamembran fele (szekrécid) illetve a Golgi apparatustol
az ER-be stb. vandorolhatnak (részletekért lasd Fehérje transzport).

Az ER kémiai 0sszetétele

A fehérje koncentracidja magasabb (60-70%), mig a foszfolipid koncentraciéja alacsonyabb (30-40%),
mint a plazmamembrannak. Az ER-ben talalhat6 foszfolipidek nagy része foszfatidilkolin (55%), ki-
sebb része foszfatidiletanolamin (25%), nagyon alacsony koncentracidban szfingomielin (5%).

Az ER f6 tipusai

Az endoplazmas retikulum membranja vékonyabb, stabilabb és kevésbé folyékony, mint a plazma-
membran. Az ER két f6 alkompartmentre oszthatd 1) durva felszinl endoplazmas retikulum (DER) és
2) sima felszinli endoplazmas retikulum (SER). Az ER mindkét tipusa olyan membran rendszerbdl
épul fel, mely kdrbedlel egy bizonyos teret vagy lument, és ez altal elhatarolja a citoplazmatél az adott
teret. A luminalis/ciszternalis tér 6sszetétele az ER belsejében jelentdsen kiilénbozik a citoszol 6ssze-
tételétél. A DER és a SER kozo6tt szamos szerkezeti és funkcionalis eltérés figyelheté meg.

Szerkezeti eltérések:

1. Durva felszinli endoplazmas retikulum
a) Magas elektrons(irliségil partikulumok, riboszomak talalhaték a membran citoszoélikus
felszinén. A riboszémak az ER membran felszinéhez un. riboforinokkal kétédnek, néve-
lik a membranok szerkezeti rigiditasat.
b) Rovid tubularis szegmensekkel 6sszekapcsolddd, lapos zsakok héldézatabdl épiil fel
(l&sd &bra)
c) A sejtmaghartya kiils6 membranjaval folytonos

2. Sima felszinl endoplazmas retikulum:

a) Nincsenek a felszinén riboszémék

b) A membran elemek tubularisak és erésen tekeredett format vesznek fel. Az elemek 6sz-
szefliggd rendszert képeznek.

c) Harom specialis formaja létezik:
= Lamellaris forma: membrannal hatarolt, hosszu, lapos zsakok kiterjedt lemezes for-

ma

= Vezikularis forma: kisméret(, kerek, membrannal hatarolt vezikulumokbdl épilil fel
= Tubuléris forma: megnyult, membrannal hatéarolt tubulusokbdl épil fel

A SER harom formdja szabadon atalakulhat egymasba, mely tulajdonsag azt bizonyitja, hogy az ER
egy dinamikus, pleiomorf organellum. A SER harom form4ja a DER esetében is megtalalhaté.

Kilonboz6 sejttipusok eltéré aranyban tartalmazzak az ER két f6 formajat. Ez az arany a sejt miko-
désétdl fligg. Az ER a f6 helyszine a membran- és szekretoros fehérjék szintézisének, transzlokacioé-
janak és érésének a sejtben. Korilbelll a sejt fehérjéinek egyharmada transzlokalédik a membranba
és/vagy az ER oxidalé lumenébe. A sejt szilkség esetén képes a DER-t SER-ré atalakitani.
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Mikodésbeli eltérések:

1. Durva felszinli endoplazmas retikulum
a) plazmamembranban Iévé integrans membran fehérjék
b) Szekretalt fehérjék
c) A sejtalkoték szolubilis fehérjéi
(A fehérjék egyéb tipusai pl. citoszélikus fehérjék, periférialis membran fehérjék, sejtmagi
fehérjék, a kloroplasztiszba, mitokondriumba és peroxiszémaba vandorld fehérjék szabad
riboszémakon szintetizalddnak.)

2. Sima felszinl endoplazmas retikulum
a) A here, a petefészek és a mellékvese szteroid hormonjainak termelése
b) Maj detoxifikacidja
¢) Kalcium ionok tarolasa és felszabaditasa (citoplazmaba)

Az endoplazmas retikulum biogenezise

A membranok biogenezise nem de novo térténik, mindig a mar meglévé membranokbdl éplilnek fel az
Uj membranok. A membranok névekedéséhez Ujonnan szintetizalt fehérjéknek és lipideknek kell az
ER membranjaiba beépulni. Ahogy a membranok a kompartment kozott vandorolnak, folyamatosan
véaltozik a fehérje és lipid dsszetételik, illetve enzimatikus mddositason esnek at. Ezek az enzimek a
sejtorganellumokra jellemz6ek, annak membranjaban talalhatok, Un. rezidens enzimek. Az
enzimatikus médositasok teszik a membrant egyedivé, az organellumra jellemzévé.

A membran aszimmetria el6szor az ER-ben alakul ki, de a membranok mozgésa soran végig megma-
rad (a citoszdlikus oldalon lévd domének a citoszodlikus oldalon, mig a luminalis alkoték a luminalis
felszinen maradnak a vandorlas soran). A legtébb membran lipid teljes egészében az endoplazmas
retikulumban szintetizalodik, két kivétellel: 1) szfingomileinek és glikolipidek (szintézisuik az ER-ben
kezdbdik, de a Golgiban fejez6dik be) és 2) a mitokodrialis és kloroplasztisz membran specialis
lipidjeinek egy része (a sejtalkotok membranjaban 1évé rezidens enzimek szintetizaljak 6ket). Az Ujon-
nan szintetizalt foszfolipidek a kettdsréteg citoszoélikus lemezébe éplilnek be. Ezt kdvetden a lipidek
atvandorolnak a citoszdlikus oldalr6l a luminalis lemezbe a flippaz enzimek segitségével. Az ER
membran olyan rezidens enzimeket is tartalmaz, melyek képesek a membranok lipid &sszetételét
megvaltoztatni a foszfolipidek konvertalasaval.

A Golgi komplex

A Golgi komplex 3-8 egymasra rendezett lapos ciszternabdl all (0,5-1um atmérdji), melyeket
tubulusok és vezikulumok kdétnek dssze. A ciszternak lapos szerkezete miatt a Golgi komplexnek ma-
gas a felszin/térfogat aranya. Ez a tulajdonsag facilitalja a rezidens Golgi enzimek aktivitasat. A Golgi
komplex az ER és a plazmamembran kozti transzportit kdzott helyezkedik el. A Golgi membran 7,5
nm vastag, a lamellak kozott kisebb-nagyobb hézagok talalhatok. Minden lamellaban vannak héza-
gok, kisméret( vezikulumok és tubulusok. A Golgi komplex ciszterna rendszere az emlds sejtekben
membran tubulusokkal kapcsolodik dssze, igy egy egységes szalagszer( strukturat hoznak létre a
sejtmag kdzvetlen kdzelében, azzal folytatélagosan (lasd abra).

A Golgi ciszternak cisz-transz polaritdssal rendelkeznek. Az UGjonnan szintetizalt membran- és
szekretoros komponensek a ciszterna oszlop cisz oldalan épililnek be a membranba (cisz-Golgi). Cisz-
Golgi az ER kozelében helyezkedik el, a ciszterndk mellett hozza kapcsolédd tubulusokat és
vezikulumokat is tartalmaz. A vezikulumok ezt kdvetéen a ciszterna halézat kozépsé részén (k6zépso-
Golgi), majd a ciszterna oszlop ellenkez8 oldalan, a transz oldalon (transz-Golgi) elhagyjak a Golgi
komplexet (l4sd abra). A Golgi cisz oldalat alakité oldalnak, mig a belsé felszinét érési oldalnak neve-
zik. Az Uj membran komponensek az ER-bél az alakité oldalra adédnak at, mig a régi membranok és
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vezikulumok az érési oldalrdl fiiz8dnek le. Jelenleg a Golgi mikoédésének két modellje ismert. Az elsé
a ciszternak érési modellje, mely szerint a ciszterndk fizikailag mozognak a cisz oldalrél a transz oldal-
ra, vagyis a ciszternak gyakorlatilag ,beleérnek” egyméasba. A masodik modell szerint csak az anya-
gok vandorolnak a Golgi komplexen keresztiil transzport vezikulumok segitségével a ciszternak a
helylikdn maradnak (lasd abra).

A fehérjék eltéré iranyba térténé szortirozasban (ER, Golgi, plazmamembran, lizoszoma) a Golgi
komplex két tubularis szerkezetli része jatszik szerepet: cisz-Golgi halézat és a transz-Golgi halézat
(lasd abra).

A Golgi komplex szerepe
(a részletekért lasd fehérje transzport)

1. Fehérje szintézis: A fehérjék az ER-t6l a Golgi komplex alakité felszinéhez transzportaléd-
nak transzport vezikulumokban.

2. Fehérjék glikozilaciéja a glikozil transzferazok segitségével torténik.

3. Protein transzport: a poszttranszlaciosan modositott fehérjék mas sejtalkotéba szallitddnak
membran burkolt vezikulumok utjan.

4. A membran szintézis folytatddik a Golgiban, az Gj membranok a plazmamembran fele mo-
zognak, és azzal fuzionélnak.

Endoszémak
(részletekeért lasd fehérje transzport)

Az endoszémak a plazmamembranbdl fliz6dnek le az endocitdézis soran, mely segitségével a sejt
kildnb6z6 anyagokat vesz fel az extracellularis térbdl. Az anyagok felvételét internalizacionak is hiv-
jak, mely soran a vezikulumok (klatrin burkolt vezikulum) egy tubulusokbol és vezikulumokbdl allé
dinamikus hal6zatba szallitédnak. A haldzatba tartoz6 vezikulumokat endoszomaknak nevezzik (lasd
abra). Az endoszomak lumenét kitolté folyadék savas pH-ju, az endoszémét hatérolé membranban
lévé H-ATPaz (proton pumpa) miikédése kdvetkeztében, mely protonokat pumpal a lumenbe.

Endoszomékat két csoportba lehet sorolni:

1. Korai endoszomak: a sejt periférialis régiéjdban taladlhatok
2. Kései endoszOmak: altaldban a sejtmaghoz kdzel helyezkednek el.

A korai endoszomak érésiik soran folyamatosan kései endoszomava alakulnak. Az érési folyamat
soran a pH csokken, a membranban 1évé fehérjék kicserél6dnek (Rab fehérjék) és az endoszoma
morfoldgidja is megvaltozik. A kései endoszomat multivezikularis testnek (MVB, lasd abra) is nevez-
ziik. A kései endoszomak lizoszomalis enzimeket vesznek fel a transz-Golgi halézatbol, és elkezdik az
anyagok lebontdsat. Ezt kdvetbéen a kései endoszoma tartalma egy lizoszomaba adddik at. Ha az
anyagok kozott van Ujrahasznosithaté molekula (pl. receptor fehérjék), Uj vezikula flizédik le a szorti-
roz6 kompartmentrél (a korai és a kései endoszéma kozott; lasd abra). Az Ujrahasznosito
kompartment (vezikula) visszaszallitia ezeket a fehérjéket a plazmamembranba (last fehérje transz-
port) és a sejt Ujrahasznositja.

Lizoszémak

A lizoszéma az eukariéta sejtek ,gyomra”. Nagyjabol 50 kilénb6zé enzimet tartalmaznak, melyek
savas hidrolazok, barmilyen tipusu biologiai molekulat képesek lebontani (lasd abra). A lizoszoméaban
lévé enzimek a durva felszinl endoplazmas retikulumban termel8dnek, majd a lizoszémaba szallitéd-

39



40

GYOGYSZERESZI BIOLOGIA

nak membran burkolt vezikulumokban. A savas hidrolazok csak savas kézegben képesek mikddni. A
pH optimumuk 4,6. A savas pH-t a magas proton koncentracio tartja fenn, amit lizoszémalis memb-
ranban lévé H-ATPaz proton pumpa biztosit. A lizoszomalis membrant erésen glikolizalt fehérjékbdl
allo védoéréteg védi a lizoszomalis enzimektdl. A lizoszomak alakja és elektron denzitasa nagyon val-
tozatos, ezért nagyon nehéz azonositani 6ket a sejtben (lasd abra).

A lizoszoméknak specidlis szerepe van az organellumok Gjrahasznositasaban. Az organellumok Gjra-
hasznositasa tulajdonképpen azok szabalyozott lebontadsa a citoplazméban. Ezt a folyamatot hivjuk
autofagianak (lasd abra).

Az autofégia lépései:

1. Az organellumot egy kettés membran veszi korl, létrejon az autofagoszéma.

2. Az autofagoszéma egy lizoszomaval fuziondl és autofagolizoszomét hoz létre.

3. Alizoszomélis enzimek megemésztik az organellumot és a lebontott anyagok an.
rezidualis testet képeznek.

4. Arezidualis test exocitdzissal kilrul vagy lipofuszcin granulumként visszamarad a citop-
lazmaban (6regedés).

Az autofagia miatt az organellumok 6sszetevdi elérhetévé valnak a sejt szamara (éheztetés), amit a
sejt energiaszikségletét biztositja. Az autofagidnak igen fontos szerepe van a neuroprotekcidban. Az
autofagia fenntartja a homeosztazist vagy normal funkciét a sejt organellumokbdl szarmazé fehérjék
degradaciojaval és Ujrahasznositasaval. Az autofagia hianya az egyik f6 oka lehet a sejtkdrosodasnak
illetve az 6regedésnek.

Mitokondrium

A mitokondriumok ovalis alakd, 0,5-10 um méret(i sejtszervek. Intenziven dinamikus sejtalkotok: a
sejten belll képesek mozogni (idegsejt axonok) vagy a citoszkeletonhoz rogzitettek (izomsejtek) és
hasadasra valamint fuziora is képesek. A sejten bellli szamuk valtozik a sejttipustdl és a specifikus
sejt aktivitasatol fliggbéen: az érett vérdsvérsejtben nincsen mitokondrium, mig a maj-izom — szivizom
sejtekben szazéaval vagy ezrével talalhatok.

Szerkezet: a mitokondriumot kettés membranrendszer hatarolja. A két membran réteg
Ossszetételében és funkcidjaban is kiulénbozik. A kiilsé membran porinokat tartalmaz és ionok és kis
molekuldk (5000 Da-nal kisebb) szdmara szabadon éatjarhatd. dsszetétele hasonlit a sejtmembrané-
hoz. A belsé membran krisztakat alkot, a membran feliilet névelése érdekében. Atjarhatatlan még a
kis toltéssel rendelkezd molekulak szamara is, de szamos transzport rendszert hordoz, amelyek a
mitokondriumban lejatsz6d6 biokémiai folyamatokhoz elengedhetetlenek. A két membran réteg kézott
talalhato az intermembran tér, amelynek, masok mellett az apopt6zisban van szerepe lasd Apoptozis
fejezet). A szerkezetet illetéen a tobbi informacié (abrak) az eléadas anyagban talalhato.

A mitokondrium matrixdban nagy szamu enzim helyezkedik el (ezekkel biokémiai tanulmanyaink
soran fogunk megismerkedni). A biokémiai reakciok kozil a legjelentésebb az ATP szintézis, amely
minden sejt szamara az alapvetd energiat biztositja.

A mitokondrium funkcidi:

= energiaszolgaltatas (citratkor, zsirsavlebontas, ATP szintézis)
= urea ciklus (nitrogén kivalasztasa)

= vas- kén komplexek és hem szintézis

= metabolizmus szabalyozasaban valé részvétel

= apoptdzis és sejthalal.
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Az enzimek mellett a mitokondrium tartalmazza sajat genomjat, valamint transzkripcios és transzlaci-
0s rendszerét. A mitokondriumban talalhat6 DNS molekuldk szama valtozd (kévetkezményeit lasd:
mitokondrialis betegségek). A human mitokondrialis genom cirkularis, 13 mMRNS- t, 22 tRNS-t, és 2
rRNS-t kédol. A messenger RNS-ek az oxidativ foszforilaciés rendszer kilénb6zd, nagyfokban hidro-
féb alegységeit kddoljak (ezek az ATP szintézisben vesznek részt , a molekularis oxigén felhasznala-
saval).

A human mitokondrialis genom tovabbi jellemzéi:

= kett6s szalu L (light) és H (heavy) széllal, 16569 bazispar (bp) tartalommal

= mutacids rataja viszonlyag magas (a DNS polimeraz alacsony megbizhatésaga, és a DNS
javito rendszer alacsony hatékonysaga miatt)

= anem-kddol6 DNS szekvenciak csaknem teljes hianya: szabéalyoz6 szakaszok hianya

= kilénleges aminosav kodonok

A human nukleéris és mitokondrialis genomok 6sszehasonlitasat lasd az eléadasanyagban.

A mitokondriumok korlatozott autondmidja azt jelenti, hogy a mitokondrialis genom nem elegendé
ahhoz, hogy az 6sszes nélkilozhetetlen fehérjét eléallitsa (enzimek, a transzkripcio, transzlacio,
replikacio és a DNS javitas fehérjéi). Emiatt nagyszamu fehérjének és RNS-nek kell a mitokondriumba
vandorolnia. Ezeket specialis fehérjék (TIM és TOM) transzportaljak a sejtorganellumba, illetve az
RNS-ek szdmara mas transzportalé komplexek talalhatok. A mitokondriumba térténé fehérje transz-
port egyiranyu: a citoszolbdl az organellumba iranyul (a kiilsé, a bels6 membranba, a matrixba vagy
az intermembran térbe- lasd: A fehérje iranyitasa és transzportja fejezetet), kivéve az apoptdzis ese-
tében, amikor a citokrom ¢ elhagyja a mitokondriumot. Ujab felfogasok szerint a mitokondrium meg-
Orizte azoknak a fehérjéknek a szintézisét, amelyek tul hidrofobok a citoszolbdl térténé transzporthoz
(ezek membranhoz kotott fehérjék, amelyek az oxidativ foszforilaciés rendszer alkotéi).

Az endoszimbionta hipotézis: miutan a légkérben megjelent az oxigén, lehetévé valt, hogy két kii-
16nbdz6 tipusu sejt dsszeolvadjon: egyikik biztositotta a sejtmagot, a masik (egy aerob baktérium) lett
a mitokondrium forrasa. ldével az utébbi DNS- ének jelent8s részét elvesztette, igy a nuklearis ge-
nomra kell tamaszkodnia, de mas biokémiai folyamatok iranyitdsat megszerezte. Ez a folyamat a
kompartmentalizacio részét alkotja, amely fontos szabalyozas nemcsak a cellularis biolégiai folya-

Az endoszimbionta tedria bizonyitékai:

= mtDNS szerkezet (alak, hisztonok és intronok hiany)

= mtriboszomak szerkezete

= atranszlacié N- formilmetioninnal kezdédik (Iasd: transzlacio)

= bizonyos antibiotikumokkal szembeni érzékenység (lasd: antibiotikumok)

= ahasadasra és faziora valo képesség (mindkét mechanizmus a GTP energiajat és a
mitokondrialis proton koncentracié kilénbséget igényli).

Egyéb sejtszervecskék
Peroxiszémak

Szerkezet

A peroxiszomak (mikroszomak) kisméretl, egyetlen membrannal hatarolt sejtszervecskék, melyek
minden eukariéta sejtben megtalalhaték. Alaktanilag a lizoszémakhoz hasonlitanak, de szabad ribo-
szomakon szintetizalddott és teljes polipeptid lancként a peroxiszémakba szallitott proteinekbdl épil-
nek fel. Képesek osztddassal szaporodni, de sajat génallomannyal nem rendelkeznek.
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Szerepuk

A peroxiszémak tobb mint 50 kulénb6z6 enzimet tartalmaznak, amelyek kulénbdzd biokémiai folya-
matban vesznek részt. Nevilket az organellum eredeti feladatardl kaptak: olyan oxidacios reakcidk
végrehajtasa, amelyek terméke a hidrogén-peroxid. A hidrogén-peroxid karositja a sejtet, ezért a
peroxiszomak azonnal lebontjdk katalaz enzim segitségével. Szamos szubsztrat lebontasa torténik
hasonlé oxidativ reakciokban, pl. higysav, aminosavak, zsirsavak. A zsirsavak oxidacidja (béta oxi-
déacio) kildndsen fontos, mivel ez a metabolikus energia legfébb forrasa. Allati sejtekben a zsirsavak
oxidacidja torténhet a mitokondriumokban is, de élesztésejtekben és ndvényekben a zsirsav-oxidacio
a peroxiszémakra korlatozodik.

A peroxiszomak szerepet jatszanak a lipid bioszintézisben is: allati sejtekben koleszterin szintézis
folyik bennik, a majsejtek peroxiszémaiban pedig a koleszterinbél epesav képzddik. A
plazmalogének, az agyban és szivbe talalhaté fontos membran foszfolipidek szintéziséért szintén
peroxiszomalis enzimek felelnek.

A glioxiszdmak specidlis ndvényi peroxiszémak. Neviiket a sejtszervecske f6 funkciojardl kaptak, itt
folyik ugyanis a glioxal-ciklus, a citromsav-ciklus médosulata. A glioxal-ciklusban térténik névényi
magvakban a zsirsavak atalakitasa szénhidratokka.

Levelekben a fotoszintézis kapcsan a CO, szénhidratta alakul a Calvin-ciklusban. E folyamat soran
alkalmanként egy két szénatomos foszfoglikolat képzddhet, amelyet a peroxiszoma enzimei segitsé-
gével képes visszanyerni a ndvény (vagyis visszaalakitja 'hasznalhaté’ metabolittd).

Vakuélumok
Szerkezet

Vakudlumok féleg névényi és gomba sejtekben talalhatok. A sejtszervecskét a tonoplaszt vagy
vakuolaris membran veszi koéril, benne szervetlen és szerves molekulak — kéztik enzimek — vizes
oldata talalhaté. Alkalmanként bekebelezett szildrd anyagok is lehetnek egyes vakuélumokban. A
vakuolumok alakja, mérete és szerkezete valtozatos, a sejt igényeitdl fligg. PL. ndvényi sejtekben
lehetnek olyan valu6lumok, amik a sejt térfogatanak 80%-at elfoglaljak. A vakuélumok vezikulumok

Szerepuk

A vakudlumok feladata fligg a sejttipustél. F6 funkciojuk a tarolas: a karos anyagokat elszigeteli, ex-
portalja a sejtbdl, a hasznalhatatlan anyagcsere termékeket biztonsagosan tarolja. Ezen kivil raktaro-
z0 feladatot is ellathatnak: vizet és kismolekulakat tarolhatnak. A fehérjetestecskék specidlis, fehérje-
tarolé vakudlumok, amelyek a magvak csirdzdsdhoz szikséges fehérjéket tartalmaznak. A
vakuolumoknak szereplk van a turgor (hidrosztatikai nyomas) és a pH fenntartdsaban, valamint a
virhgok mechanikai tamasztdsaban, amit egy nagy kdzponti vakuélum segitségével valdsitanak meg.

Szintestek (plasztiszok)
Szerkezet

A szintestek dupla membrannal hatarolt organellumok, amelyek kizarélag névényi és algasejtekre
jellemzdk. Fotoszintetikus pigmenteket tartalmaznak, ennek kdszonhetd a sejtek szine. A sejt altal
felhasznalhat6 molekulak szintézisét és tarolasat végzik. A szintestek sajat genommal rendelkeznek:
cirkularis, kettés szali DNS-sel (‘ctDNS’ or ‘cpDNS’ vagy ‘plasztom’). A proplasztiszok (a plasztiszok
Osei) és a fiatal kloroplasztiszok képesek osztédassal szaporodni.

A kloroplaszt legfébb részei a harom membranrendszer (kiilsé és belsé membran, és a tilakoid rend-
szer), valamint a bels6 membran altal hatarolt gélszer(i sztroma. A kils6-és belsé membran kozott
talalhato az intermembran tér.
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Kilsé membran

Féligatereszté hartya, mely atengedi a kismolekulakat és —ionokat, de gatat szab a nagymeéretl fehér-
jék szabad aramlasanak. A kloroplasztisz polipeptidek a TOC komplexeken (translocases of the outer
membrane) keresztll transzportalédhatnak az intermembran térbe, hasonloképpen, mint azt a
mitokondriumok esetében lattuk.

A kromoplasztiszok és amyloplasztok memebranja kitlemkedhet a citoplazma felé, sztromulakat
alkotva (sztroma-tartalma tubulus). Ezek a felszint ndvelik, vagy 06sszekothetik a szintestet az
endoplazmas retikulummal.

Bels6é membran

A sztromat hatarolé hartya, amely szabdlyozza a szintest molekularis transzportjat. A sztroméaba a
polipeptidek a TIC komplexeken (translocase of the inner membrane) keresztiil transzportalédhatnak.
Ezen kivul a bels6 membranban folyik a zsirsavak, lipidek és karotinoidok szintézise.

Sztroma

A sztréma a bels6 membranon belil talalhato zselészer(, fehérjedus alapallomany. A sztroméban
egy igen fontos biokémiai folyamat jatszodik: a Calvin-ciklus (szén beépitése cukor molekulakba).
Szamos egyéb struktira lebeg a sztromaban; mint a tilakoidok, riboszoémak, nukleoidok, keményité-
szemcseék.

A kloroplaszt riboszémai szintetizaljak a szintest fehérjéinek egy részét:; atirja a kloroplaszt DNS-ét
MRNS-ekre, amirél fehérjék képzédnek.

A keményitészemcsék membrannal nem hatarolt, felhalmozédott keményitét tartalmazo struktdrak a
sztrémaban. A szemcsék a cukorképzédés alatt névekszenek, éjszaka, a sejtlégzés és a cukortransz-
port alatt felhasznalasra keriilnek.

A Rubisco a sztréma legfontosabb fehérjéje. Ez az enzim felelés a CO, molekulak cukor molekulakba
torténd beépitéséért.

Tilakoid rendszer

A tilakoidok a sztromaban taladlhatd membrannal hatarolt zsakszerd, kloroffill-tartalmu strukturék, a
fotoszintézis fényreakciéjanak szinhelyei. A granum tilakoidok lapos, egymasra fektetett zsakok,
amelyeket a helikalis sztroma tilakoidok kotnek 6ssze. A granumok egyenként 10-20 tilakoidot tar-
talmaznak, kozottik folytonos tilakoid tér talalhatd. A tilakoid membranokba agyazédnak a fotoszinté-
zis fényreakciéjanak fontos enzimkomplexei: az | és Il. fotorendszer (PS Il és PS I) fénygy(jté komp-
lexek, melyek klorofillt és karotinoidokat tartalmaznak. Ezek a komplexek elnyelik a fény energiajat és
elektronoknak adjak at. Ezeket az elektronokat a tilakoid membran molekulai arra hasznaljak, hogy
hidrogénionokat pumpaljanak a tilakoid bels6 terébe, csdokkentve annak pH-jat. Az ATP-szintéaz, egy
nagy fehérjekomplex, ezt a H* koncentréacié-gradienst hasznalja ATP molekula szintézisére (ahogy a
H" a sztroméaba aramlik). A fotorendszerek kiilénb6z6 fotoszintetikus pigmenteket tartalmaznak, ame-
lyek a fényelnyelésben és az energiatranszferben vesznek részt. Valamennyi szintestben megtalalha-
t6 a klorofill-a, am kiegészité pigmentként mas klorofill formak is léteznek (klorofill-b, -c, -d éd —f). A
karotinoidok alkotjak a kiegészité pigmentek masik csoportjat, melynek tagja a fikoeritrin (a voros
algak szintesteinek szinét add pigment), mely a tébbletenergia transzferét és kisugarzasat végzi. Mas
elterjedt karotinoidok pl. a voréses-narancs szinl B-karotin vagy a sargas xantofillok, mint a zeaxantin.
Harmadik csoportként emlithetjiik a fikobilineket, amelyek kéz6tt mindenféle szinli pigmentek talalha-
tok.
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Szerepuk

A szintestek f6 funkcidja a fotoszintézis folyamatanak kivitelezése. Emlithetjuk még a keményité taro-
lasat, vagy a zsirsav szintézist. Szamos kulonb6z6 plasztisz tipus létezik, ezek mind a
proplasztiszokbdl differencialédnak:

1. Kloroplaszt: fotoszintézist folytaté zold szintest

2.  Kromoplaszt: Kiilénb6z6 szinl szintestek, pigmenteket szintetizalnak és tarolnak

3. Gerontoplaszt: szerepe ban a fotoszintetikus apparatus lebontasaban szeneszcencia ide-
jén

4. Leukoplaszt: szintelen szintest, monoterpén-szintézisben vesz részt, vagy specializalédik
egyéb plasztisz-tipusokka:
a) Amiloplaszt: keményité-raktarozas
b) Elaioplaszt: zsirok raktarozasa
¢) Proteinoplaszt: fehérje raktarozas és -modifikacié
d) Tannoszdoma: tannin és polifenol szintézis

A szintestek genetikai &lloméanya

A plasztiszok genomja, a ,plasztom” hossza 75-250 kilobazis. Szamos hasonlésag van a plasztom
€s a mitokondrialis genom kozétt: a plasztom cirkularis DNS molekula, szintestenként valtozé kopia-
szamban van jelen. Kbh. 100 génje rRNSeket, tRNSeket kodol, valamint a fotoszintézisben és a
plasztid gének transzkripcidjaban és transzlaciéjdban részt vevé fehérjéket kdodol. Ahogy a
mitokondriumoknal is lattuk, a plasztiszok fehérjéinek legnagyobb része nuklearis gének altal kédolt,
és a plasztid gének expresszidjat nagyban befolyasoljak nuklearisan koédolt faktorok (Id. ,a
mitokondrialis genom korlatozott autonémiaja”, Mitokondrium fejezet). A szintest DNS a nukleoid
fehérjékhez kapcsolodik, amelyek a kils6 membran bels¢ felszinéhez csatlakoznak. Egyetlen
nukleoid tobb, mint 10 DNS képiat is tartalmazhat. A nukleoid morfol6giaja, mérete és helyzete meg-
valtozik a szintest fejl6édése vagy atalakuldsa alatt.

4.4, A CITOSZKELETON

Bevezetés

A citoszkeletonnak alapvetd szerepe a van a sejt tamasztasaban és mozgasaban (csillo, ostor). A
citoszkeleton harom jol koérilhatarolt rostos (filamentekbdl allo) szerkezeti elembdl all, melyek a
mikrotubulusok, intermedier filamentumok és a mikrofilamentumok. Ezek a struktirak egyiittesen egy
jol kidolgozott interaktiv halozatot alkotnak. A citoszkeletalis elemek fehérje alegységekbdl allnak,
melyek nem-kovalens kétésekkel kapcsolodnak egymashoz (lasd tablazat).

1. A mikrotubulusok hosszu, Ureges, el nem agazé csévek, melyek tubulin monomerekbdl

épllnek fel.

2. A mikrofilamentumok tdmér, vékonyabb szerkezeti elemek, melyek aktin monomerekbél
épilnek fel.

3. Az intermedier filamentumok kemény, kotélszer(i szalak, melyek sokféle fehérjébdl épllnek
fel.

A citoszkeleton funkciéja

A citoszkeleton minden eukaridta sejtben megtaldlhat6. A citoszkeleton szerepe a sejt tipuséatdl fig-
g6en valtozik (lasd abra).

1. Scaffoldként a sejtvadzat tAmasztja és a sejt alakjanak fenntartdsaban jatszik szerepet.
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Belsé haldzatot alkotva a sejtalkotdk szervezédéseében jatszik szerepet.

A sejt mozgasat, illetve az anyagok sejten bellli mozgasat szabalyozza.

Az mRNS szamara kétbhelyet biztosit.

Jelatviteli szerepe is lehet.

A sejtosztodasért felelés apparatus esszencialis eleme.

Erékifejtésének hatasara a sejt mozogni képes (a csillé és ostor mozgatasa, helyvaltoztatd
mozgas).

No oM

A mikrotubulusok szerkezete és szintézise
(lasd &bra)

Ureges, hengeres elemek

Globularis fehérjékbdl, tubulin heterodimerekbdl épdl fel (a- és B-tubulin)

A tubulin heterodimerek linearisan rendezédnek

Az a-tubulin monomer GTP-t két, ami nem lecserélhet6 és nem hidrozilalodik.
A B-tubulin GDP-t két, ami a filamentum Osszeszerel6désekor GTP-re cserél6dik
Kuls6 atméréje 25 nm

Falvastagsaga 4 nm

A tubulinok elészor protofilamentekbe tomoriinek.

13 protofilament hoz létre egy mikrotubulust nem-kovalens kotésekkel

A protofilament aszimmetrikus

. A protofilament rendelkezik polaritassal

Mikrotubulusnak van pozitiv és negativ vége
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Mikrotubulushoz asszocialt fehérjék (MAP)

A MAP fehérjék egy heterogén fehérjecsoport, melynek tagjai a mikrotubularis hal6zat felépitésében
jatszanak szerepet. A mikrotubulusok a felszinhez kapcsolédnak, igy névelve azok stabilitdsét és se-
gitik az 6sszeszerel6désiiket. A MAP fehérje egyik doménje a mikrotululus oldalahoz kotédik, a masik
doménje pedig egy rovid filamentumként kinyulik a mikrotubulus felszinérél (lasd abra). A MAP fehér-
jék egy része kereszthidakat hoz létre a mikrotubulusok kozott, igy fenntartjak a mikrotubulusok
paralell elrendezédését. A MAP fehérjék mikrotubulus-kété aktivitasat az aminosav oldallancok
foszforilalt és defoszforilalt allapota hatarozza meg.

A Tau fehérje egy mikrotubulushoz asszociélt fehérje, mely a neuronokban taldlhaté. A fehérje
hiperfoszforilalodasa miatt a fehérje felhalmozodik a neurofibrillaris kétegekben melynek kulcsszerepe
van az Alzheimer-kér kialakulasaban. Ezek a hiperfoszforilalt Tau fehérjék nem képesek a
mikrotubulusokhoz kétédni.

A mikrotubulusok szerepe
(lasd &bra)

a sejt alakjanak meghatarozéasa és fenntartasa

a sejt bels6 szervezddésének fenntartasa (fenntartja a sejtorganellumok elhelyezkedését)
axonalis transzport

axon novekedés az embriogenezis soran

névényi sejtek: fenntartja a sejtek alakjat, befolyasolja a sejtfal szintézisét (a celluldz és a
mikrotubulusok egyutt helyezkednek el a sejtfalban)

arMwDdPE
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Axonalis transzport

Az anyagok transzportja a membran burkolt vezikulumokban a mikrotubularis halézat mikddésétdl
fligg. A neurotranszmitterek az ER-bdl és a Golgi komplexbdl szallitédnak vezikulumokban, a sejttest-
tél a periféria felé. Az axon a neuron nyulvanya, melynek a neuronok kozoétti kommunikacioban van
szerepe (szinapszisok). Az axon citoszkeletalis elemekbdl all: mikrofilament kotegek, intermedier
filamentek (neurofilamentek), és mikrotubulusok (l&sd &bra). A neurotranszmitterekkel toltott
vezikulumok az axon mikrotubulusai mentén vandorolnak a sejttest vagy a periféria felé. Ezeket a
mozgasokat elssorban a mikrotubulusok szabéalyozzak, melyek a sejtben talalhatdé kaldnb6z6 motor
fehérjék szallitd palyajaként funkcionalnak. A motor fehérjék képesek energia felhasznalasaval a
vezikulumok mozgatédséra a sejten belll (lasd abra).

A transzport vezikulumok két iranyban mozoghatnak. Ha a sejttest fel6l az axonterminalis (szinapszis)
fele mozognak, akkor anterograd transzportrél beszéliink, ha az axonterminalistdl a sejttest fele van-
dorolnak, akkor retrograd transzportrél beszélunk.

A mikrotubulusok motor fehérjéi

A motor fehérjék energiat szolgdltatnak az anyagok transzportjahoz a mikrotubulusok és
mikrofilamentek felszinén. Molekularis motoroknak is nevezziik 8ket, mivel képesek a kémia energiat
(ATP) mechanikai energiava alakitani. Ennek segitségével képesek erét generalni, hogy a hozzajuk
kotédott anyagokat mozgassak. A motor fehérjék egy iranyba képesek mozogni a citoszkeletélis ele-
mek felszinén, lépésrél-lépésre. A motor fehérjéket harom csoportba soroljuk:

1. kinezinek- mikrotubulus
2. dineinek- mikrotubulus
3.  miozinok- mikrofilament

Jelenleg nem ismert olyan motor fehérje, ami az intermedier filamenteket hasznélna szallitasra. A
motor fehérjék folyamatos konformacié valtozason esnek at, melyek egyiittesen egy mechanikai cik-
lust épitenek fel. A mechanikai ciklus Iépései szorosan kapcsoldédnak a kémiai és katalitikus ciklus
Iépéseihez. Utdbbiak biztositjdk a motoros aktivitashoz szilkséges energiat.

Kémiai ciklus:

a) egy ATP molekula megkdtése
b) az ATP hidrolizise

c) ADP+Pi elengedése

d) Gj ATP molekula megkétése

1. Kinezinek- szerkezet és funkcio

Az elsd kinezint, a kinezin-1-et, 1985-ben Ronald Vale fedezte fel. A kinezin-1 a kinezinszerl fehérjék
(KLP) szupercsaladjaba tartozik legaldbb 45 masik KLP fehérjével egyitt. A KLP szupercsalad nem
minden tagja motor fehérje. Vannak koztik adapter fehérjék is, melyek kapcsolatot biztositanak a
kinezin és a vezikulumok k&zott. A kinezin egy tetramer szerkezet(i fehérje, mely két azonos nehéz-
lancbdl és két azonos kdnnyllancbol épiil fel (lasd abra). A kinezin molekula tartalmaz két globularis
feji régiét is, amik a mikrotubulus és az ATP megkotésére képesek. A fej vagy motoros domeén
hidrolizélja az ATP-t, vagyis energiat termel a mozgashoz. A feji régié egy nyakhoz kapcsolédik, ezt
koveti egy palcaszeri(i 6sszek6td régid majd egy legyezdszerl farki régio. A farok, mely két nehéz és
két kdnny(lancbdl éplil fel, felelés a szallitmany megkotéséért.

A kinezin pozitiv vég fele iranyitott molekularis motor, mely azt jelenti, hogy a kinezin a vezikulakat a
mikrotubulus pozitiv vége fele szallitja, vagyis a plazmamembran fele. A kinezin a mikrotubulus egyet-
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sebessége 1 um/sec). A fehérje meghatarozott |épéseket tesz a filament felszinén. Minden egyes
Iépés kb. 8 nm hosszUl, ami megegyezik a tubulin dimer hosszaval. Egy l1épés egy ATP hidrolizisébdl
szarmaz6 energiat igényel.

A mozgas processziv, mely azt jelenti, hogy a motor fehérje egyetlen mikrotubulus felszinén nagy
tavolsagot képes megtenni (~1um), anélkul, hogy leesne réla. A kinezin molekula két feje koordinaltan
dolgozik egyiitt, igy a két fej a kémiai és a mechanikai ciklusokat tekintve mindig mas Iépésnél tarta-
nak (lasd abra):

az egyik fej a mikrotubulushoz kotédik

a masik fej elére mozdul a protofilamenten a kévetkezé két6helyig

az elsd fej megtalalja a pontos koétédési helyet a protofilamenten

az egyik nehéz lanc a feji és a nyaki régiéja a mikrotubulushoz kétédik
az ATP hidrolizise kdvetkeztében a nyak eltekeredik

o swh R

Dineinek- szerkezet és funkcio

A dinein volt az els6 mikrotubulushoz asszocialt motor fehérje, amit felfedeztek 1963-ban. Ez a fehérje
felelds a csillé és az ostor mozgatasaért. A dinein citoplazmatikus formajat csak 20 évvel késébb fe-
dezték fel. A citoplazmatikus dinein minden &llati eukariéta sejtben megtalalhato, a névényi sejtekbél
azonban hianyzik. A citoplazmatikus dinein egy igen nagyméreti fehérje (1.5 millié dalton), mely két
azonos nehézlacnbdl és valtozatos intermedier valamint kénnyllancokbdl épil fel (lasd abra). A ne-
hézlancok egy nagyméretii fejbél és egy hozza kapcsolddd hosszu nyulvanybdl épllnek fel. A dinein
feji régidja a katalitikus kdzpontja a fehérjének: megkéti és hidrolizalja az ATP molekulat. A fejhez
kapcsol6dd nyulvany képes megkotni a mikrotubulust egy specidlis, a nydlvany csdcsan lévé koto-
hellyel. A dinein hosszabb nyulvanya a farki régio, mely intermedier és kdnnyilancokbdl all. Ezek sze-
repe nem ismert.

A citoplazmatikus dinein a minusz vég altal szabdalyozott motor fehérje, mely azt jelenti, hogy a
vezikuldkat a mikrotubulus negativ vége fele szallitja, vagyis a sejttest vagy a sejtmag iranyaba. A
dineinnek specidlis szerepe van a mitotikus orsé, a centroszéma és a Golgi komplex pozicionalasa-
ban, a kromoszémak szétvalasztasaban, és a sejtorganellumok szallitasaban. A citoplazmatikus
dinein nem képes direkt dsszekapcsolodni a vezikulumokkal, sziliksége van egy 6sszekoté adapter
fehérjére, amit dinaktinnak neveznek. A dinaktin szabalyozza a dinein aktivitasat és segiti a motor
fehérje mikrotubulushoz val6 kotédéseét (lasd abra).

Mikrotubulus organizalé k6zpontok (MTOC)
Ezek a kdzpontok felelések a mikrotubulusok nukleaciéjaért (szintézis inicializalaséért).

1. Bazdlis testek: csak a csilléval vagy ostorral rendelkez6 sejteknél talalhaté meg. Kilenc
periféridlis mikrotubulus triplet és a kdzépen talalhato ciliaris mikrotubulus par épiti fel. A
kézépen talalhaté dimer eltlinik, mikor a csillé a bazalis testtel kapcsolddik. Rostkdtegek
hal6zata kapcsolja a bazalis testet a citoplazmahoz.

2. Centroszoma: Két hordo alaku centriolumot tartalmaz, melyeket a pericentriolaris anyag
(PCM) vesz korul. A centri6lumok mindig parban allnak. A centroszéma végzi a
mikrotubularis citoszkeleton inicializalasat és organizaciojat. A mikrotubuusok a PCM-ben
végz&dnek. Minden centridlumnak kilenc mikrotubulus tripletje van (A, B és C tubulus), de
nincs centralis mikrotubulus par. A pericentriolaris nyalvanyok sugéariranyban agaznak ki a
tripletekbél (l4sd abra).
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A mikrotubulusok polaritdsa mindig azonos: a minusz vég asszocialddik a centroszémaval, és a plusz
vég (ndvekedd vég) mindig az ellenkezé oldalon helyezkedik el (plazmamembran). A mikrotubulus
ndvekedd vége specialis fehérjéket tartalmaz, amik segitik a mikrotubulus kapcsolédasat a célhoz, pl.
endoszéma, Golgi ciszterna vagy kondenzalt kromoszéma az oszt6dé sejtben.

Mikrotubulus nukleaci6 és szintézis

Az MTOC szabalyozza a mikrotubulusok szamat, a polaritasukat, hany protofilament épiti fel a
mikrotubulust, valamint az dsszeszerel6désik helyét és idejét. Minden MTOC tartalmaz egy kézds
alkotéelemet, a y- tubulin molekulakat, amik egylttesen egy gyliri komplexet alkotnak a PMC-ben
(lasd abra). A PMC oldhatatlan szalai kapcsolédasi pontokként szolgélnak a gylrli komplexeknek,
amiknek a mikrotubulusokkal megegyezik az atmérdjik (25 nm) és y-tubulint tartalmaznak. A y-tubulin
gylrd a mikrotubulus negativ vége.

Mivel a mikrotubulusok tdbb protofilamentbdl épllnek fel, ezért a végei dinamikusak és a filamentek
ellenallnak a hémérsékletnek. A tubulin dimerek a mikrotubulus pozitiv végéhez kapcsolodnak. A
tubulin dimer kapcsolédasahoz egy GTP molekula hidrolizise szilkséges. A GTP molekula az a-tubulin
monomerhez kotédik, és a dimer két tubulinja k6zé szorulva soha nem hidrolizalodik vagy cserél6dik
le, igy a GTP a heterodimer integrans elemévé valik. A B-tubulinon 1évé nukleotid, mely lehet GTP
vagy GDP kicserélhetd. A tubulin dimerek dsszeépliléséhez egy GTP molekulara van sziikség, ami a
B-tubulin alegységhez kétédik. A GTP hidrolizise nem feltétele a dimer mikrotubulushoz val6é bekots-
désének. A GTP roviddel a beépiilés utan hidrolizalédik, a GDP pedig tovabbra is a polimerhez k&té-
dik. Amikor a dimer levalik a mikrotubulusrél a szétszerel6dés soran és bekerll a szolubilis raktarba, a
GDP egy Uj GTP-re cserélédik (lasd abra). Vagyis a tubulin dimer ujra felhasznalhaté a
mikrotubulusok szintézisében.

A mikrotubulusok szétszerel6dését befolyasold tényezdk: hémérséklet, Ca koncentracio, kémiai anya-
gok (kolhicin, vinblasztin, vinkrisztin, nokodazol és podofillotoxin). A mikrotubulus dinamikus instabili-
tasa a GDP-GTP cserétdl fligg. Ha a mikrotubulus zarédik, a GDP- B-tubulin dimerek a tubulus plussz
végén maradnak. A GDP-t koté tubulinnak tekeredett a szerkezete, igy kevésbé tud beilleszkedni az
egyenes protofilamentbe. igy a protofilament kifelé tekeredik, majd szétesik (lasd abra).

Intermedier filamentek

Témor, elnemagazé filamentek, atmérdjuk 10-12 nm. Intermedier filamenteket eddig csak allati sej-
tekben azonositottak. Ezek a filamentek er6s, flexibilis, kotélszerl rostok, amelyek mechanikai ellenal-
last biztositanak a fizikai stressz ellen idegsejtekben, izomsejtekben és epitélidlis sejtekben. Az inter-
medier filamentek kémiailag heterogén csoportot alkotnak, melyeket emberben legalabb 70 kiilénb6zé
gén kodol. Az IF-ek polipeptid alegységei 6t csoportra oszthatok, az 6ket tartalmazé sejt tipusa alap-
jan (lasd tablazat). Az egyes - és kettes tipusu IF-ek a savas és bazikus keratinok, a harmas tipustak
a mezenchimalis sejtekben, izomsejtekben, idegsejtekben és gliakban talalhatok. A négyes tipusi IF-
ek csak az idegsejtekben fordulnak eld, ezért ezeket neurofilamenteknek is nevezzik. Az 6tés tipusu
IF-ek a laminok, melyek a nuklearis lamindban helyezkednek el.

Minden IF-nek hasonl6 a szerkezete és a funkciéja; mindegyikik tartalmaz egy centrdlis palcika alakd,
a-helikalis, fibrillaris domént. Ez a centralis domén alapvetd szerepet jatszik az intermedier filamentek
felépitésében.

Az IF-ek 0sszeszerel6dése (lasd abra):

1. Két monomer (egy monomernek két globularis és a-helikalis doménje van) kapcsolodik
egymashoz paralell orientacidban, igy dimert képeznek



A SEJTEK SZERKEZETE

2. Két dimer antiparalel kapcsol6dik egymashoz, igy olyan tetramert képeznek, aminek nincs
polaritasa

3. Nyolc tetramer lateralisan rendezdédik 6ssze egy 60 nm hosszu filamentet képeznek

4. Ezek a 60 nm hosszl egységek egymashoz kapcsolédva egy polimert hoznak Iétre, amit
intermedier filamentnek nevezink

Az intermedier filament 0sszeépilése nem energiaigényes (ATP/GTP) folyamat. Az IF-ek kevéshé
érzékenyek a kémiai anyagokra, és oldhatatlanok a szerkezetilk miatt. Az IF-ek 6ssze — és szétszere-
I6dése az alegységek foszforilalt és defoszforilalt allapotatél fiigg. Az intermedier filamentek egy di-
namikus halézatot képeznek a sejt citoplazmajaban (lasd abra). Az IF-ek dsszekapcsolodnak a tébbi
citoszkeletdlis elemmel. A mikrotubulusokkal és a mikrofilamentekel valo kapcsol6dast a plakin csa-
ladba tartozo fehérjék biztositjak, pl. a dimer plektin molekula.

Mikrofilamentek

Igen hosszu filamentek, 8 nm atmérdvel. G-aktin (globularis aktin) monomerekbdl éplinek fel, melyek
F-aktint (filament) hoznak létre. A mikrofilamentek nehéz meromiozinokkal Iépnek interakciéba. A leg-
tobb sejt kortex része vastag mikrofilament kétegeket tartalmaz. A mikrovillusok és a csillék a sejt
felszinén szintén tartalmaznak mikrofilamenteket. A mikrofilamentek abundansok az izomsejtekben,
ahol vékony filamenteknek hivjuk ket és a vastag filamentekkel, a miozinokkal kapcsolédnak, egyut-
tesen felelések az izom 6sszehuzdodaseért. A mikrofilamenteknek alapvet szerepe van a mozgéasban,
a csillok és ostorok mozgatasaban és a sejtosztédasban (lasd abra).

Az aktin alegység négy domént tartalmaz (lasd abra). Az ATP kot6 zseb minden domén kézepén he-
lyezkedik el. ATP jelenlétében az aktin monomerek polimerizalédnak, és egy flexibilis, helikalis fonalat
hoznak létre. Az alegységek elrendez6dése miatt a filament egy kétszall szerkezetet vesz fel, melyen
két helikdlis arok fut végig. Mivel minden egyes monomernek van polaritasa, igy a mikrofilament is
rendelkezik polaritassal. A filamet két vége, a plusz és a minusz vég, eltér szerkezetiikben és a dina-
mikus tualjdonsagaiban.

Az aktin filament 6sszeszerel6dése (lasd abra):

1. nukleacié: az aktin monomerek komplexet képeznek, a G-aktin alegységek beéplilnek a
komplex mindkét végébe. A plusz vég tizszer gyorsabban kéti a monomereket, mint a ma-
sik vég.

2. elongécié: ha az ATP koncentracio esik, a monomerek csak a filament plusz végéhez ko-
tédnek.

3. Afonalak szétszerel6dése mindig a flament minusz végén torténik.

Az in vitro 6sszeszerel6dés soran a polimerizacio és a depolimerizacio elér egy egyensulyi allapotot
(amikor az ATP koncentracié 0,3 uM). llyenkor azonos mennyiségl aktin monomer épll be a filament
pozitiv végébe, mint amennyi levalik a negativ végérdl (Ilasd abra). A sejt fenntartja az egyensulyi alla-
potot a monomer és a polimer aktin ko6zott, igy a mikrofilamentek termelése egy dinamikus folyamat.

A mikrofilamentek motor fehérjéi

A miozint el6sz6r eml6s harantcsikolt izombdl izolaltak, de megtalalhatéd protisztakban, névényekben,
nemizom sejtekben, és a gerinceseknél a sziv- és simaizomban. Minden miozin rendelkezik egy motor
(fej) doménnel. A fej tartalmazza az aktin koté helyet és a katalitikus helyet, mely ATP-t kot és
hidrolizal, igy termelve energiat a mozgashoz. A farok régiok jelentésen eltérhetnek egymastoél: kaldon-
b6z6 kénnyllancokbdl épllnek fel. A miozinokat alapvetéen két nagy csoportba oszthatjuk:

1. Konvencionalis miozinok (ll-es tipusu):
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a) Energiat termelnek az izomszdvetben és néhany nemizom szdvetben.

b) Minden ll-es tipusu miozin rendelkezik két nehézlanccal, két kénnyl lanccal és két
globularis feji régioval (katalitikus hely)

¢) Minden motoros aktivitdshoz sziikséges komponens a feji régidéban helyezkedik el.

d) A farok régi6 teszi lehetévé a filament képzést.

2. Nem konvenciondlis miozinok (l-es tipusu):
a) Egyetlen feji régioval rendelkeznek és nem képesek filamenteket képezni in vitro.
b) A miozin | pontos szerepe a sejt milkddésében nem ismert.
¢) A miozin V az organellum transzportban jatszik szerepet.
d) Szamos I-es tipust miozin a citoplazmatikus vezikulumokhoz és az organellumokhoz
kotédik.

A human genom 16 kllénb6z6 Il-es tipust miozin nehézlancot kodol, ezek kézil harom a nem izom
sejtekben taldlhaté. A nem izom sejtekben a miozin alapvetd szerepet jatszik a sejtosztddasban, a
fokalis adhézidban (melyhez nyomast general), sejt migracidban, és a ndévekedési kupok mikodésé-
ben. A ll-es tipusU mioziok tartalmaznak egy par globularis fejet, melyek a katalitikus helyei a moleku-
lanak. Egy par nyaki régiét, mindegyik egyetlen megszakitatlan a-hélixbél és két asszocialt kdnny-
lancbdl all. Valamint egy hosszu, palcaszeri farok régiot tartalmaz (lasd abra). A nem konvencionalis
miozinokat 1973-ban fedezték fel. Habar a miozin | szerepe ez idaig ismeretlen, a miozin V egy speci-
alis motor fehérje, aminek a vezikula transzportban van szerepe. A miozin V egy dimer fehérje két
globularis fejjel, ami progressziven halad elére az aktin filamenten (lasd abra). A processzivitasat a feji
régié aktin filament iranti nagy affinitAsa okozza. A miozin V-nek egy specialisan hosszl (23 nm) nya-
ka van, ami haromszor akkora, mint a miozin 1l-é. Mivel olyan hossz( a nyaki régiéja, ezért nagyon
hosszu lépéseket tud tenni az aktin felszinén.

Szamos nem konvencionalis miozin (I, V, és VI) kiildnb6z6 tipusu citoplazmatikus vezikulumokhoz és
organellumokhoz kapcsolédik. Néhany vezikulum mikrotubulusra jellemzé motor fehérjéket (kinezinek,
citoplazmatikus dinein) vagy mikrotubulusra jellemzé motor fehérjéket (nem konvenionalis miozinok) is
tartalmaznak. A két tipushoz tartozé motor fehérjék egymashoz kapcsolédnak. A citoszkeletalis ele-
mek kooperalnak egymassal. A motor fehérjék képesek atadni a vezikulumot egy masik motor fehér-
jének, igy a transzport folyamatos akar anterograd, akar retrogad iranyba zajlik (lasd abra).

Aktin-kété fehérjék

Az aktin filamentek a non-muscularis sejtekben eltéré stuktirakba témorilhetnek: kdtegek, vékony,
két-dimenzios halozatok, és komplex harom-dimenzios géleket alkothatnak. Az aktin filamentek szer-
vez6dése és viselkedése tobb mint 100 kiilénb6zé aktin-kété fehérjétdl fiigg, melyek befolyasoljak a
filementek Osszeszerel6dését és szétszerel6dését, a fizikai tulajdonsagukat, illetve egymassal és mas
organellumokkal kialakitott kapcsolataikat.

Az aktin-kotd fehérjék f6 tipusai:

Prs

1. Nukleéacios fehérjék: segitik az aktin filamentek nukleaciojat. Arp2/3 komplex két Arp fehér-
jét tartalmaz, melyek olyan konformaciot vesznek fel, ami kiindulasi pontot adnak az aktin
monomerek beépiléséhez.

2. Monomer szekvesztralé fehérjék: thimozinok olyan fehérjék, amik aktin-ATP monomereket
kotnek és gatoljak a poliomerizaciét. Eltoljdk a monomer-polimer egensulyt és meghata-
rozzak, melyik folyamat menjen végbe.

3. Vég-blokkolé (capping) fehérjék: az aktin filamentek hosszat szabalyozzak. A filament
egyik vagy masik végéhez kotddnek, egy sapkat képezve beburkoljdk a felszinét, igy gatol-
jak az alegységek beépiilését és disszocialasat.

4. Monomer polimerizal6 fehérjék: a profilin egy kisméretl fehérje, ami a G-aktin egyik olda-
lahoz kétédve katalizélja az ADP levalasat, amit az ATP igy helyettesithet.
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Aktin filament depolimerizalo6 fehérjék: kofilin, ADF, és depaktin fehérjék az aktin-ADP
alegyésgekhez kotédnek. Szétbontjak az aktin filamenteket, és eldsegitik a
depolimerizaciojukat. Ezek a fehérjék az aktin filamentek gyors atrendezédését okozzak.
Keresztbekotd fehérjék: Az aktin filamentek 3-dimenziés organizacidjat valtoztatjak meg.
Ezeknek a fehérjéknek két vagy tébb aktin-kété helylk van, igy kettdé vagy tébb 6nallé aktin
filamentet képesek 6sszekdtni (pl. filamin).

Filament tord fehérjék: az aktin filament egyik oldaldhoz kotédnek és kettétorik azt. A t6rd
fehérjék segitik az aktin monomerek beépilését, mivel szabad végeket hoznak létre (pl.
gesolin).

Membrankoté fehérjék: hozzakotik az aktin filamenteket a plazmamembranhoz a periférias
membran fehérjéken keresztiil. A plazmamembran egyitt mozog az 6sszehluzékony fona-
lakkal és a citoszkeletonnal (pl. helyvaltoztaté mozgas, sejt alakja, fagocitozis).






5. A DNS SZERKEZETE, KROMOSZOMA, KROMATIN, GENOM ES
GENEXPRESSZIO

5.1. BEVEZETES

A 40-es évek végén a kutatok felfedezték, hogy a DNS az a genetikai anyag, mely az 6rokl6désért
felelés. Azonban nagyon nehéz volt azt leirni, hogy a DNS hogyan képes jellegeket 6rokiteni, ha min-
dOssze négy alegységbdl épiil fel. A rontgen diffrakcids analizis kimutatta, hogy a DNS polimer két
lanchbdl épll fel, mely egy hélixet képez. A DNS részletes és pontos leirdsa azonban csak 1953-ban
készilt el Watson és Crick altal.

5.2. A DNS SZERKEZETE

A dezoxiribonukleinsav molekula négy nukleotid bazisbdl épil fel: adenin (A), timin (T), guanin (G) és
citozin (C). Az adenin és a guanin bazisok purin, mig a citozin és a timin bazisok primidin bazisok
(lasd &bra).

A nitrogén tartalmi bazis egy rib6éz molekulaval alakit ki kdtést. Ezt a molekulat nukleozidnak nevez-
zUk. A nukleozid a hozza kapcsol6do foszfat csoporttal alkotja a nukleotidot (lasd abra). A nukleotidok
specidlis dsszekapcsolodédsa révén a DNS lanc rendelkezik polaritdssal. A nukleotid 5 végén elhe-
lyezkedd foszfat csoport a ribdz 3’ végén lévé —OH csoportjaval alakit ki foszfodiészter kotést.

5.3. ADNS BAzIS OSSZETETELE

1950-ben Erwin Chargaff irta le felfedezését, miszerint a DNS bazis 0sszetétele és a négy bazis ara-
nya nagyon eltéré a kilénb6zd organizmusoknal. Chargaff szabalya szerint az adeninek szama meg-
egyezik a timinek szadmaval, valamint a citozinek szama megegyezik a guaninok szamaval. Azonban
az adeninek és timinek dsszege nem egyenlé a citozinek és guaninok dsszegével.

5.4. A WATSON-CRICK MODELL
(lasd abra)

1. A molekulat alkoté nukletidok két lancot alkotnak.

2. Akétlanc egymason feltekeredve jobbmenetes hélixet képez.

3. Akettds hélixet alkotd két lanc ellentétes iranyban fut, tehat antiparalel lefutastak. Az egyik
lanc 5'-3' iranyban all, mig a masik szal 3'-5’ irAnyba halad.

4. Mindkét lanc cukor-foszfat gerince a molekulabdél kifele néz, mig a bazisparok a molekula
belseje felé néznek.

5. Afoszfat csoportok negativ toltést adnak a DNS-nek.

6. A bazisok kodzétti hidrofdb kdlcsénhatasok és van der Waals kotések adjak a DNS moleku-
la stabilitasat.

7. Akétlancot az egymassal szemben allé bazisok kozoétti hidrogénkotések kapcsoljak dssze
(A=T; G=C).

8. A DNS gerincének foszfor atomja és a molekula axis (tengely) kézétti tavolsag 1 nm.

9. Akettds hélix 2 nm széles.

10. A pirimidin bazis mindig purin bazissal alkot part (A-T; C-G).

11. Az egymas mellett 1évd fordulatok a hélix felszinén két, eltérd szélességii arkot képeznek:
nagy arok és kis arok. A DNS-k6t6 fehérjék tébbnyire olyan doménekkel rendelkeznek, me-
lyek ezekben az arkokban tudnak a DNS-hez kapcsolédni.
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12. A kett8s hélix egy fordulatat 10 nukleotid alkotja (3,4 nm).
13. Az egyik lanc nukleotid szekvencidja mindig meghatarozza a masik lanc szekvenciajat, a
két lanc egymassal komplementer.

A DNS felel6s az o6roklédésért. A DNS tartalmazza a genetikai informé&ciot és tarolja az aminosavak
helyes sorrendjének kédjait is, igy meghatarozza a fehérjék aminosav szekvencijat. Ezen kivil a
DNS-nek tartalmaznia kell az 0j DNS szl szintéziséhez sziikséges informacidkat is. A DNS szaba-
lyozza a sejt aktivitasat, és a genetikai informacio kifejez6déséért is felelbs.

5.5. A DNS FELTEKEREDESE (SUPERCOILING)

DNS molekulak a sejtmagban kompakt format vesznek fel. Ehhez a molekuldk sajat maguk koril fol-
tekerednek. A DNS-nek ezt a konformaciojat szuperhelikalis szerkezetnek nevezzik. Ebben az élla-
potban a DNS kompakt, és elfér a sejtmagban, extracellularis hatasra sokkal gyorsabban mozog
(elektromos tér, centrifugalis erd).

1. Relaxdlt DNS: a hélix minden fordulataban 10 bazispar talalhato.
2. Alultekeredett DNS: fordulatonként tébb mint 10 bazispar talalhaté.

A DNS stabilabb a fordulatonként 10 bazisparral, igy a DNS fel tud tekeredni és szuperheliklis szer-
kezetet tud kialakitani. Az alultekeredett molekula spontan negativ szuperhelikdlis szerkezetet vesz fel
(lasd abra). igy a DNS alultekeredett formaja negativ szuperhelikalis, mig a tdltekeredett DNS pozitiv
szuperhelikalis szerkezetet vesz fel. A negativ szuperhelikalis DNS olyan erét tud kifejteni, ami segiti a
hélix két [ancanak szétvalasat, ami alapvetéen sziikséges a replikacidban és a transzkripcidban.

5.6. TOPOIZOMERAZOK

A topoizomerazok olyan enzimek, melyek kialakitjak vagy megbontjadk a DNS szuperhelikdlis szerke-
zetét. Két tipusuk ismert:

1. l-estipusu topoizomerazok: tranziens torést okoznak a DNS duplex egyik szalan. Az enzim
elhasitja az egyik szalat, igy a masik, érintetlen, komplementer szal szabalyozott rotacion
esik at, a szuperhelikdlis forma relaxalt formava alakul. Ez a szerkezeti atalakulas sziksé-
ges a DNS replikaciéban és a transzkripcidban.

2. ll-es tipusu topoizomerazok: mindkét szalon tranziens térést okoznak. Az enzim mikddé-
sét az el6adas abra mutatja. A topoizomeraz Il szerepe:

a) feltekeredés-relaxacio
b) katenacid-dekatenacio
c) Osszekotés-szétvalasztas (lasd abra)

5.7. GENEK ES KROMOSZOMAK
(lasd Bevezetés a genetikaba fejezetet tovabbi részletekért)

Az élélények tulajdonsagainak kialakitasaért az 6roklédés egységei, a gének felelések. Minden tulaj-
donsagot egy gén két formaja (altaldban) az allélek hataroznak meg. Az allélek lehetnek azonosak,
vagy kiilénbozéek. Ha nem azonosak, akkor a dominans allél einyomja a recessziv allél kifejez6dését.
A gének a kromoszémakon helyezkednek el. A kromoszémakat elészor 1880-ban, 0sztddo sejtekben
fedezték fel német kutaték. 1903-ban Walter Sutton irta le, hogy a kromoszémak fizikai hordozéi a
genetikai faktoroknak. A kromoszoémak kromatin szalakbdl épiilnek fel. Minden kromoszéma egyetlen,
folytonos DNS molekula.
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5.8. TELOMEREK
(lasd abra)

A telomér szekvencia a kromoszéma specifikus régiéja mely a DNS molekula végén helyezkedik el. A
telomér szekvencia ritka ismétlédé szekvenciabdl épil fel (500-5000 kopia). A teloméreknek konzer-
valt szereplk van a gerinceseknél. Szamos specifikus DNS-ko6té fehérje kapcsolddik a kromoszéma
telomér szekvenciahoz. A DNS 3’ tllnyulé vége visszafordulva egy hurkot képez a telomer kordl, igy
védve azt (lasd DNS replikacio fejezetet tovabbi részletekért). 1984-ben Elizabeth Blackburn és Carol
Greider felfedezett egy Uj enzimet, a telomerazt, mely képes Uj nukleotidokat adni a telomér 3’ végé-
hez. igy a DNS polimeraz az Gjonnan szintetizalt ismétl6dé szekvencidkat templatként hasznalja a
komplementer DNS szdal 5’ végéhez. A telomeraz enzim tulajdonképpen reverz transzkriptaz, mely
DNS-t szintetizal RNS templatrol. Altalaban az enzim maga tartalmazza az RNS templatot a szintézis-
hez. A telomér régidnak kilénb6z6 szerepe van:

1. akromoszoma teljes replikacidja
2. akromoszoma védelme a nukleazoktol
3. gatolja a DNS molekulak fuziojat

A telomerazok nélkil a telomér régié minden sejtosztodasnal révidilne. Mivel a telomerazok aktivitasa
minden sejtosztédas soran csokken, a sejt igy ténylegesen elér egy kritikus pontot, amikor a telomér
szekvencia hossza nem elegendd a kdvetkez8 osztdédashoz, igy a sejt elpusztul (6regedés folyamata).

5.9. CENTROMER

A kromoszdma centromér régidja a DNS azon része, ahol a behuzédas talalhaté (lasd abra). Kozépsé
része tandem ismétl6dd (171 bazispar) DNS szekvenciakbdl (szatelit DNS-lasd Bevezetés a geneti-
kaba fejezet) és fehérjékbdl épul fel, amit kinetochornak hivunk. Az osztédasi orsé fonalai
(mikrotubulusok) a kinetochor régiéhoz kapcsolédnak a mitézis vagy meidzis soran.

5.10. KROMATIN

(Lasd Bevezetés a genetikaba fejezetet tovabbi részletekért)

A kromatin a DNS és fehérjék komplexe. A szerkezete folyamatosan valtozik a sejtciklus kilonb6zé
szakaszaiban: legkevésbé kompakt a DNS szintézis fazisaban (S fazisban), és a legkompaktabb a
sejtosztddas fazisaban (M fazis). Az interfazisban a kromatin két tipusat kilonithetjuk el: eukromatin
és heterokromatin.

Eukromatin:

aktiv DNS

transzkripcio itt zajlik

véaltozé szerkezet: kondenzacié és relaxacio valtja egymast a sejtciklus
soran

Heterokromatin: egyszerli DNS szekvencia

centromér és telomer régiok

a sejtmaghartydhoz kapcsolodik

inaktiv DNS/tartésan csendesitett

konstitutiv heterokromatin: soha nem expresszalodik a sejtciklus soran
ismétlédé szekvenciak

. fakultativ heterokromatin: néha expresszalddik

inaktivalt az életciklus specialis szakaszaiban vagy

bizonyos tipusu differencialt sejtekben
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5.11. A DNS KONDENZACIOJA, A KROMOSZOMA KEPZODESE

A kromatin kondenzacidja szamos specifikus fehérjét igényel. Ezek a fehérjék a hiszton fehérjék, amik
a kondenzéacio alapelemét hozzak létre és a nonhiszton fehérjék, melyek a DNS tovabbi
kompaktalddasat segitik. A hiszton fehérjéknek 6t f6 osztalya van: H1, H2A, H2B, H3, és H4 a mére-
tik és az aminosav Osszetétellik alapjan (lasd tablazat). A szervez8dés elsé szintje a nukleoszéma
(lasd abra). A nukleoszéma 8 hiszton fehérje komplexe (ketté a H2A, H2B, H3, H4 fehérjékbél). Min-
den nukleoszéméanak van egy nukleoszoma kozponti része, ami egy 146 bazisparbol allé
szuperhelikalis DNS szekvenciat tartalmaz. A H1 hiszton a nukleoszéma kilsé részén helyezkedik el,
kézel a DNS azon részéhez, ahol elhagyja a nukleoszémat. igy a H1 egy 6sszekdtd elem a
nukleoszoma kozponti része és az un. linker DNS fragment kdzétt, igy 6sszekéti az egymas utan ko-
vetkezd nukleoszomakat. Az 6sszekotd DNS szakasz 53 bp hosszusagu.

5.12. A HISZTON ES NONHISZTON FEHERJEK JELLEGZETESSEGEI

1. hiszton fehérjék:
a) pozitiv téltésliek, bazikusak (lizin és arginin aminosavak)
b) abundansak
¢) minden sejttipusban megtalalhatok
d) konzervalt szerepik van
e) a kompaktaldédas elsé szintjéhez sziikségesek (nukleoszéma)

2. nonhiszton fehérjék:
a) a kromoszoénaval asszocialédnak
b) tdbb tipusuk van
c) mennyiséguk a sejttipussal egyitt valtozik
d) DNS-sel és mas fehérjékkel kapcsoldédnak (pl. hisztonok)
e) negativ téltésliek, savasak

5.13. A KROMATIN TOVABBI KONDENZALODASA

A kondenzacié méasodik szintje a ,,gyéngydk a lancon” konformacié. ebben a szerkezeti elemben a
nukleoszoOmak az 6sszekotd DNS-en keresztil egymashoz kétédnek. (lasd abra). Ezt kdvetben a
nukleoszomak egy 30nm-es kromatin szalla alakulnak a H1 hiszton segitségével. A H1 fehérje pontos
szerepe nem ismert, de a jelenléte szilkséges a DNS kompaktalodasahoz. A nukleoszomak felteke-
rednek és szolenoidot alkotnak (szolenoid modell). A szolenoid hat nukleoszémat tartalmaz, és harom
szolenoid képez egy 30 nm-es kromatin szalat (lasd abra). A linker DNS finoman feltekeredik, ahogy a
kozponti részekhez kapcsolédik, ami egyetlen, folytonos helikalis struktira, mely 6-8 nukleoszoméat
tartalmaz. A DNS kondenzé&cié mésik elmélete szerint, amit cikk-cakk modellnek hivnak, az 6sszek6td
DNS szakasz egyenes, nyujtott allapotd, oda-vissza keresztezédik az egymast kovetd kdzponti részek
kozott. A kdzponti rész pedig két kilonéllé nukleoszéma oszlopbdl épul fel. A kondenzécié a hurok
domének kialakuladsaval folytatddik. A hurok domének egy 300 nm széles kromatint hoznak létre a 30
nm-es szalakbdl. Egy human kromoszéma hozzavetélegesen 2000 hurok domént tartalmaz. A DNS
hurok domének a nonhiszton fehérjék alkotta scaffold régidhoz kétédnek. Specialis DNS szakaszok, a
matrixhoz k6t6dé régiok (MAR) a nuklearis matrix elemeihez kapcsolédnak (lasd abra). A ll-es tipusu
topoizomerazok szintén jelen vannak a scaffold rétegben, és a DNS feltekeredését szabalyozzak.
Amikor a sejtek felkésziilnek a mitézisra a hurok domének tovabb témoérddnek és létrehozzak a
mitotikus kromoszomakat (metafazisos kromoszémak) (lasd abra).
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5.14. A GENOM

(Lasd Bevezetés a genetikdba fejezetet tovabbi részletekért)

5.15. A GENOM KOMPLEXITASA

A DNS duplaspiral fontos tulajdonsaga hogy a szalak szét tudnak valni és szétvalas utan Ujra dssze
tudnak kapcsolédni. A szétvalast nevezzik denaturacidonak. A DNS olvadasa tulajdonképpen a DNS
denaturalédasa az emelkedd hémérséklet kovetkeztében. A DNS denaturalédasa nyomon kovethetd
fotometridsan, 260 nm-es hullamhosszon (lasd abra). Az a h6mérsékleti érték, ahol az abszorbancia
hirtelen valtozik, és a DNS szalak fele denaturalt allapotban van, az olvadasi hémérséklet (Tm). Minél
magasabb a DNS GC tartalma, annal magasabb a Tm. A magasabb GC tartalommal rendelkezé DNS
magasabb stabilitasat a bazisparok kdzott kialakuldé harmas hidrogénhid okozza (AT kdzott csak kettd
van).

A DNS masik jellegzetessége, hogy a két szétvalt lanc képes Ujra 6sszekapcsolédni a komplementer
bazisparosodas alapjan. Ezt a folyamatot renaturdlasnak nevezik. A renaturalodast is lehet monitoroz-
ni fotometriasan. A DNS-nek ez a tulajdonsaga vezetett a hibridizacios technikak kifejlesztéséhez,
melyek alapjait képezik olyan mddszereknek, mint a szekvendlas, in situ hibridizacio, northern blott,
southern blott stb.

A genom komplexitasat a DNS szalak denaturdlédasabol és renaturdlodasabadl lehet meghatarozni.
Ezeket a folyamatokat befolyasolja az oldat ionerssége, az inkubacié hémérséklete, a DNS koncent-
racioja, az inkubacié idétartama és az dsszekapcsolddd molekuldk mérete. Ha kilénb6z8 organizmu-
sok renaturaciés gorbéit ésszehasonlitjuk pl. virusok és baktériumok, lathatéva valik, hogy ha a ge-
nom nagyobb méret(i, akkor a renaturacié tébb id6t vesz igénybe (lasd abra). Ha a genom kisebb,
akkor a renaturdlodas gyorsabb.

Az eukaridta sejt genomja komplexebb, mint a prokariétaké. Ha DNS kett8s spiralt széthasogatjuk és
meghatarozzuk a renaturaciés goérbéket, lathatjuk, hogy a goérbék nem szimmetrikusak csak a
prokariétak és a virusok esetében. Ennek oka az eukariota DNS-ben eltéré mennyiségben jelen 1évé,
kilénb6zé nukleotid Osszetétell fragmentek. Az eukaridéta genom reasszociacidja harom elkilonilé
lépésbdl all, mely a DNS harom osztalyat alkotja: gyakran ismétlédd frakcio, kozepesen ismétlédé
frakcio és nem ismétlédé frakcio (lasd abra).

1. Gyakran ismétlédé frakcio:
a) szatelit DNS
b) miniszatelit DNS
¢) mikroszatelit DNS

2. kbézepesen ismétlédd frakcio:
a) Retrotranszpozonok (RNS)
b) DNS transzpozonok
c) Ismétlédé DNS szekvenciak kédol6 funkcidval (rRNS, hisztonok)
d) Ismétl6dé DNS szekvenciak kodolo funkcid nélkil:
= SINE (révid szétsz6rt nuklearis elemek),
= LINE (hosszl szétszort nukleéris elemek),
* LTR (hosszu terminalis ismétlédések)

3.  Nem ismétl6dé frakcio:
a) fehérje kddol6 gének
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5.16. GENEK, GENCSALADOK, PSZEUDOGENEK
(Lasd Human genom project és Bevezetés a genetikaba fejezeteket tovabbi részletekért)

Ha Osszehasonlitjuk kilonb6z6é fajokbdl szarmazoé sejtek teljes kromoszémalis DNS-ét, nyilvanvaléva
valik, hogy a DNS nagy része nem kédol RNS-t, vagy nincs szabalyozasi illetve strukturalis funkcidja.
A gének nagy része (90-95%) fehérjét kédol. Rengeteg csak RNS-t kddold gén taladlhaté a genomban.
A legujabb kutatdsok szerint az RNS gének sokkal fontosabbak, mint azt korabban gondoltuk. A hu-
man fehérjéket kddold gének 6sszmennyiségét 30,000-35,000-re becsilik.

1. Egyedi gének: a haploid genomban csak egy példanyban fordulnak el6é

2. Duplikalt vagy szétvalt gének kulonb6z6 géncsaladokban: A géneknek hasonlo, de nem
azonos az aminosav szekvencigjuk

3.  Tandem ismétl6dé gének, melyek rRNS, tRNS, snRNS molekulakat és hiszton fehérjéket
kodolnak

A pszeudogének a gének nem funkcionalis valtozatai. Tartalmazzak a funkcionalis gén majdnem teljes
szekvencigjat, csak stop kodont, kereteltolédast hordoznak a szekvencia kdzéptajan, vagy hianyzik a
promoter régiojuk, vagy trunkalt valtozatok, illetve génfragmentek:

1. Nem processzalt pszeudogének: tandem génduplik&cié vagy ugralé elem mozgésa soran
képzddnek

2. Processzalt pszeudogének: mRNS-bdl jonnek Iétre, az RNS reverz transzkripcion esik at
és random beépil a genomba

5.17. GENOM ES GEN EXPRESSZIO
(Lasd Huméan genom project és Transzkripcio fejezetek)

A genom tovabbviteléhez (genetikai informacio) a sejtnek meg kell kettéznie a teljes DNS allomanyat,
anélkdl, hogy hibat ejtene a DNS-ben. A DNS szintézis utan a sejtnek szét kell valasztania a DNS-t az
utédsejtekbe. A transzmissziéhoz és a genom fenntartdsdhoz szamos fehérje és folyamat sziikséges:
DNS polimerazok, DNS replikacio, replikacié és szegregacié szabalyozasa a mitézis/meidzis soran. A
nukleinsavak pontos szétvalasahoz, a DNS-nek fehérjékkel (hisztonok) egyitt kromoszémakba kell
tomordinitk. A gének linearisan helyezkednek el a kromoszémakon, kéztes DNS elvalasztd szekven-
cidkkal.

Ha a kiilénb6z6 organizmusok genom méretét 6sszehasonlitjuk, lathatjuk, hogy nincs egyszerl korre-
lacié a genom mérete és az organizmus komplexitdsa kozott. Ennek oka, hogy relative kevés gén
kédol szamos fehérjét, és a kilénbdz6 organizmusokban a gének sirlisége is eltérd (lasd tablazat).
Emberben 3 milliard bazispar kédol 29 ezer gént, mig a rizsben fél milliard bazispar 59 ezer génhez
tartozik.

Amikor a sejtnek szilksége van fehérjékre a metabolikus folyamatokhoz, a fehérje kédol6 gének
MRNS-sé ir6dnak. Ez a folyamat a DNS transzkripciéja mRNS-sé (lasd abra). Ezek az RNS moleku-
lak szolganak templatként a fehérjék szintéziséhez (transzlacid). A genetikai informacié aramlasa a
DNS-r6él az RNS-re majd a fehérjére (molekularis biolégia centralis dogmaja). Az elmult néhany éviti-
zedben kiderult, hogy a fehérjék szintén képesek szabalyozni a génexpressziét vagy az mRNS mole-
kuldk érési folyamatat RNS splicing). Ezen kivil Iéteznek olyan enzimek, melyek képesek visszairni az
RNS molekulakat DNS-sé. igy a genetikai informéacio aramlasa kétirany. A génexpresszié szabalyo-
z&sa minden szinten lehetséges:

= Kromoszéma
= Transzkripcio
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=  RNS mozgas és processzalédas
=  RNS életideje

= Transzlacio

= Poszttranszlaciés processzaldodas
= Fehérje életideje

A gének expresszidja id6ben és térben is szabalyozdédik a szdvetek fejlédése soran illetve az eltérd
koérnyezet hataséara (sejtmag vs mitokondrium).






6. HUMAN GENOM PROJEKT — A XX. SZAZAD UTOLSO
EVTIZEDENEK LEGNAGYOBB MISSZIOJA

El6bzmények:
1953: A DNS strukturajanak felfedezése (James Watson és Francis Crick)
1973: Az els6 publikélt DNS szekvencia (24 bp, lac operator)
1982: A GeneBank induldsa
1983: PCR kifejlesztése
1987: Az els6 automata szekvenalo
1990: A Huméan Genome Projekt indulasa

A HGP masodik idészakaban vagyunk most. Az elsé, ugynevezett pregenomialis idészak 2003-ban ért
véget az tuolsdé kromoszéma megszekvenalasaval. Most a posztgenomidlis periédusban a kapott in-
forméciokat probéljuk értelmezni. A program célja az volt, hogy leirjdk a human genom 3 milliard ba-
zisparjat (bp) az elsé kromoszoma révid karjanak telomerjétél az Y kromoszéma hosszu karjanak
telomerjéig.

A genom a haploid, vagy diploid sejt teljes genetikai alloméanyat jelenti, a teljes DNS allomanyt, ami a
mag és a plasztiszok (mitokondrium, vagy kloroplasztisz) genomjat is jeldli, de a célok kdzott nem
szerepelt a mitokondrium genomjanak megszekvenalasa, mivel azt 10 évvel a HGP elétt, 1981-ben
elvégezték.

A program 1990-ben indult, abban az id6ben a kutatok ugy becsilték, hogy 30.000 évre és 3 milliard
dollarra lenne sziikség a program befejezéséhez. (1 bp megszekvenalasa abban az idében 1 USD
volt és évente 100.000 bp-t tudtak megszekvenalni.) A kutatok mégis 15 évre tervezték a projektet,
mert belekalkulaltak a tudomany fejlédését. (Igazuk lett.)

A f6 szponzor az Egyesiilt Allamok Energetikai Hivatala (Department of Energy) és Egészségiigyi
Hivatala (National Institutes of Health=NIH) voltak. Mellettiik voltak mas szponzorok is: a
WelcomeTrust, francia, német, japan és kinai kutatékdzpontok. Kutatdk szerte a vilagbhoél csatlakozhat-
tak pénzzel, vagy munkakapacitassal: gépekkel, vagy munkaerével. Oket nevezték kdzdsen a ,kon-
zorcium”™-nak

A program elsd igazgatoja az a James Watson volt, aki a DNS kettds hélix szerkezetét irta le.

A projektben 9 ember genomjat szekvenaltak meg: 8 férfi és 1 n6. Azért csupan 1 n6, mert a nék ge-
nomi kdnyvtara 2 masolatot tartalmaz az X kromoszémarél és nem tartalmaz informaciot az Y kromo-
szomarol. Etikai okokbol megtiltottak, hogy a projekt résztvevéi donorok is legyenek.

6.1. A KEZDETEK — A HIERARHIKUS MODSZER

Els6ként 100-200 bp hosszi marker szekvenciak lettek azonositva minden 150.000 bp hosszu szaka-
szon, ezek a marker szekvenciak teljesen egyedi szakaszok kellettek, hogy legyenek, amik csak egy-
szer fordulnak el a genomban.

Ezt kbvetben feldaraboltak a genomot 150.000 bp méret(, atfed6é darabokra. Ezeket a darabokat BAC
koényvtarakba klénoztdk (BAC=bacterial artificial chromosome=mesterséges baktérium kromoszéma).
A teljesen identikus/redundans klonokat szelektaltak a tobbitdl. Ezt kdvetéen a 150.000 bp hosszu
darabokat tovabb daraboltak és ezeket a darabokat szekvenaltak meg.
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A darabokat els6ként az atfed6 darabok alapjan, majd a markerek segitségével allitottak 6ssze. (A
BAC klénok szekvenciainak helye és elhelyezkedése a marker szekvenciaknak kdszdénhetéen ismert
volt.)

1998-ban, a projekt futasa kézben megjelentek az elsé nagy-hatékonysagu szekvenalok — ez forra-
dalmasitotta a szekvenalast.

6.2. CELERA GENOMICS

1998-ban megalakult egy privat cég (a Celera Genomics), ami ugyancsak elkezdte a sajat ,Human
Genom Projektjét”: nem a konzorcium munkajat tamogatta, hanem sajat kutatast kezdett.

A Human Genom Projekt kezdetekor a konzorciumnal kikototték, hogy a projekt nem lehet profitorien-
talt, az eredményeket kozkinccsé kell tenni, mindenkinek joga van hozzéaférni. Ezzel szemben a
Celera a kapott adatokat pénzzé akarta tenni, ha el8bb végeznek, mint a konzorcium. Az Egyesilt
Allamok (akkori) elndke, Bill Clinton is foglalkozott a kérdéssel, hogy mi eladhat6 és mi nem: azt gon-
dolta, hogy a szekvencidkat sosem szabadna pénzért arulni, azokhoz mindenkinek hozza kellene
férnie alanyi jogon.

Craig Venter, a Celera Genomics vezet6je 2002-ben bevallotta, hogy a vizsgalatukban hasznalt dono-
rok kdzott 8 is szerepelt, kérulbelll a mintak 3/5 részét adta a sajat DNS-e.

Eredmények: 2001. februér

Mivel hatalmas verseny volt a konzorcium és a Celera Genomics kozott, mindkét projekt publikalta a
részletes eredményeket. 2 szaklap hozta le az eredményeket, amik korulbelil 95%-o0s feldolgozottsa-
gon alltak. A Nature hozta le a nemzetkdzi konzorcium adatait, a Science a Celera Genomicsét.

A legérdekesebb kérdés az, hogyan volt képes a Celera Genomics végrehajtani ugyanazt a munkat
ennyivel rovidebb idé alatt? (1990-2001 vs 1998-2001) A tudomany fejlédott és a Celera Genomics
nem a hagyomanyos, iddigényes hierarchikus modszert hasznéltdk, hanem az Ugy nevezett shotgun
modszert: egészen apré darabokra vagtak fel a szekvenciat mindkét végérél. Ahelyett, hogy
biomarkereket hasznaltak volna, nagy-hatékonysagu bioinformatikat vetettek be, hogy az atfedé dara-
bokat 6sszeillesszék.

A projekt teljes egészében 2003-ban zarult, amikor a konzorcium befejezte a szekvenalast.

Egészen 2013 december 13-ig a konzorcium altal ekkor dsszedllitott genomot hasznaltak humén refe-
renciagenomnak, ekkor azonban kij6tt egy Uj 6sszeszerelt valtozata, amit a ,Genome Reference
Consortium” adott Ki.

Eredmények

Az elsd meglepetés az volt, hogy ,csupan” 20-25 ezer gént talaltak (Ez is csak tippelt adat, funkcié
nélkuli szekvenciak. A kezdetekben 80.000-re becsulték a gének szamat, ma Ugy gondoljuk ez olyan
25.000 kortili lehet.) A gének szama csak a kétszerese a Drosophila génjeinek. Az atlagos exon hosz-
sza 100-200 bp, az intronok atlagos hossza 1000-4000 bp. Egy atlagos gén 7-9 exont tartalmaz.

A ,hasznos” rész az eredmények csupan 10%-a, de a valéban fehérjekédold rész megkozelitleg 1,5-
2%. A kllonbség 2 ember kdzéttigen nagy, 0,1%.

Egy atlagos kromoszéma mérete 130 Mbp: 50-250 Mbp kozotti, az adott kromoszomatdl fiiggéen. A
gének slriisége sem azonos a kromoszéma hosszan, sét, a kilonb6zé kromoszémakon is eltérd,
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példaul a génsirlség a 19. és 22. kromoszéman joval nagyobb, mint a 4., vagy a 18. kromoszéman.
A telomer alatti régidk (a szubtelomerikus régiok) gazdagok génekben, mig a centromer kérili régidk
és az Y kromoszoma hosszu karja géntdél mentesek.

A legismertebb human gén a disztrofin génje, 2,4 Mb hosszéval és 79 exonjaval.

Azt talaltak, hogy sok gén ugy tlnt, mintha duplikdlédhatott volna, majd modosult az evollcié rosan,
ezek a gének nagyon hasonlék voltak, géncsaladokat hoztak létre, pl.: hisztonok, globinok,
immunoglobulinok, MHCII fehérjék. Nemkddold pszeudogének is duplikaciokkal terjedtek el a genom-
ban: szamos nemkddolé szekvenciat talalunk a genomban, ami igen hasonl6é kodolé régiokhoz. (Egy
mutaciot kdvetden elveszithették a funkcidjukat.)

A kodolo régidk hosszat altalaban az intronok hossza hatarozza meg. Az exon-intron arany valtozhat a
gének kozétt, pl.: az intronok aranya 99,4% a disztrofin génjénél, 77% az ApoB (ApolipoproteinB)
génében. Vannak azonban olyan gének a human genomban is, amik nem tartalmaznak intronokat,
példaul a hisztonok, a legtébb tRNS, néhany hormon (dopamin, szerotonin, a2 adrenerg receptor).

A gének kozti atlagos tavolsag 30 Kb (szemben a prokaridtakkal, ahol ez csak 1-5 kb).

A genom felépitése: tovabbi részletekért ldsd DNS szerkezete, kromoszdma, kromatin, genom fejezet!

Egyéb heterochromatin
8%

DMA transzpozonok
3%

6.1. abra: A genom felépitése
SINE: short interspersed nuclear elements=rovid kézbeiktatott szakaszok; LINE: long interspersed nuclear elements=hosszl kdzbeiktatott
szakaszok; SSR: simple sequence repeats= ismétlddé szekvenciak=mikroszatellitdk; SD: szegmentalis duplikaciok

Transzpozonok=elszort ismétl6dé szekvenciak: képesek az athelyez8désre, tehat olyan instabil DNS-
ek, amik képesek megvaltoztatni a helyiiket a genomban. Ismétléd6é egységeik hosza alapjan oszta-
lyozzuk 6ket.

SINE (révid kozbeiktatott szakaszok) jellemzéje az ismétlédési egységek igen nagy szdma. Pl.: Alu
szekvenciak (nevét a felderitésére hasznalt Alu | restrikcios enzimrél kapta) kb. 280 bp hosszu, de
700 000 — 1 000 000 kopiaban fordul el a human genomban.

LINE (=hosszu kodzbeiktatott szakaszok) 1,4 - 6,1 kb hosszu szakaszok, 60 000 — 100 000 kopia-
szamban.

63
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LTR-retrotranszpozonok (=retrovirus-szer( transzpozonok) hosszu terminalis repeateket tartalmaznak
(long terminal repeats= LTRs), amik reverz transzkriptazt kddolnak és hasonléak a retrovirusokhoz.
Hosszuk: 100bp-5kb, akar félmillié képia.

Tandem ismétl6dé szakaszok: olyan, meghatarozott szamu ismétl6dd bazisokbdl allé blokkok, amik
csak bizonyos kromoszomarégidkban fordulnak el6. 3 csoportjuk van: szatellit DNS, miniszatellit DNS
és mikroszatellit DNS.

Szatellita DNS: nevét onnan kapta, hogy eltéré bazisdsszetétele miatt a telies DNS cézium-klorid
gradiens centrifugalasakor a DNS zométdl eltéré, mas sirlségl, kis, azaz szatellita savban jelent
meg. A genomban a szatellita DNS alkotja a nem kodold heterokromatikus régidok zémeét. Az ismétlédé
egységek hossza 5- 171 bp, a teljes blokk mérete 100kb-1Mb. Nem irédnak at. Fontos szerepik
van a sejtosztédas soran, a huzéfonalak koétédésében a centromernél.

Miniszatellita DNS: nem irédnak at, és tdbbnyire a genomban szétszérva talalhatok. Az isméti6dé
szakasz hossza csak 6 - 25 bp, mig az ezekbdl feléplld blokkoké 0,1-20 kb lehet. A telomérakban és
a teloméra kozeli részeken fordulnak elé elsésorban.

Mikroszatellita DNS: 1 - 4 bp hosszu ismétlédé egységei gyakran150 bp-ndl is révidebb elrendezé-
seket alkotnak. A tri- és tetranukleotid ismétiédési egységek ritkak, de kiléndsen az el6bbiek erdsen
polimorfak és orvosi jelentésegulk igen nagy (trinukleotidrepeat mutaciok és betegségek — trinukleotid
expantiok). Mig a mononukleotid ismétlédé sorok féleg A vagy T bazisbdl allnak, s hosszuk akar 10
Mb is lehet, addig a dinukleotidok CT/AG felépitésiiek. Egyik mikroszatellita DNS funkcidjat sem is-
merjiik, de sok molekularis biolégiai médszer alapszik felhasznalasukon, pl.: a DNS ujjlenyomat, azaz
a DNS fingerprinting és a VNTR (VariableNumber Tandem Repeats=valtozé szamu tandem ismétl6-
dések).

. Szemét” DNS

A HGP elsé periddusanak befejezése utan Francis Crick (a DNS szerkezetének leirdja) azt mondta, a
genom 99%-a csak kicsit jobb, mint a szemét (,little better than junk” — 2003.)

Ma mar tudjuk, hogy ez nagy tévedés volt és mekkora kilonbségeket alakithatnak ki ezek a régidk a
génexpresszidban. Annak felismerése utan, hogy ezek a régiék fontosak, Uj célok szilettek, mely
soran szeretnénk megérteni ezeknek a szekvenciaknak a szerepét genom-szint{i asszociacios vizsga-
latokon keresztil.

ENCODE Project: Encyclopedia of DNA Elements — ezeket a szekvenciékat vizsgélja
Hipotetikus és igazolt funkci6ik:

= Geénexpresszid szabalyozasa

= Transzkripcios faktorok kétéhelyei

= A genom védelme

= Genetikai ,kapcsolok” (a génexpressziéban, mikor és hol)
= Enhancerek

= Silencerek

= Promoterek

= Operatorok

= Insulatorok



7. REPLIKACIO

A replikaci6 feladata a sejt genetikai allomanyanak megkett6zése a sejtosztodas elbtt.

7.1. A REPLIKACIO TULAJDONSAGAI

= ateljes genomot érinti
= hatékony

*  pontos

= szemikonzervativ

= kétiranyu

7.2. PROKARIOTA REPLIKACIO

A replikacié nagyon konzervalt folyamat, a pro- és eukariéta replikacié nagyon hasonlé. A kilonbsé-
geket a kdvetkez6 alfejezetben soroljuk fel.

A replikacié a replikacids origbnak nevezett AT gazdag szakaszon kezdddik. A bakterialis genom és
plazmid origdi eltéréek. Origd felismerd fehérjék inditjak el a replikaciot.

Mivel a kettds szalu és helikalis szerkezetli DNS lanchoz a legtébb fehérje nem képes kétédni, ezért a
topoizomeraz | enzim sziinteti meg a spiral szerkezetet. Az egyes szalakban keletkez6 fesziiltséget a
lanc hasitasaval sziinteti meg.

A helikdz enzim egy irdnyba haladva valasztja el egyméstél a DNS molekula két szalat. SSB (Single
Strand Binding) fehérjék kapcsolddnak az egyszalu lancokhoz, megakadélyozva azok renaturéciojat.

Mivel az 6sszes ismert DNS polimeraz szamara szikséges egy meglévé 3° OH csoport, ezért a
primaz enzimnek RNS primereket (oligonukleotidokat) kell kapcsolnia a DNS szélakhoz. A DNS
polimeraz Ill mikodése miatt a vezetd szalra egy, a késlekedd szalra pedig szamos RNS primerre van
szukség.

Az Uj DNS lancok szintézisét a DNS polimeraz Ill nev(i, nagyméretli holoenzim kezdi meg. Jellemzd
tulajdonsdga a magas processzivitas (hosszi DNS szakaszokat képes szintetizalni anélkil, hogy le-
szakadna a templétrdl), az 5’-3' elongacids aktivitas és a 3'-5’ exonukleaz aktivitas. A vezet6 szalon a
DNS szintézis folyamatos és a replikaciés villa iranyaba halad. A késlekedé szalon az ellenkez§ irany-
ba halad a polimerizacid, ami mindig az el6z6 Okazaki fragmentum RNS primeréig tart.

Az RNS primert a DNS polimeraz | enzim képes lehasitani, mivel rendelkezik 5’-3" exonukleaz aktivi-
tadssal. Az 5’-3’" elongécids aktivitdsa révén pedig képes DNS szintézis folytatasara.

A DNS ligaz kapcsolja 6ssze a szomszédos Okazaki fragmentumokat a hidnyzé foszfodiészter kotés
kialakitasaval.

A DNS topoizomeraz |l elhasitja a DNS szalakat, ezaltal valik lehetévé a két cirkularis kromoszéma
szétvélasztasa.
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7.3. A PROKARIOTA ES EUKARIOTA REPLIKACIO KOZOTTI KULONBSEGEK

= Mig az alapvetd folyamatok a replikacion belll nagyon hasonléak mind a prokaridtakban,
mind az eukariétakban, szamos kiilénbséget talalunk a két csoport kozott:

= A prokariéta genom egyetlen cirkularis kromoszémabdl all, ezért egyetlen replikaciés origo a
telies genom megkett6zéséhez. Az eukariéta genom viszont nagysagrendekkel nagyobb, to-
vabba linearis kromoszomakbal all, ezért a replikacio sok helyen indul meg egyszerre.

= Az eukariéta replikacié soran a hisztonfehérjék szamat is meg kell kettézni.

= Alineéris kromoszdémak végein telomer régiok talalhatéak.

= Az eukariota DNS polimerazok nem rendelkeznek 5'-3' exonukleaz aktivitassal.

7.4. TELOMEREK ES TELOMERAZOK

Az eukariota kromoszémak linearisak, a primaz enzim nem képes kozvetlenil a DNS lanc 5’ végére
szintetizalni az RNS primert. Ezért a DNS lanc minden egyes replikacié soran megrovidil. Annak ér-
dekében, hogy a kddolé régiok ne sériljenek, az ezeken a szakaszokon nem kédolo, repetitiv szaka-
szok, ugynevezett telomer szakaszok helyezkednek el. Minden replikacié soran ez a telomér régio
rovidal. Bizonyos szamu osztédas utan azonban a teljes telomer szakasz lehasad, az azt kdvetd sejt-
osztédasok soran pedig mar kédolé szakaszok fognak sériilni, ami végzetes a sejt szadmara. Ez a
folyamat része a természetes 6regedésnek, gatat szab a sejtek korlatlan osztédasanak.

Az ivarsejtekben és az embrionadlis 6ssejtekben azonban a telomeraz nevl enzim aktiv és kromoszo6-
mék végén kiegésziti a telomer szakaszokat.

Malignus elvaltozdsoknak egyik kozds ismérve, hogy a telomeraz enzim altalaban patologikusan aktiv,
ami lehet6vé teszi a sejtek korlatlan osztédasat.



8. DNS HIBAJAVITAS

Genetikai allomanyunk korant sem teljesen stabil, folyamatosan valtozik, ami ellen a sejtek szamos
DNS hibajavitd rendszerrel probal meg védekezni. DNS karosodast okozhat sugarzas, genotoxikus
anyagok, hibak a replikacié soran vagy akar DNS spontan médosulasa is. A kémiai Nobel dijat 2015-
ben Thomas Lindahl, Paul Modrich és Aziz Sancar kaptak a DNS hibajavité folyamatok kutatasaért.

8.1. A DNS KAROSODASOK TIPUSAI

Deaminécio: véletlenszer(i deaminacié hatdsara egy citozin nukleotid uracilla alakul. A kdévetkezé
replikacio soran az uracil mar adeninnel less komplementer, megvaltoztatva az eredeti CG bazispart
TA szekvenciara.

Depurinacié: amennyiben egy nukleotidrdl lehasad a purin bazis, replikacié soran a komplementer
szalon véletlenszeri szubsztiticié vagy delécio lesz az eredmény.

Alkilaco: amennyiben egy guanin nukleotidhoz egy metil csoport kapcsolddik, O°-metil-guanin jon Iét-
re. Ez a modositott nukleotid viszont citozin helyett timinnel fog parosodni, ezért a bazispar a
replikaciot kovetéen GC-rél AT-re valtozik.

Pirimidin dimerek: UV sugarzas hatasara létrejové a karosodas. Az egy DNS lancon talalhaté a timin

VA

téve a replikaciot.

Kettds szalu DNS térések: a nagy energiaju gamma vagy ionizalé sugarzasra jellemzé DNS karoso-
dés, ahol a mindkét DNS szl toréseket szenved.

Nem komplementer bazisparok: replikacié soran a DNS polimeraz véletlenszeriien beépithet egy nem
komplementer nukleotidot az Gjonnan szintetizalt szalba.

8.2. HIBAJAVITO MECHANIZMUSOK

Fotoreaktivacio Szamos prokariéta és eukaridta szervezet képes az UV sugéarzas hatasara kialakult
pirimidin dimereket koézvetlendl helyreallitani a fotoliaz enzim segitségével. Csak lathaté spektrumd,
kék fény besugarzas hatasara jatszodik le a folyamat, innen kapta a fotoreaktivacié nevet is. Emberi
sejtekben a fotoliaz enzim nem taladlhaté meg, timin dimereket a nukleotid exciziés repair folyamat
javitja.

8.3. BAzIS EXCIizIOS REPAIR (BASE EXCISION REPAIR (BER))

A bazis exciziés repair a modosult, hibas nukleotidok javitasat végzi. A hibat jellemz&en a DNS kett6s
spiral szerkezetének torzulasa jelzi. EQy DNS glikozilaz enzim felismeri a hibas nukleotidot és lehasitja
a bazist a dezoxiribdzrdl. A kildonbdz6 DNS karosodasokat azokra specifikus DNS glikozilaz enzimek
ismerik fel. A bazis lehasitasat kdvetéen egy endonukledz hasitja ki a bazist nem tartalmazé
nukleotidot. A DNS lanc hianyat egy DNS polimeraz enzim javitja a megfelel6 nukleotid beépitésével.
A folyamatot egy ligaz enzim fejezi be a hianyzé foszfodiészter kités létrehozasaval.
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Nukleotid exciziés repair (NER) A NER javitja a tobb nukleotidot érinté, illetve az olyan hibakat, me-
lyek a DNS szerkezetét nagymértékben megvaltoztatjak (tdbbek kézétt a pirimidin dimereket vagy a
modosult nukleotidokat). A hibak keresése két atvonalon zajlik:

= Transzkripcidhoz kotott itvonal, ami a gyakran atirt (tehat fontos) géneket ellenérzi.
= Globalis utvonal, ami a teljes genomot ellenérzi, de az egyes szakaszokat csak joval ritkab-
ban, mint a transzkripciéhoz kététt Gtvonal.

A folyamat soran endonukledzok (Un. excinukledzok) a hibas nukleotidtél bizonyos tavolsagra elhasit-
jak a DNS szalat. Ezek utan helikazok eltavolitjdk a hibas szakaszt, amit DNS polimerazok szintetizal-
nak Ujra, majd eqgy ligaz fejezi be a javitast a lancvégek egyesitésével.

Nem komplementer bazisok javitdsa (mismatch repair (MMR)) A replikacié soran a DNS polimeraz
idérél idére nem komplementer nukleotidot épit be a szintetizalt szalba. Ezen hibak szamat a
proofreading aktivitis nagymértékben csokkenti, de az 6sszes hibat nem tudja kijavitani. A javitd
rendszer a metilaciés mintazat alapjan tudja elddnteni, hogy melyik az eredeti, tehat a megfelel
nukleotidot tartalmazo szal. A hibds szakaszt endonukledzok és helikdzok tavolitjak el, majd egy DNS
polimeraz szintetizalja meg az Uj szalat, végiil egy ligaz fejezi be a javitast.

Kettés szali DNS torés javitdsa homolég rekombinacioval Amennyiben a sejtben rendelkezésre
all a sérilt szakasszal homolog szakasz (diploid sejtekben a homol6g kromoszéma). A sértetlen sza-
kasz lesz a templat a torés javitasdhoz. A javitott szakasz a homoldg szekvencia masolata. Gyakorlati
felhasznalas szempontjabdl hatalmas potencial van ezen a mechanizmuson alapulé Crispr/Cas9
rendszerekben, melyekkel lehetséges az iranyitott ,génsebészet” (lasd el6adas)

Kettés szalu DNS torés javitdsa nem homolog lancegyesitéssel Ha a kett6s lanc térés nem lehet-
séges homoldg rekombinaciéval, DNS ligaz enzimek egyesitik a torétt lancvégeket. Ezen folyamat
velejardja, hogy mindkét DNS szakaszrél lehasitddik néhany nukleotid hosszlUsagu szakasz, igy a
javitas nem tokéletesen allitja vissza a torés elétti allapotot.

SOS vélasz Prokariéta, egysejti szervezetekben aktivalédik a rendszer olyan esetben, amikor DNS
karosodasok javitdsa mar nem lehetséges, a cél csupan a replikacié és az osztédas befejezése.

8.4. A DNS HIBAJAVITO MECHANIZMUSOK ORVOSI JELENTOSEGE

Ha a hibajavitd mechanizmusok egyik eleme maga is mutalédik, az 6hatatlanul a mutacids rata meg-
emelkedésével jar. Ennek egy klasszikus példaja a xeroderma pigmentosum, ahol a NER egyik eleme
sérilt. A betegek extrém érzékenyek az UV sugarzasra. Boruk kdzvetlen napsugérzas hatdséra na-
gyon gyorsan ,megég’, illetve a felhalmozddé mutaciok kdvetkezményeképpen a bérrak kialakulasa-
nak esélye is sokkal magasabb, mint az egészséges populaciéban.



9. TRANSZKRIPCIO (PRO-, EUKARIORA, SZABALYOZAS)

9.1. ALTALANOS JELLEMZOK

A transzkripcié az a folyamat, amely sordn a DNS-ben a nukleotid sorrendben elraktarozott informacié
RNS molekulékka irodik at. Az RNS ugyanazt a ,nyelvet” haszndlja, azaz a nukleotid sorrendet, mint a
DNS. Jelent6s hasonlosagok és kiilonbségek talalhatdk a replikacié (DNS szintézis) és a transzk-
ripcioé kozott.

Hasonldsagok:

= atemplat a DNS

= az RNS polimeraz , amely a transzkripcio enzime a DNS polimerazhoz hasonlé enzimatikus
reakciot katalizal

= mindkét polimeraz processziv enzim

Kilénbségek:

= atranszkripcidban csak a DNS egyik széla a templat

= atranszkripcié soran a DNS-nek csak egyes régioi irodnak at

= az RNS polimeraznak csak korlatozott proofreading aktivitasa talalhaté
= az RNS polimeraz szerkezete eltér a DNS polimerazétol

= az RNS polimerdz nem igényel primert a szintézishez.

Az RNS tipusai

Az RNS f6 kategoriai: mRNS, rRNS és tRNS. A mRNS (messenger) informéciot hordoz a DNS-t6l a
riboszomakhoz, amely a fehérje szintézis helye (transzlacid). A rRNS-ek (riboszomélis) a riboszomak
strukturdlis és funkciondlis nukleinsav komponensei. A tRNS (transfer) a mRNS és az Ujonnan szinte-
tizalédo fehérje aminosav sorrendje kdzott biztosit kapcsolatot.

A transzkripcibnak harom szakasza van: iniciacid, elongacié és terminacio. Prokaridtakban és
eukaridtakban ezek a szakaszok hasonlo6 és eltérd jellegzetességeket is mutatnak, a f6 eltérések az
iniciacios és terminaciés jelek felismerésében talalhaték. A transzkripcié minden sejtben nagyfokban
szabalyozott, kiilénb6z6 szinteken, elsésorban az iniciacié szakaszaban.

9.2. TRANSZKRIPCIO A PROKARIOTAKBAN

RNS polimeraz

A prokaridtdkban csak egyetlen fajta DNS-fliggé RNS polimeraz taldlhatd, valamennnyi RNS fajtat ez
az enzim allitja elé. Az enzimnek 6t alegysége van (2 a, 13, 18, 1Q), amelyek a magenzimet alkotjak.
A magenzim a DNS kettds hélix-szel csak laza kapcsolatot alkot. Szekvencia specifikus, erés interak-
ci6 a DNS-sel az RNS polimeraz holoenzim segitségével j6n létre, amelyben a magenzimhez a szig-
ma (o) faktor is csatlakozik. A szigma faktor feladata a promoter DNS szekvencia felismerése, ahovéa
a holoenzim tud kétédni egy specifikus RNS atirasanak kezdéséhez. A szigma faktor mas szakaszai
megakadalyozzak, hogy kiilonallé szigma faktor kotédhessen a DNS-hez. Egy prokariéta sejtben tébb
kiilonb6z6 fajta szigma faktor talalhato, amelyek mindegyike egy adott gén csoport promaéterét ismeri
fel. Nem minden szigma faktor van jelent a sejtben folyamatosan, szintézisiik kérnyezeti faktoroktol
figg. A primér szigma faktor az ugynevezett house keeping gének promoterét ismeri fel (ezeknek a
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géneknek a terméke a sejt mindennapi életében és ndvekedésében nélkiilézhetetlen), mig az alterna-
tiv szigma faktorok csak megfeleld korilmények hatasara szintetizalddnak.

Iniciacio

A szigma faktorok altal felismert promoéter szekvencidk a konszenzus szekvencidk kézé tartoznak. A
konszenzus szekvencia egyfajta statisztikai valészinliség, nem egy valdjdban létez8, hanem egy
idealizalt szekvencia. Minél ink&bb hasonlit egy val6sdgos szekvencia a konszenzus szekvencidhoz,
annal er6sebb a promoéter. Egy er6s promotert leginkabb gy definialhatunk, hogy a transzkripcio
gyakran indul errél a promoterrdl, a gén gyakran expresszalédik. A primér szigma faktor altal felismert
bakterialis prométerek komponensei: -35, - 10 és esetenként az UP elemek.

Az iniciacio fazisai

Zart komplex: az RNS polimeraz holoenzim hozzakapcsolédik a DNS promoter régidhoz. A kettés
szalu DNS felnyilik, a promoter kérnyezetében széttekeredik, igy a nyitott komplexben az RNS
polimeraz szoros kapcsolatba |éphet a templat DNS szallal. Az iniciacids komplexben révid RNS
szal szintetizal6dik, amely egy RNS —-DNS hibridet hoz létre. Amikor ez elég hosszl, az RNS
polimeraz tovabb mozdul a DNS templaton, maga mogott hagyva a prométer szakaszt és elengedve a
szigma faktort (prométer clearance).

Elongacio

Az 0j RNS szintézise soran az RNS polimeraz processziv médon halad elére, viszonylag nagy se-
bességgel (20- 50 nukleotida /szekundum). Mivel a transzkripciés buborék mozog, a DNS —en belil
pozitiv és negativ feltekeredés alakul ki, amelyeket a topoizomeraz enzimek segitenek. A transzkrip-
ciés komplexet a 10- 14 bazispar hosszisagl RNS- DNS hibrid tartja 6ssze, valamint az RNS
polimeraz konformécidja. Esetenként a DNS-ben vagy az RNS termékben taldlhaté specifikus struktd-
rak miatt transzkripcionalis pausing (pihenés) vagy arrest (leallas) fordulhat el6, az utdbbi eseté-
ben a transzkripcié folytatdsahoz jarulékos faktorokra van szilkség. Ez a két jelenség a gén
expresszio szabalyozas részét alkotja.

Terminacio

A prokariota transzkripicios terminaciés szekvenciak két f6 tipusba sorolhatok: rho-faktortol fliggé vagy
intrinsic (rho-faktor figgetlen). Az intrinsic terminéator esetében a DNS templat egy forditott ismételt
szekvenciat tartalmaz, amelyet egy sorozat adenozin (A) kévet. Ez a szekvencia az Uj RNS-ben egy
hajtlikanyart hoz létre, egy sorozat uridinnel (U). Ennek a szerkezetnek az eredménye az lesz, hogy
az RNS- DNS hibrid megroévidiil, mig a sorozat A és U szekvenciak kdzoétt a lehetd leggyengébb ba-
zisparosodas fog kialakulni. Ez a két komponens egyiittesen a DNS templéat és az RNS termék kozotti
interakcio olyan fokih meggyengulését eredményezi, amelynek kdvetkeztében a két polinukleotid lanc
elvalik egymastol.

A rho filiggo transzkripcios terminacioban egy fehérje faktor (rho) ismer fel az Gjonnan szintetizal6-
d6é RNS-ben egy specifikus szekvenciat. A rho fehérje ATP-az aktivitdssal rendelkezik, amelynek se-
gitségével az RNS szalat elhlizza a templat DNS szaltél.

9.3. TRANSZKRIPCIO AZ EUKARIKOTA SEJTEKBEN

Az eukaridta sejtekben zajl6 transzkripcié a prokariétakéhoz hasonlé fazisokkal rendelkezik: iniciacio,
elongacio és terminacié. Bar az eukariota sejtek harom RNS polimerazt hordoznak, a magenzim
struktdraja, valamint az elongéacié reakcioi nagyon hasonléak a prokariota sejtekéhez. Eukaridta sej-
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tekben a kromatin szerkezete hatraltatja az RNS polimeraz mozgéasat, igy a transzkripcié folyamata-
hoz a nukleoszéma atalakitdé enzimek és a hiszton saperonok elengedhetetlenek. Emellett szamos
hiszton poszttranszlaciés médosulas, valamint egyes kovalens DNS modosulatok a gén expresszié
szabalyozas részét alkotjak (lasd eukaridta génexpresszio szabalyozas).

RNS polimerazok

= RNS polimeraz | irja &t az rRNS géneket
= RNS polimeraz Il szintetizalja valamennyi mRNS-t és a kis szabalyoz6 RNS-eket
= RNS polimeraz Ill allitja el6 a tRNS-eket, 5S rRNS-t és snRNS-eket.

Valamennyi RNS polimeraz nagy, multisubunit (sok alegységbdl allé) enzim, a leginkabb ismert
kozulik az RNS polimeréaz 1. Ez 12 alegységet tartalmaz, amelyek kozil 5 alkotja a magenzimet, ha-
sonléan a prokariéta polimerazhoz. Az RNS Pol | és Ill tébb alegységgel rendelkezik, mint az RNS Pol
I, valdsziniileg a jarulékos polipeptid lancok specifikus funkciokkal rendelkeznek. Az RNS Pol Il leg-
nagyobb alegységét Rpb1-nek nevezik, ez egy specidlis C-terminalis doménnel (CTD) rendelkezik,
amely szdmos, hét aminosavbdl allé ismétlédé egységet hordoz. Ezen CTD aminosavak kézll sok
foszforilalédhat. Ezek az aminosavak kilénbdz6 id6érendi sorrendben megjelend kinaz enzimek
szubsztratjai, amely folyamat a transzkripcié szabalyozasaban (iniciacio- elongacio fazisok atmenete)
és az mRNS transzkriptum érésében (cap és poly(A) farok szintézis , valamint splicing) nélkil6zhetet-
len.

Transzkripci6 iniciacio

Az RNS polimerazok jarulékos faktorokat is igényelnek a prométer felismeréséhez: ezek az altalanos
transzkripcids faktorok iranyitjak az RNS polimerazt a megfeleld DNS szakaszhoz. Ezek a faktorok
a harom polimeraz szamara eltéréek (jeldlésuk: TF=transcription factor, a polimeraz szama, és egy
azonositd, példaul: TFIIA), de egy kozos alegységgel rendelkeznek, ez a TATA binding protein: TBP
(TATA-szekvenciat kotd fehérje). Az RNS Pol Il a kévetkezé TF-okat igényli: TFIIA, B, D, E, F, H,
amelyeknek zéme tdbb alegységgel rendelkezik (lasd az eléadas tablazatat). Az RNA Pol Il az altala-
nos transzkripcids faktorokkal a promoéternél komplexet alkotva hozza létre a pre-inicidciés komple-
xet (PIC). A TBP és az ehhez asszocialodé faktorok (TAF) a TFIID komponensei, ezek kotik a TATA-
boxnak nevezett konszenzus szekvenciat. A polimeraz Il egyéb prométer szekvenciai lehetnek a BRE
elemek (a TFIIB altal felismert szekvencia), az iniciator elemek (INR) és a downstream promoter
elem (DPE), az utébbi kettét a TFIID ismeri fel.

TFIID a kezdé komponens a PIC dsszeadllitasdban, a kovetkezd a TFIIB, amely a BRE szakaszt koti
és biztositja, hogy a DNS-hez val6 kapcsolédas elég erés legyen. TFIIA kétédése utan a TFIIF szallit-
ja a mag RNS polimerazt a komplexhez. TFIIE és TFIIH az utolsé faktorok, amelyek a PIC-hez csatla-
koznak. A TFIIH alegységeinek szamos kiemelkedéen fontos funkcidja van: helikaz aktivitas révén a
kettds szalu DNS széttekerésében vesz részt; mas hatésa folytan részt vesz a DNS javitasban; ciklin
és Cdk alegységek (lasd sejt ciklus) illetve kinaz aktivitas segitségével az Rpbl (RNS Pol Il nagy
alegysége) CTD részének szabalyoz6 foszforilacidjat végzi. Az altalanos transzkripcios faktorok alta-
laban nem elegend6ek egy gén transzkripcidjanak szabalyozasahoz, aktivatoroknak és
represszoroknak is van hatasa a mediatornak nevezett nagy fehérje komplexen keresztiil, akarcsak
a kromoszéma remodellalasnak és a hisztonmédosité enzimeknek.

Elongacio

A promoter clearance (,kitisztulds”) 1épését koveti az elongécid fazisa. Az Rpbl CTD szakasza a
TFIIH &ltal foszforilalodik, az RNS polimeraz konformaciéja megvaltozik, a DNS templatot szorosan
tartja, és az altalanos transzkripcids faktorok levalnak. A DNS templat és az RNS transzkriptum meg-
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hatarozott szerkezeti interakciéi miatt transzkripciés pausing (,pihenés”) kdvetkezhet be. Ebbdl a
polimeraz egyedil is kiszabadulhat, de el6fordul, hogy elongéaciés faktorok segitségére szorul. A
transzkripciés arrest (,megallas”) nem oldhaté meg elongacios faktorok nélkil. Ez a jelenség a
génexpresszié szabalyozé rendszer része.

Az Rpbl CTD foszforilacioja jel a cap struktirat szintetizal6 enzimek szamara, ezalatt negativ
elongaciés faktorok atmeneti megallast (pausing) okoznak. Az elkészilt 5 cap struktira mas
kindzokat vonz, amelyek a CTD tovabbi foszforilacidjat végzik: ennek hatasara az elongacio Gjbol
folytatodik és més processzalé enzimek odavonzésa is torténik. A polimeraz ledllasa soran (pausing
és arrest) hasitdo faktorok (TFIIS) segithetik az elongacié folytatddasat. Az elongéacié soran a
nukleoszoémak szétvalnak és ujra dsszeszerel6dnek a hiszton saperonok segitségével. Az elongéacid
folyaman a topoizomerazok funkcioja a DNS feltekeredésének (supercoiling) megsziintetése a szinté-
zist végzd polimeraz elétt és mdgott (upstream és downstream).

Transzkripcié terminécio

Az RNS polimeraz | szaméara a terminécios jel U-ban gazdag szekvencia, de a folyamatban DNS k&t6
fehérjék is részt vesznek. Az RNS polimeraz Il terminacidja a 3’ poliadenilaciohoz kététt. Amint a
primér transzkriptum hasitasa utan a poli(A) farok szintézise megkezdddik, ez jelzésként szolgal a
terminaciéhoz is. Az alloszterikus modell szerint a hasitds az RNS polimerazban konformacios val-
dell (torpedd) szerint a hasitas utan az RNS nem valik le a polimerazrél. Mig a polimeraz folytatja a
szintézist, egy 5’-3' exonukleaz kezdi emészteni az RNS lancot, amig el nem ér az RNS polimerazhoz
€s nem készteti azt a DNS-rél torténd levalasra (abrakat lasd az eléadasanyagban).

9.4. RNS PROCESSZALAS

Altalanos jellemzdk

RNS processzalas (érés) alatt értjuk valamennyi folyamatot, amelyek soran a primér RNS
transzkriptum, vagy prekurzor RNS, vagy pre-RNS (tRNS, rRNS és mRNS) moédosulasokon esik
at, amelyek eredményeképpen érett, végsé termék képzédik belble. Ezek a Iépések a kovetkezbk
lehetnek: a pre-RNS hasitasa a végeken, vagy intronok (nem kédolé szakaszok) kihasitasa; az RNS
termék editalasa (,szerkesztése”) inszercio, delécié vagy nukleotid modositas révén; mRNS esetében
5’ cap és 3’ poliadenilat szintézis. Ezeknek a processzald Iépéseknek tobb funkciodja is van: sebes-
ségik és hatékonysaguk hozzajarul a gén expresszié szabalyozdshoz — az RNS termék csak akkor
hasznalhat6 a sejt szamara, ha szintézise teljesen befejez8dott. A fent felsorolt médositasok az RNS
szamara védelmet biztositanak a degradaciéval (lebontas) szemben — az RNS fél-életideje szintén
jelentés szabalyozasi lehetfség. A processzalddas soran lehetéség van a diverzitas fokozaséara: az
alternativ splicing vagy az RNS editing példaul biztositja, hogy egy mRNS-rél tébb fehérje termék
irodjon &t. Az érés folyamata jol definialt minéségi ellendérzésre ad lehetéséget: csak a megfeleléen
processzaldédott RNS molekuldk juthatnak el a sejtben a végsd felhasznalas helyére. A tobbi RNS,
akarcsak a kivilrél a sejtbe jutott RNS-ek egy része lebomlik (lasd: RNS interferencia és Gén
expresszid szabalyozasa).

Az érési reakciok nagy részében ribonukleoprotein (RNP) komplexek vesznek részt a folyamatok-
ban. Az RNS szerepe ezekben a komplexekben lehet katalitikus (ribozimek) vagy irdnyito: a tényleges
katalitikus komponenst vezetik a megfelel6 helyre bazisparosodas segitségével. A processzalasban
részt vevd nagy komplexek sokszor szoros kapcsolatban allnak egymassal, mivel egyik Iépés kdveti a
masikat és kozben ellenérzik is egymast. Ezt a kooperaciot segiti a komplexek elhelyezkedése is,
mivel szorosan kapcsolodnak egyméshoz a sejtmagban (nukleusz) vagy a sejtmagvacskdban
(nukledlusz) példaul.
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A koévetkez6kben az mRNS meglehetésen bonyolult érési folyamatéat targyaljuk. A primér tRNS és
rRNS processzaldédas a tRNS és rRNS transzkripcié fejezetben talalhato.

Az mRNS processzéalédasa
5’ cap struktlra szintézise

A pre-mRNS 5’ vége a kdvetkezdképp moédosul: az 5 foszfatot egy foszfataz lehasitja, majd a guanil-
transzferaz egy GMP molekulat kot egy szokatlan 5'-5' kotéssel. Végil a hozzékapcsolt guanin
metilalodik, akarcsak a 20-30 nukleotid hosszlUsagu U] transzkriptum masodik és esetleg harmadik
nukleotidjanak 2’ oxigénje. Ez a cap struktdra a transzkripcié elongacidjaban és terminécidjaban is
rendelkezik funkciéval, akarcsak az RNS tovabbi processzalédasaban, a nukleo-citoplazmikus RNS
transzportban és a transzlacio iniciacidjaban. Emellett a cap exonukleazok elleni védelmet is biztosit.

3’ poliadenilacio

Minden mRNS legalabb egy poliadenilacios hellyel rendelkezik, de némelyik transzkriptumban tébb is
taladlhatd, amely lehetéséget ad egy mRNS-rél tobb fehérje szintézisére. A poliadenilacio lépései a
kovetkez6k: a mRNS specifikus szekvenciajanal torténé hasitas, amelyet a poli(A) polimeraz aktivi-
tasa kovet, amely révén hosszu (kb. 200 nukleotid) poli(A) farok szintetizalédik. A poli(A) szakasz
poli(A) kotd fehérjékkel boritott. A poli(A) farok funkcioi: exonukleazok elleni védelem és részvétel a
transzlacié iniciaciéban.

Az 5’ cap struktudra, a poli(A) farok szintézise valamint az intronok kihasitasa (splicing) térben és id6-
ben 6sszehangolt folyamatok, amelyben az RNS polimeraz Il nagy alegységének (Rpbl) foszforilalt
C-terminalis doménje (CTD) aktivan részt vesz. A processzalt, érett mMRNS elhagyja a sejtmagot, mi-
vel a transzlacié a citoplazmaban zajlik. A poliadenilaciot kovetéen a sejtmagban maradé fehérjék
megfeleld jelzés hatasara elhagyjak az mRNS-t. Mas fehérjék az mRNS-hez kapcsoldédva maradnak,
és kovetik azt a citoplazméba. Az mRNS 3’ végén U.n. lokaliziciés elemek helyezkedhetnek el, ame-
lyek biztositjak, hogy az RNS a citoplazma specifikus régiéjaba vandoroljon, ahol a transzlacioé fog
zajlani (pl. egyes neurondlis fehérjék szintézise a szinapszis kdzelében térténik). Ezek a lokalizacios
elemek fehérjéket kétnek, amelyeknek a transzlacioban is szerepe van.

RNS splicing (intron kihasitas)

Minden pre-RNS tipusban (transzfer, riboszomalis, messenger) talalhatdk intronok. Bar ezeknek az
intronoknak az eltavolitasa kilénb6zé mechanizmusokkal torténik, az alap reakcidék ugyanazok: tébb
transz-észteresités. Az intronok zéme nem kodol, a splicing-ot kovetéen lebomlik. Néhany mRNS
intron kivétel, mert snoRNS-t, vagy miRNS-t (lasd késébb) kédolnak. A magasabb rendi élélényekben
gyakoribb az intron splicing. Az intronok megjelenése és a kdvetkezményes lehetéség az exonok ke-
veréseére (exon shuffling) illetve az alternativ splicing-ra fontos szerepet toltétt be az evolicidban, és
abban, hogy eukariétakban megemelkedett a fehérje termékek szama.

Az intron splicing alapja két transz-észterifikdlasi reakcié. Ebben a tekintetben az ATP energidjara a
reakciohoz nincs kdzvetlenil szlikség, és a reakcid reverzibilis (intronok illesztése a kettds szalu DNS-
be). Eukariétakban az intron splicing RNP (ribonucleoprotein: RNS-t és fehérjét tartalmazo)
partikulumok komplexe segitségével torténik, de alacsonyabb rendliekben két fajta self-splicing (6n-
hasitasi folyamat) torténik. Ezeket I. és II. csoportd intronoknak nevezzik. Az |. csoportban egy sza-
bad guanozin vesz részt a 3'-exon 5'-intron csatlakozas hasitasaban, ezt kdvetéen az exon szabad
3’-OH csoportja elinditja a masodik transz-észterifikalasi reakciét, amelynek eredményeképp a két
exon Osszekapcsolédik és az intron kihasad. A Il. csoportba tartozé intronok annyiban kilénbdznek
ettdl, hogy az elsé hasitasi reakcié nem igényel kilsé faktort, hanem egy, az intronon belll talalhaté
kitiintetett A (elagazasi pont adenozin) 2'-OH csoportja vesz részt a hasitasban. Ennek eredménye-
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ként lasszo alaku intron szabadul ki. A 1l. csoportt intronok mobilis genetikai elemként viselkedhetnek,
képesek 6nmagukat beilleszteni a dsDNS-be (kettés szali DNS).

A magasabb rendi eukariétak mRNS-eiben az intronok mérete altaldban nagyobb, mint az exonoké.
Az mRNS processzaldédasa soran az intronok kihasitasat és az exonok dsszekapcsolasat nagy RNP
komplexek, a spliceoszomak végzik. A reakcid emlékeztet a Il. csoportd intronok kihasitasara, mivel
itt is az intronban talalhato specifikus adenozin reagal, és lasszé struktlra képzdédik.

A hatékony intron kihasitas érdekében legaldbb harom szekvencia felismerése szilkséges: az 5’ és a
3’ hasitasi helyek, valamint az intron eldgazodasi nukleotidja (a tdbbi szekvencia szakasz szerepét a
Transzkripcioés szintl szabalyozas fejezet taglalja).

A spliceoszémat 6t kis nukleéris RNP (small nuclear RNP: snRNP — U1, U2, U4, U5, U6) alkotja,
mindegyik egy rovid RNS-t (snRNS) és szamos fehérjét hordoz. A snRNP-k RNS komponensei az
MRNS-hez és egymashoz torténé bazisparosodassal segitik a hasitasi helyek lokalizalasat. Mas
szekvencidkat fehérje faktorok ismernek fel, ismét mas fehérjék saperonként mikodve biztositjak az
egész komplex megfeleld konformacidjat. Jarulékos fehérjék ATP hidrolizis révén biztositjak az ener-
giat a komplex szerkezeti felépitéséhez, illetve a spliceoszoma megfelelé elhelyezkedéséhez. Fon-
tos megjegyezniink, hogy valamennyi processzalodasi lépés egyméassal és a transzkripcié folyamaté-
val is szoros tér- és idébeli kapcsolatban all. Az 5 cap struktira szintézise nélkilozhetetlen az
elongaciohoz, mig a 3’ poliadenilacioé a transzkripcié terminaciéjanak a jele. A splicing folyamata az
RNS szintézis folyaman zajlik. Ezen folyamatok szervezéje az RNS polimeraz Il Rpb1 alegységének
C-terminélis doménje (CTD).

A teljesen érett mMRNS egy mindségi ellenérzési I1épés utan a citoplazmaba transzportalodik, ahol a
transzlacié zajlik. A fehérjék kozil, amelyek az mMRNS-hez kotédnek egyesek kisérik az RNS-t a citop-
lazmaba, igy a poli(A)-kotd fehérjék, exon csatlakozasi komplex és a cap-kotd fehérjék. Ezeknek a
fehérjéknek szerepe van a transzlaciéban is.

A riboszomalis és transzfer RNS szintézise és processzaldédasa

Az eukariéta sejtek harom RNS polimeraz tipussal rendelkeznek. Az RNS polimeraz | szintetizalja a
nagyobb méretl rRNS-eket (28S, 18S és 5,8S). Az RNS Pol Il termékei az mRNS-ek, ShRNS-es és
szdmos miRNS. A tRNS-ek, az 5S rRNS és néhany snRNS az RNS Pol Il ltal gyartédnak. A sejtben
talalhatd mennyiségilket figyelembe véve az rRNS-ek és a tRNS-ek adjék a ribonukleinsavak zomét
(80%). Mindharom RNS polimeraz rendelkezik egy, a prokaridtakéhoz hasonld, 6t alegységbél allo
mag enzimmel. A polimeraz | és Ill t6bb alegységgel rendelkezik, mint a Pol Il, a ,t6bblet” alegységek
specifikus funkciékkal rendelkeznek. Ebben a fejezetben az rRNS és tRNS szintézis mMRNS szintézis-
tél valo eltéréseit 6sszegezzik.

Mind a polimeraz |, mind a polimeraz 11l kiilonb6z6 prométer szekvenciakat ismer fel, a polimeraz Il-
t6l eltérd transzkripcids faktorok segitségével. Am van ebben a lépésben egy kézés vonas: mindha-
rom enzim promoter felismer6 komplexe tartalmazza a TBP-t (TATA-binding protein: TATA-
szekvenciat kot fehérje). A polimeraz Il prométerei szokatlan jellegzetességgel birnak: néhany alap
promoter régid a transzkripciés kezdd helytdél downstream helyezkedik el.

A polimeraz | és Il szamara a transzkripcios terminacio jele egy sorozat U az RNS-ben, de jarulé-
kos fehérjék is sziikségesek.

A pre-rRNS processzalodasa

Az RNS polimeraz | egy hosszu primér transzkriptumot allit el§, amely tartalmazza a 28S, 18S és az
5,8S rRNS-eket. llyen médon garantalva van ezeknek az rRNS-eknek a sejten beliili azonos aranya. A
pre-rRNS-t az RNaz Il hasitja, majd exonukleaz emésztést kdvetéen az rRNS-ek elnyerik végsé mé-
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retiket. Alacsonyabb rendi él6lényekben néhany rRNS intront hordozhat, amely self-splicing révén
tavolitodik el (ribozimek). Az érett rRNS-ek nagy szamban hordoznak médosult nukleotidokat, ame-
lyek kozil a metilrib6z és a pszeudouridin a leggyakoribb. Ezek a médosulatok azokban a régidkban
helyezkednek el a molekulan belll, amelyekben fontos riboszomalis funkciét téltenek be. A fenti mo-
dosulasokat enzimek hajtjak végre, amelyeket a kis nukleolaris ribonukleoprotein (snoRNP: small
nucleolar RNP) komplexek irdnyitanak a megfelel6 szekvenciakhoz. A komplexek RNS komponen-
sei az rRNS célrégidival bazis parosodas révén talalkoznak.

A tRNS transzkriptumok processzalddéasa

A tRNS-ek hosszabb prekurzorok formajaban szintetizalodnak. A 3’ véget az RNaz D, mig az 5’ véget
az RNaz P endonukleaz hasitja. Az utdobbi RNS komponenst is tartalmaz, amely baktériumokban
ribozimként tud mikddni. A szamos tRNS-ben talalhaté intron ATP igényes splicing I1épés révén tavo-
litodik el. A tRNS 3’ vége egy CCA szekvenciat vesz fel, amely lépés templatot nem igényel. Ez az
univerzalis szekvencia kéti meg az aminosavakat a transzlacio folyaman. A tRNS-ek nagyszamd mé-
dositott nukleotidot hordoznak. Ezeknek a modosult nukleotidoknak a szerepe egyrészt a tRNS
szerkezeti stabilitisanak novelése, masrészt a transzlacio sordn a tRNS méas molekuldkkal, koztik az
MRNS-sel val6 interakciéjanak segitése.

9.5. A TRANSZKRIPCIO SZABALYOZASA

A transzkripcié szabalyozasa része a gén expresszid szabalyozasanak. A transzkripcio regulalasaval
a sejtben egy adott id6ben meghatarozott tipusd és mennyiségli RNS irddik at, a sejt fejlédési stadiu-
matol, kdrnyezeti faktoroktdl és a jelatviteli utak aktivitasatol fliggéen. A transzkripcié minden fazisa
szabalyozédhat, beleértve az iniciaciét (a leginkabb kontrollalt I€pés), elongaciét, terminaciét, az RNS-

eltérd transzkripcids szabalyozasi mechanizmusaik vannak.

A promoter eréssége meghatdrozza, hogy egy gén milyen gyakran irodik at. Minél jobban hasonlit
egy promoter a konszenzus szekvencidhoz, annal er8sebb. A szabalyozds masik lehetésége a
prométer és regulalé szekvenciak egymashoz viszonyitott tavolsaga. A regulator (szabalyozé)
szekvenciak aktivatorokat és represszorokat kétnek (egy adott prométerrél a transzkripcié gyakori-
sagat névelik vagy csokkentik). Ha egy aktivator a promoéterhez megfeleld tavolsagban be tud kétni a
DNS-hez, segqiti a transzkripci6 iniciaciét. Ha a regulator szakasz a promoterrrel atfedésben van, az
altala kotott fehérje (represszor) gatolja a transzkripcio iniciaciét. Ezek a tipusu szabalyozasok féként
prokariétakban ismertek.

A transzkripcié elongaciéban a pausing (pihenés) és az arrest (megallas) okoz késedelmet. Ezek-
nek az akadalyoknak a lekiizdésére elongécids faktorokra lehet szikség. Az eukariéta sejtekben csak
a megfeleléen processzalt RNS-ek hasznalhatok. A processzal6das sebessége is lehet szabalyo-
zott. Az RNS szerkezete segitheti vagy géatolhatja az RNS polimerdz haladasat. Jarulékos (fehérje)
faktorokra lehet sziikkség az RNS szerkezetének médositasahoz.

Eukaridtdkban az enhancer (,,erosit6”) szekvenciak szabalyoz6 fehérjéket kotnek. Ezek a szekven-
cidk a promoter régiéhoz viszonyitva upstream vagy downstream is elhelyezkedhetnek, akar nagyobb
tavolsagra is. Ebben az esetben DNS-hez azt hurok alakban meghaijlité fehérjék kotédnek, ezaltal a
szabdalyozé fehérje a transzkripcids iniciaciés komplexhez tud kétédni. A szabalyozd (regulator) fe-
hérjék nem dnmagukban fejtik ki hatasukat: jarulékos (ko-aktivator, ko-represszor) faktorokat von-
zanak. A regulator molekulak alloszterikusan (kis molekulak kétédnek az alloszterikus két6helyhez,
amely eltér a regulator aktiv helyétél) és kovalensen (amely egy jelatviteli kaszkad végeredménye
lehet) médosulhatnak. Mindkét esetben a mddosulas eredményeként a regulator fehérje konformaci-
Oja (3D szerkezet) megvaltozik, amely hatassal van az aktivitaséra is (DNS kotés vagy mas fehérjék-
kel valg interakcio).
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A regulator és ko-regulator fehérjék nagy komplexek alkotéi, amelyek a prométer szakasz kortl gydl-
nek Ossze. Ezekben a komplexekben talalhato egy tébb alegységbél allé mediator, amely az RNS
polimeraz Il szamara nélkilézhetetlen egy adott gén nagy gyakorisagu transzkripcié iniciaciéjahoz. Ez
a komplex hoz létre kapcsolatot aktivatorok, ko-aktivatorok, transzkripciés faktorok, RNS polimeraz,
s6t még kromoszéma remodellalé és modifikalé komplexek kozétt is (gén expresszid szabdalyozas
kromoszoma modosulasok révén: lasd Génszabdlyozas eukariotakban fejezet). Egy aktivator a ko-
vetkezé modokon befolyasolhatja a transzkripcidt: segiti mas aktivatorok kotédését; segiti az RNS
polimeraz promoter kotését; serkenti az RNS polimeraz prométer elhagyasat (promoter clearance) és
az elongéciét. Egy represszor versenghet az aktivatorral a kétéhelyért; gatolhatja az aktivator bekots-
dését; kozvetlenll koétdédhet a transzkripcids faktorokhoz; vagy indirekt moédon befolyasolhatja a
kromatin szerkezetét.

Alternativ splicing

Ahogy kordbban megjegyeztiik, a human genomban viszonylag kisszamu gén talalhat6, de az aktiv
fehérjék szama ehhez viszonyitva magas. A transzkripcio és a transzlacié folyaman tobb lehetéség is
van diverzitas biztositasara. Az alternativ splicing és az RNS editing ezek kdzé sorolhaté.

Az alternativ splicing modot ad az exonok kilonb6zé eloszlasara egy adott pre-mRNS esetében,
aminek eredményeként egyetlen primér transzkriptumbal tébb kilénféle mRNS képzddhet. Léteznek
konstitutiv (az érett mMRNS-ben mindig jelen 1év8) és szabalyozott (regulalt: az mRNS-ben csak meg-
hatarozott kérilmények kozott jelen 1év6) exonok. A kildonb6zé variansok kialakulasahoz alternativ 3’
vagy 5’ hasitasi helyeket (splice sites) kell a spliceoszoméanak felismernie. Alternativ transzkripcios
kezdbhelyek vagy alternativ poliadenilacios helyek 1éte a végsé géntermékek szamat tovabb névelhe-
ti. Az mRNS variansok nagy szama egy adott génrél megfigyelhetd példaul az eml&sodk kézponti ideg-
rendszere esetében. A splicing ellenérzésére két tedria létezik: az exon és az intron meghatarozasi
tedria. Az ismert, hogy a splicing helye a transzkripcié folyaman (ko-transzkripcionalisan) keril felis-
merésre. Fehérje faktorok jeldlik meg a splicing helyét (SR fehérjék az exonokban) vagy fedik le a
rejtett splicing helyeket (hnRNP komplexek). A splicing helyének kivalasztdsdban az RNS polimeraz I
nagy alegység CTD-je és a splicing komplex snRNP komponense is részt vesz. A pre-mRNS-ben
splicingot serkent6 vagy gatlé szekvencidk talalhatok, amelyek hatédsukat specifikus fehérjék kotésén
keresztll fejtik ki. A splicing lezajlasa utdn az exon-exon kapcsolodéasi szekvenciat protein komplexek
jeldlik meg (EJC: exon junction complex). Ez a lépés nélkilozhetetlen az mRNS sejtmagbdl a citop-
lazmaba t6rténd transzportjahoz, akarcsak az eredményes transzlacio iniciaciéhoz.

Az RNS editing az a folyamat, amikor a mar érett mMRNS-ben nukleotid médositas, delécid (tbrlés)
vagy inszerci6 (beillesztés) torténik. Egyes editing folyamatok gyakoribbak, méasok ritkabban fordulnak
el6. Eléfordulhat, hogy egyes mRNS-eknek csaknem a fele szekvenciaja editingen esett at, mas ese-
tekben csak egy vagy néhany nukleotid valtozik. A két leggyakoribb nukleotid médositas deaminacio
eredménye: adenozinbdl inozin keletkezik, amely guanozinnal tud bazispart alkotni, citidinbdl pedig
uridin képzddik. Az el6bbi a gyakoribb reakcié. Az utdbbira példa az apolipoprotein B mRNS-nek
editing reakciéja a bélhamsejtekben. Egy meghatarozott citidin deaminaciéja révén stop kodon kelet-
kezik, ezaltal a bélhamsejtekben a majsejthez viszonyitva révidebb apolipoprotein B fog szintetizalodni
(részleteket lasd az el6adasanyagban). Uridinek hozzaadasa vagy torlése iranyitd RNS-ek segitsé-
gével torténik.

Az RNS-ek félélet-ideje

A gén expresszié szabalyozéas egyik eleme az mRNS-ek degradacidja. A sejtben a kiilonb6z8 mRNS-
eknek eltérd félélet-idejuk van, ami azonban minding révidebb, mint az rRNS-eké. Azok a tényezdk,
amelyek meghatarozzak egy RNS stabilitasat a kdvetkezdk: 5 cap struktura jelenléte, a 3’ poli(A)
farok, valamint az RNS szerkezete (kett6s szalu régidk és hajtikanyar). Az ARE (AU-rich element:
AU-ban gazdag elemek) szakaszok jelenléte a 3' UTR-ban (untranslated region: at nem irédo6 sza-
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kasz) egyes mRNS-ek esetében noveli a molekula instabilitasat (példat l1asd az eléadas anyagban).
Egy eukariéta mRNS lebontasa altalaban a kdvetkezd modon térténik: tébbnyire a poli(A) farok lebon-
tasaval indul (deadenilaz), amit egy 3'-5’ exonukleaz (része az exoszoma komplexnek) kdvet. Vagy,
a deadenilaciot kdvetéen egy decapping enzim eltavolitja az 5’ cap strukturat, igy az 5'-3' exonukleaz
szubsztratja lesz az MRNS. Az RNS lebontas soran felszabadul6 ritka nukleotidok ismét felhasznélas-
ra kerulnek.

Idegen RNS-ek lebontasa (RNS interferencia)

A sejtben lejatsz6d6 védekezés aktivalasara a jel tbébbnyire egy kis kettés szalid RNS. Egy Dicer
nev( enzim hasitja ezt kis kettés szali darabokka (siRNA: short interfering RNA — kis interferald RNS-
ek). Ez utdbbiak egy fehérje komplexhez csatlakoznak (RISC: RNA induced silencing complex —
RNS altal indukalt csendesité komplex; ebben talalhaté az Argonaute fehérje is).

Hasonl6 mechanizmussal hatnak a gén expressziét szabalyoz6 mikroRNS-ek (miRNS) is, de ebben
az esetben egyes szalu pri-miRNS szintetizalddik, amely hajtikanyar szerkezetet 6lt. A Dicer hasitasa
utan a keletkezett rovid dsRNS egyik szala (passanger: utazo) eltavolitddik, mig a masik (guide: veze-






10. TRANSZKRIPCIOS FAKTOROK

10.1. BEVEZETES

A génexpresszibt specifikus fehérjék, Un. transzkripcios faktorok szabalyozzak. Az eukariota sejtek
génexpresszidé szabalyozdsa harom elkilonllé szinten zajlik (lAsd Eukaridta transzkripcié fejezetet
tovabbi részletekért):

1. Transzkripcios szintli szabalyozas
2.  Processzalodas szintli szabalyozas
3. Transzlacids szintli szabalyozas

A transzkripcios szint(i szabalyozasban szamos fehérje, transzkripcids faktor vesz részt. A transzkrip-
cios faktorok lehetnek transzkripcids aktivatorok, melyek stimulaljdk a transzkripciot és transzkripciés
represszorok, melyek géatoljak a transzkripcié folyamatat.

A génexpresszi0 szabalyozasa fiigg a transzkripcios faktorok specialis DNS szakaszokhoz valé affini-
tasatol, a kotési képességtdl, és mas fehérjéhez vald koétédéstél. Egy transzkripcids faktor képes ku-
16nb6z6 géneken hatni azonos DNS felismerési szekvencian és kuldnb6z8 transzkripcios faktorok
képesek ugyanazon génre hatni. A human gének hozzavetélegesen 5-10%-a kodol transzkripcids
faktorokat. A kiilénb6z6 transzkripcids faktorok expresszidja valtozé az eltérd tipusu sejtekben, széve-
tekben, a fejlédés eltérd stadiumaiban.

10.2. A TRANSZKRIPCIOS FAKTOROK OSZTALYOZASA
(lasd abra)

1. Altalanos transzkripcids faktorok: segitik az eukariéta RNS polimeraz pontos bekétédését a
promoéter régiohoz, segitik a két DNS szal szétvalasztasat, igy a transzkripcio iniciaciojat.
Részt vesznek a preiniciaciés komplex létrejéttében (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIF, and
TFIIH).

2. Upstream transzkripcios faktorok: az iniciacios helytél folfele (upstream) kétédnek, igy sti-
muldljak vagy gétoljdk a transzkripciot

3. Specifikus transzkripcids faktorok: a gén kdzelében 1évd felismerési szekvenciahoz két6d-
nek

10.3. A TRANSZKRIPCIOS FAKTOROK FUNKCIONALIS OSZTALYOZASA

1. Folyamatosan/konstitutivan aktiv transzkripcids faktorok: Minden sejtben, minden idépilla-
natban jelen vannak; altalanos transzkripcids faktorok Spl, NF1, CCAAT

a) Fejlédési vagy sejt specifikus transzkripcios faktorok: az expresszibjuk precizen szaba-
lyozott, de ha egyszer expresszalédnak, tovabbi aktivalédast nem igényelnek, GATA,
HNF, MyoD, Hox

b) szignal fiigg6 transzkripcios faktorok: kilsé jelet igényelnek az aktivacidjukhoz
= extracellularis ligand (endokrin vagy parakrin) fiiggé transzkripciés faktorok: sejtmagi

receptorok
= intracellularis ligand (autokrin) fiiggd transzkripcios faktorok: Kis intercellularis mole-
kulak aktivaljak; SREBP, p53
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= sejtmembran receptor-fiiggd transzkripcios faktorok: masodlagos hirvivével miikédé
jelatviteli kaszkadok, melyek a transzkripcios faktorok foszforilacidjaval végzédnek
(1) rezidens nukleéaris faktorok: az aktivacios allapotuktdl fliggetlenil a sejtmagban
vannak; CREB, AP-1, Mef2
(2) késéi citoplazmatikus faktorok: inaktiv forméban a citoplazmaban vannak, aktiva-
l6dés utan a sejtmagba transzlokalédnak, STAT, R-SMAD, NF-kB, Notch

10.4. A TRANSZKRIPCIOS FAKTOROK SZERKEZETE

Szamos DNS koté fehérje 3D szerkezetét rontgen krisztallografiaval és NMR spektroszképiaval hata-
roztak meg. Ez alapjan kiderdlt, hogy a transzkripcios faktorok eltéré doméneket tartalmaznak,melyek
a fehérjék kulonb6zd funkcidihoz kapcsolddnak. A transzkripcids faktorok tipikusan harom domént
tartalmaznak (lasd abra):

1. DNS-koté domén a DNS specifikus szekvenciaihoz kapcsolodik, amit reszponziv elemnek
nevezunk.

2. Az aktivaciés domén mas fehérjékkel kapcsolodik, igy szabalyozza a transzkripciét. Sza-
mos transzkripcios faktor rendelkezik olyan régiéval, ami segiti a mas fehérjékkel val6 inte-
rakcio kialakitasat. A kapcsol6do fehérje azonos vagy hasonlé szerkezettel rendelkezik,
dimert képez a transzkripcios faktorral.

3. Jelérzékel6 domén a kiilsé jeleket érzékeli és tovabbitja a transzkripciés komplex tobbi ré-
széhez.

10.5. TRANSZKRIPCIOS FAKTOROK MOTIVUMAI

A fehérje DNS-hez val6 kotédését a kiilonb6zd kotések, van der Waals kdlcsdnhatas, ionos kétések
és hidrogén kotések kombinacidja biztositja az aminosav oldallancok és a DNS kiilénb6z6 részei ko-
z06tt. A transzkripcids faktorok altaldban a DNS spiral nagy arkahoz kapcsolddnak. A DNS-kot6 fehér-
jékben talalhaté leggyakoribb motivumok az 1. cink ujj, 2. hélix-hurok-hélix, 3. leucin zipzar.

1. Cink ujj motivum:
a) Az emlds transzkripcids faktorok legnagyobb csoportja
b) Minden ujjon Iévé cink iont két cisztein és két hisztidin tart a helyén (lasd abra)
c) Az ujjak egymastdl fuggetlenul képesek mikddni
d) Elséként felfedezett cink ujj fehérje a TFIIIA, melynek kilenc cink ujja van (lasd &bra)
e) A motivum megfeleld szerkezetet biztosit az aminosav szekvencidknak, hogy szamos
eltérd DNS szekvenciat ismerjenek fel és kapcsolatot alakitsanak ki vellk

2. Hélix-hurok-hélix motivum (HLH)(lasd abra):
a) A motivumot két a-helikalis szegmens alkotja, melyeket egy k6zbeékelt hurok valaszt el
b) A HLH domén bazikus aminosavak csoportjabdl all, melyeknek a pozitivan téltétt oldal-
lancaik kapcsolédnak a DNS-hez és meghatarozzak a transzkripcios faktor szekvencia
specifikussagat
¢) A bazikus HLH (bHLH) doménnel rendelkezd fehérjék mindig dimert alkotnak (MyoD)
d) A dimer két alegységét eltéré gének kodoljak, vagyis a fehérje heterodimer

f) Részt vesznek a sejtosztédas szabalyozasaban

3. Leucin zipzar motivum (lasd abra):
a) Az a- hélix minden hetedik aminosava leucin
b) A polipeptid lanchdl kinyalé leucinok ugyanabba az irdnyba néznek
c) Két a- hélix sszezipzarozodik és feltekeredik (coiled coil).
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d) Dimert alkotnak

e) A leucin tartalmu a- hélix egyik oldalan bazikus aminosavak talalhatok

f) Aleucin zipzar bazikus szegmensét bZIP motivumnak nevezik

g) A kinyulé bazikus aminosavak segitik, hogy a fehérje felismerje a DNS specifikus
nukleotid szekvenciait

h) AP-1 egy heterodimer, aminek a két alegységét (Fos és Jun) két gén kodolja: FOS és
JUN.

i) Mindkét gén fontos szerepet jatszik a sejtosztodasban

i) A génekben bekdvetkezd mutaciok gatoljak a dimer képzédést és a DNS-hez valo ko-
tédéseét

10.6. A DNS TRANSZKRIPCIOT SZABALYOZO REGIOI
(Lasd Eukariéta transzkripcio fejezetet tovabbi részletekért)

TATA box a promoéter f6 eleme, mely upstream helyezkedik el a kédold résztél és a transzkripcio
iniciaciojat szabalyozza. A TATA box-tdl a transzkripciés start helyig tarté szakaszt kdzponti prométer
régionak nevezzik. A kézponti prométeren épil 6ssze a preiniciacios komplex, ami az RNS polimeraz
lI-t és szamos &ltalanos transzkripcios faktort tartalmaz. A két masik prométer szekvencia a CAAT box
és a GC box, szintén upstream helyezkedik el. A CAAT és a GC box transzkripcios faktorokat kot, és
a génexpresszié gyakorisagat szabalyozzak. A TATA, CAAT, és GC box a transzkripcios start helytdl
100-150 bp tavolsagra upstream helyezkedik el.

10.7. PROMOTER AZONOSITAS

(lasd Molekularis biol6giai médszerek fejezetet)

1. Delécios térképezés
2. DNS footprinting
3. Genom szinti lokalizaciés analizis/ Kromatin immunprecipitacié

10.8. AZ ENHENSZEREK SZEREPE

(lasd Eukariéta transzkripcio)

Az enhenszerek olyan DNS elemek, amik a gének expresszibjat szabalyozzak. Egy enhenszer tipiku-
san 200 bp hosszusagu és szamos kotdhellyel rendelkezik a szekvencia specifikus transzkripcids
aktivatorok szamara. A DNS molekulan belll egyik helyrél a masikra tud mozogni, vagy képes meg-
fordulni anélkdl, hogy befolydsolnd a transzkripcids faktorok koétési képességét és hatasat. Egy
enhenszer delécidja csokkentheti a transzkripciét. Az enhenszerek szétszérva helyezkednek el a
DNS-ben és kilénbdz6 transzkripcios faktorokat képesek megkétni.

A promoteren specialis DNS szekvencidk szabalyozzak a transzkripciés faktorok enheszerhez valo
kotédését. Ezek a DNS elemek az inzulatorok, melyek képesek a nuklearis matrix fehérjéihez kapcso-
l6dni. A DNS szegmensek az inzulatorok kozétt a hurok domének (lasd abra). Az inzulatorokat
enhenszer blokkold elemeknek is nevezik.

81
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10.9. KOAKTIVATOROK

A koaktivatorok nagyméretli komplexek, melyek szamos alegységbdl éplilnek fel. Két csoportra oszt-
hatok:

1. azok, amik az alap transzkripciés apparatus elemeivel kapcsolédnak: olyan elemeket épi-
tenek bele az alap transzkripciés komplexbe, amelyek sziikségesek a transzkripcio folya-
matahoz

2. azok, amik a kromatinon hatnak: hiszton acetiltranszferdzok (HATS, CPB) vagy kromatin
atrendezddéseért felelés komplexek (kromatin remodeling komplex) (SWI/SNF)

A transzkripcids faktorok a DNS-hez kotddnek, majd odavonzzak a koaktivatotokat, amelyek
facilitaljak a transzkripciés preiniciaciés komplex Osszeszerel6dését. A hiszton acetiltranszferaz
(koaktivator) hozzakétddik a reszponziv elem-transzkripcios faktor komplexhez. Az enzim acetil cso-
portokat transzferal az acetil KoA-rél a lizin oldallancok amino csoportjara. A nukleoszéma hisztonjai a
TATA box-tél mind upstream mind pedig downstream iranyban acetildlédnak. Az acetilalt hisztonok
megkdtik az SWI/SNF komplexet, ami a kromatin atrendezédésért felelés komplex. A két koaktivator
megvaltoztatja a kromatin szerkezetét, egy nyitottabb, elérhetébb forméava. igy az alap transzkripcios
faktorok és a TATA-kotd fehérje képes csatlakozni a komplexhez a relaxalt DNS szakaszon. A
koaktivatorok és az altalanos transzkripcios faktorok megbontjak a tovabbi nukleoszOméak szerkezetét,
igy inditjak el a transzkripciét. A promaéter tovabbi nukleoszomai acetildlédnak a hiszton acetliaz altal
és az RNS polimeraz hozzakotédik a promoterhez, elindulhat a transzkripcié (lasd abra).

10.10. POISED POLIMERAZOK / RESZLEGESEN AKTIiV POLIMERAZOK

RNS polimerazoknak két kritikus foszforilaciés helylik van, ami szabalyozza az aktivitasukat, mindkét
hely tartalmaz szerin aminosavat. Teljesen aktiv allapotban mindkét szerin, a szerin-2 és szerin-5 is
foszforilalt. Amikor csak a szerin-5 foszforilalt, a polimeraz ,poised” allapotban van, inaktiv, de kész a
DNS-hez kotédni. Az RNS polimeraz képes transzkripcidsan inaktiv génekhez is hozzakotdédni, elindi-
tani a transzkripciét. Azonban nem képesek a transzkripciét az elongéacios fazisba tolni, igy teljes
hosszUsagu elsédleges transzkriptum nem képz&dhet. A részlegesen aktiv polimerazok tovabbi akti-
véalast igényelnek ahhoz, hogy a transzkripcié végbemenjen és a teljes gén atirédasa megtorténjen. A
részlegesen aktiv polimerazoknak szerepik lehet a gének gyors aktivalasaban.

10.11. TRANSZKRIPCIOS REPRESSZIO

Bizonyos enzimek képesek az acetil csoportok hisztonokrél valé eltavolitasara. Az acetil csoportok
eltavolitasat a hiszton deacetilazok (HDAC) végzik. A hiszton acetiltranszferaz a transzkripcios aktiva-
cié esetén miikadik, a hiszton deacetilaz pedig transzkripcid represszié soran aktiv.

HDAC enzimek nagyobb komplexek alegységeiként mikoddnek. Ezek a komplexek a korepresszorok.
A korepresszorok hasonl6ak a koaktivatorokhoz, azzal a kivétellel, hogy akkor kapcsolédnak a DNS-
hez ha a transzkripcids represszorok mar elézéleg bekdétédtek a megfelel§ helyre. Egyuttesen a cél-
gén csendesitését, a transzkripcié gatlasat okozzak.

Amikor egy represszor hozzakotddik a felismerési szekvenciahoz az aktiv prométeren, a korepresszor
hozzakotédik a represszorhoz. A HDAC enzim eltavolitja az acetil csoportokat a hiszton fehérjékrol.
Egy 6nallé fehérje, mely hiszton metiltranszferaz aktivitadssal rendelkezik, metil csoportokat kot a K9-
es oldallanc H3-as hisztonjahoz. Az acetil csoportok levaldsa és a metilacid egyittesen kromatin
inaktivaciéhoz és géncsendesitéshez vezet (lasd abra).

A transzkripc6 represszid masik lehetséges mddja a DNS metilacié (lasd Epigenetika fejezet). A
metilaciot a DNS metiltranszferazok végzik. A kémiai médositas mindig a cisztein 5-6s szénatomjan
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kovetkezik be. A metilacid egy epigenikus marker, mely alapjan a DNS bizonyos régiéi felismerheték
és mas régioktdl eltéréen hasznalhaték. A metilacié nagy valdoszinlséggel inaktiv allapotban tartja
ezeket a DNS elemeket. Az abnormalis DNS metilacidés mintazat sokszor 6sszekdtheté betegségek-
kel. DNS metilaciot nem talaltak még élesztékben és fonalférgekben. A ndvényi DNS gyakran erésen
metilalt, és a névényi sejtkultdrak vizsgalata soran kiderilt, hogy a DNS metilacié csakugy, mint az
allati sejteknél a gén inaktivaciojat okozza.

A gének egy része imprintingen esik at a szul6i eredettél figgéen. Az imprinting is egy epigenikus
jellegzetességnek tekinthetd, mivel az allélok kozti eltérések a sziil6ktél szarmaznak, de nem a DNS
szekvencia kulonb6zdségén alapulnak (lasd Epigenetika fejezet). Az emlés genom legalabb 80
imprintalt gént tartalmaz, melyek szamos fiiggetlen klaszterben jelennek a meg a kromoszémakon. A
gének ugy valnak imprintaltta, hogy a DNS metilacid szelektiven csak az egyik allélon megy végbe. Az
imprintalt gének aktiv illetve inaktiv valtozatai kiilénbdznek a metilaciéos mintdzatukban. Szamos ritka
genetikai rendellenesség hatterében az imprinting zavara all.






11. GENETIKAI KOD, RIBOSZOMAK, TRANSZLACIO ES
SZABALYOZASA

11.1. A GENETIKAI KOD

A hirvivé (messenger) RNS egy kdztes molekula a DNS-t8l a fehérjéig tarté informaciéaramlasban. A
genetikai kod tulajdonképpen a DNS nukleotid bazis szekvencigja (és a transzkripcié soran képz8dd
MRNS szekvenciaja), mely a szintetizalodé fehérje aminosav szekvencigjara forditodik le a transzlacio
folyaman.

El6szér George Gamow irta le feltételezését, hogy a polipeptidben 1évd egyes aminosavakat harom
egymast kévetd nukleotid kddolja. Mas széval a kddszavak, vagyis a kodonok, nukleotid tripletek. A
genetikai kod triplet természetét 1961-ben bizonyitotta szamos genetikai kisérlettel Francis Crick és
Sydney Brenner. A kisérletekben T4 bakteriofagokkal és azok rlIB génjével foglalkoztak. A kisérlet
soran kiltottek vagy beépitettek 1-4 nukleotidot a vad tipust génbe (frameshift mutacio- lasd Beveze-
tés a genetikaba cimi fejezetet). A fehérje csak akkor maradt aktiv, ha a moédositas harom nukleotidot
érintett a DNS szekvenciaban. Ezzel bebizonyosodott, hogy a genetikai kod harom nukleotid bazis-
bél all, mely egy aminosavat kodol.

Az aminosavak kodonjai nem atfedé nukleotid tripletek, vagyis egy triplet csak egy aminosavat ko-
dol. A kéd degenerélt, egy aminosavat tobb triplet is kddolhat. A kéd degeneraltsdganak hipotézise
Francis Crick nevéhez fiz6dik. Crick leirta, hogy az eltéré baktériumok DNS-ének bazistsszetétele
igen tag hatarok kdzoétt mozog. A genom guanin, citozin tartalma 20 és 74 szazalék k6ézétt mozgott,
mig ugyanazon organizmusok fehérjéinek aminosav 6sszetétele csak kis variaciét mutatott. Ez alapjan
feltételezhetjiik, hogy egy aminosavat tobb kilénb6z6 bazis szekvencia kédolhat, igy a kod degene-
ralt.

A kodonok azonositasat Marshall Nirenberg és Heinrich Matthaei kezdte el. Munkajuk soran kifejlesz-
tettek egy sejtmentes rendszert E. coli baktérium sejtek lizaldsaval. Ez a rendszer képes volt fehér-
jék felépitésére az aminosav komponensekbdl. Az elsd triplet, amit teszteltek, tisztan uridinbdl allé
poliribonukleotid molekula volt. A molekulat igy poli(U)-nak nevezték el. Egy csében dsszekeverték a
20 aminosavat €s a fehérje szintézishez szilkséges minden anyagot tartalmazé baktérium kivonatot és
a poly(U) molekuldkat. A rendszer altal felépitett polipeptidet a szekvencia vizsgalat soran
polifenilalaninként azonositottak (a fenilalanin aminosavak polimerje). Vagyis az UUU triplet
fenilalanint kodol (l4sd el6adas abra).

A riboszéma kotési esszé kidolgozaséat 1964-ben Nirenberg és Leder végezte el. Ebben a médszer-
ben nagyon rovid (3 nukleotid) hosszdsagu mesterséges RNS szekvencidkat hasznéltak a sejtmentes
rendszerben. A kidolgozott rendszer lehetévé tette, hogy a riboszéma koét6djon ahhoz a tRNS-hez,
amely komplementer a kodonnal. A kisérletben egyszerre egy aminosavat jeldltek (radioaktivan), majd
a keveréket egy filteren eresztették at. A filteren a szabad tRNS-ek atjutottak, azonban a riboszéma, a
hozza ko6tédott triplettel mar fennmaradt a filteren. Ha radioaktivitast detektaltak a filteren, akkor a
megfeleld aminosavat adtak a rendszerhez. Ennek a mddszernek a segitségével lehetévé valt az
mMRNS tripletek altal kddolt aminosavak meghatarozasa (lasd eléadasabra).

Az univerzdlis kodszétar tartalmazza mind a 64 lehetséges mRNS kodont és a hozzajuk tartozé
aminosavakat. Ha a kddszotarban pl. az UGC kodont szeretnénk leforditani, akkor elészér az elsé
bet(it kell megkeresni (U) a bal oldali sorban. Ezutan kdvetni kell sort jobbra, amig el nem érjik a ma-
sodik betit (G), amit a felsé sor jeldl. Ezt kdvetéen meg kell keresni az aminosavat, ami a harmadik
betlihoz (C) tartozik (lasd el6éadasabra). Hasonl6 aminosavakat hasonld kodonok kédolnak, igy a ha-
sonl6 tulajdonséagokkal rendelkez6 aminosavak csoportokba rendezédnek a szoétarban (bazikus, sa-
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vas, hidrofob, poléaros). Altalaban az elsé két betii elegendé az aminosav meghatarozasahoz. A gene-
tikai kod ezen tulajdonsagéat tRNS l6tydgésnek nevezzik (lasd tRNS-ek tovabbi részletekért).

Second Second
letter letter

phenylalaline serine tyrosine cysteine
(Uuv) (ucu) (UAU) (UGU)

phenilalaline serine tyrosine cysteine
(UUC) (Ucc) (UAC) (UGC)

leucine serine STOP STOP
(UUA) (UCA) (UAA) (UGA)

leucine serine STOP tryptophan
(UUG) (UCG) (UAG) (UGG)

leucine proline histadine arginine
(CuU) (Ccu) (CAU) (CGU)

leucine proline histadine arginine
(CuQC) (CcO) (CAC) (CGC)

leucine proline glutamine arginine
(CuA) (ccAa) (CAA) (CGA)

leucine proline glutamine arginine
(CUG) (Cco) (CAG) (CGG)

isoleucine theorine asparagine serine
(AUV) (ACU) (AAU) (AGU)

isoleucine theorine asparagine serine
(AUC) (ACC) (AAC) (AGC)

isoleucine theorine lysine arginine
(AUA) (ACA) (AAA) (AGA)

methione

(AUG) theorine lysine arginine
START (ACG) (AAG) (AGG)

CODON

valine alanine aspartate glycine
(GUU) (GCL) (GAU) (GGU)

valine alanine aspartate glycine
(GUC) (GCC) (GAC) (GGC)

valine alanine glutamate glycine
(GUA) (GCA) (GAA) (GGA)

valine alanine glutamate glycine
(GUG) (GCG) (GAG) (GGG)
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A gének és a fehérjék kolinearitasat Charles Yanofsky fedezte fel. Yanofsky a triptofan szintaz enzi-
met vizsgalta, mely a triptofan aminosavat szintetizalja. Ez az enzim esszencialis a baktériumok néve-
kedéséhez Trp mentes koérnyezetben. A vizsgalathoz szubsztitliciés mutansokat (auxotr6fok) készitett,
melyek novekedéséhez Trp szilkséges. A genetikai rekombinacid segitségével (lasd Meibzis fejezet)
elkészitette a mutacidk genetikai térképét (lasd eléadasabra). Az 1950-es években mar elérhetd Uj
technikak révén meghatérozta a mutans fehérjék szekvenciajat, hogy meghatarozhassa, hogy a DNS
szekvenciaban 1évd mutacid, hogyan érinti az aminosav szekvenciat. Az eredmények azt mutattak,
hogy a valtozasok kolinearisak. Minden mutéacié egyetlen aminosav valtozast okozott, vagyis minden
nukleotid csak egy kodonhoz tartozik: a genetikai kod nem éatfeds. Az eltéré pont mutacidk ugyanab-
ban a pozicioban mas-mas aminosavakat eredményezhet a termékben.

A genetikai kod jellegzetességei

1. Specificitas: a genetikai kod specifikus, mivel egy specifikus kodon mindig ugyanazt az
aminosavat kédolja

2. Univerzalitas: a genetikai kéd univerzalis, mivel minden organizmus, prokariotak és
eukariotak egyarant ugyanazokat a kodonokat hasznaljak (kivételeket lasd a csillagozas
alatt*).

3. Degeneraltsag: a genetikai kéd degeneralt, mivel minden kodon csak egy aminosavat ko-
dol, viszont egy aminosavat tébb kodon is kédolhat pl. az argininnek 6 kildnb6z8 kodonja
van.

4. A kod triplet: minden harom nukleotidbdl allé kodon az mRNS-ben kddol egy aminosavat.

5. Vessz6 mentes: az mRNS-t a riboszéma harom bazisonként olvassa le, anélkiil, hogy ki-
hagyna egyetlen bazis is.

6. Nem atfedé/egyértelm(i: minden nukleotid csak egy triplet tagja és csak egyszer olvassa le
a riboszéma a transzlacié sorén.

7. A kodok kozoétt van start €s stop szignal is: az AUG az altalanos start kodon, ami a szabad
leolvasasi keretet jel6li Ki.

8. A stop szignalok olyan kodonok, melyekhez nem tartoznak tRNS molekulak: nonszensz
vagy lanc terminaciés kodonok; altalaban harom stop kodon létezik: UAG, UAA, and UGA

11.2. A RIBOSZOMA SZERKEZETE ES FUNKCIOJA

Bevezetés

A citoplazméban vagy a durva felszini endoplazmas retikulum felszinén talalhaté riboszomak az
lakbdl és fehérjékbdl épulnek fel. Az RNS molekulak meghatarozott minéségben és mennyiségben
kapcsolodnak kiilénb6zé fehérjék csoportjahoz. Minden riboszéma két, eltéré méretli alegységbél épil
fel.

" Univerzalitas

Az els6 kivételeket az univerzalitas alél a mitokondriadlis mRNs-ben talaltdk meg. A human mitokondriumban pél-
daul az UGA kodon triptofant kddol a stop kodon helyett, az AUA izoleucin helyett metionint kédol, valamint az
AGA és az AGG kodonok stop kodonként funkcionalnak és nem argigint kodolnak (lasd eléadas abra). A névé-
nyek genetikai kddjai univerzalisak, azonban talaltak kivételeket a protisztak és a gombak nuklearis DNS-ében.
Ezekben az organizmusokban a start kodon lehet mas is, mint AUG, de az els6 aminosav mindig metionin (lasd
eléadas abra).
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Prokariotak

A baktériumok nagy (50S) riboszémalis alegysége két RNS molekuldbdl és hozzavetélegesen 34 ki-
I6nb6z6 fehérjébdl épll fel. A bakterialis sejtek kis riboszomalis alegysége (30S) egy RNS molekulat
és 21 kulénb6zb fehérjét tartalmaz (lasd el6adas abra). A riboszoma alegységek szedimentaciés koef-
ficiensét Svedberg egységben (S) adjuk meg. A szedimentacios allandé egy komponens centrifugalas
soran torténd llepedését mutatja, mely egyarant fligg a molekula tomegtél és a komponens 3D szer-
kezetétdl. A prokariota riboszoma szedimentaciés koefficiense 70S.

rRNS tipusa |Nukleotidok szama Alegyseg’
elhelyezkedése
16S 1,542 30s
5S 120 50S
23S 2,904 50S

Funkcionalis 30S bakteridlis riboszéma alegységet in vitro lehet késziteni a kis alegységben talalhaté
riboszémalis RNS és a 21 tisztitott fehérje dsszekeverésével. A kis alegység komponensei tartalmaz-
zak az dsszes olyan informéaciot, ami az alegység dsszeszerel6déséhez sziikséges. A kis alegység
legaldbb egy fehérjéjének egyetlen feladata a riboszéma Osszeszerelésének iranyitadsa. Ennek a fe-
hérjének a hidnydban az 6sszeszerel6dési folyamat lassul a reakcié elegyben, de nem gatolja a telje-
sen funkcionalis riboszémak képzédését. A bakterialis riboszoma nagy alegységét szintén fel lehet
épiteni in vitro az alkotéelemeibdl. Az E. coli baktériumnak hét rRNS génre van sziiksége, hogy a sejt
szamara megfelel6 mennyiségi riboszémat tudjon felépiteni.

Az rRNS jelentésége

A riboszémalis RNS-eket kodold gének a legjobban konzervalt gének kdzé tartoznak minden sejtben.
A prokariota és az eukariéta riboszémak kozotti kildnbségek lehetdvé tették, hogy olyan antibiotiku-
mokat allitsunk el6, melyek megszintetik a bakteridlis fert6zést, anélkil, hogy a fert6zott személy
sejtjeit karositanak (Lasd Antibiotikumok fejezetet tovabbi részletekért).

Eukariotak

Az eukariota sejtek tobb millio két alegységbdl allo riboszémat tartalmazhatnak. A nagy alegység, a
60S alegység 49 riboszomalis fehérjébdl, és a 28S rRNS valamint, 5,8S rRNS molekulakbdl épiil fel. A
kis alegység, 40S, 33 riboszémalis fehérjébdl valamint 18S rRNS molekulakbdl all (Iasd eléadas abra).
A ribosz6mék szama olyan magas az eukariéta sejtekben, hogy az RNS molekulak tébb mint 80%-a
rRNS. Az rRNS-t kddold DNS szekvenciak tdbb szazszor ismétlédnek a genomban. A human sejtek
hozzavetblegesen 200 rRNS gént tartalmaznak a haploid genomban, melyek kisméreti klaszterekbe
rendezédnek 6t kildnb6z6 kromoszéman. A riboszoma O6sszeszerelédése az rRNS molekulak szinté-
zisétdl és érésétdl fligg (lasd Transzkripcio fejezetet tovabbi részletekért). A riboszomalis RNS-t kédo-
|6 DNS, az rDNS a genomban egy vagy néhany régiéban csoportosul. A human genomban 6t rDNS
klaszter talalhatd. Ezek a klaszterek a sejtmagi struktdrakban tdmoriinek, melyeket sejtmagvacskanak
(nukleolusz) nevezink. A sejtmagvacska nagy része naszcens riboszomalis alegységekbdl all, ezek
okozzak a magvacska granularis megjelenését.
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rRNS tipusa N”E'ZZ?:S > elhgljgzy:eédgése
18S 1,900 40S
5 120 60S
5.8S 156 60S
285 4,700 60S

Az 5S rRNS 120 nukleotid hosszlUsagu és a 60S alegység része. Az eukaridtdkban az 5S rRNS mole-
kulakat nagyszdmu azonos gén kodolja, melyek elkuldnilten helyezkednek el a tdbbi rRNS géntél a
nukledluszon kivil. Az 5S rRNS a nukledluszba transzportalédik, ahol a tébbi komponenssel egyiitt
felépil a riboszéma alegység. Az 5S rRNS géneket az RNS polimeraz lll irja at. Ez a polimeraz egyedi
a harom polimeraz kézott, mivel képes a célgén belsd promodteréhez kotddni (a promoter az atirando
szakaszban helyezkedik el) (lasd Transzkripci6 fejezet).

Az eukariéta riboszémat nem lehet a komponenseibdl in vitro el6allitani. Ez azt jelenti, hogy az 6ssze-
szerel6déshez szikséges informaciok az érett riboszéma komponenseiben mar nem elérheték. Csak
a prekurzor rRNS molekuldk tartalmazzék a szikséges informaciot.

Riboszdéma biogenezis

A riboszéma rRNS molekulakbdl és fehérjékbdl épll fel. A riboszoma fehérje komponensei a citop-
lazmaban szintetizalédnak. A fehérjék innen széllitddnak a sejtmagba a nuklearis pérusokon keresz-
tul, majd a nukledluszba vandorolnak, ahol az érett rRNS molekuldkkal kapcsolodva létrehozzak a
riboszéma alegységeket. A riboszémalis RNS-ek a a nukledluszban irddnak at, kivételt képez az 5S
rRNS, ami a sejtmagban szintetizalddik. A szintézist kdvetéen az 5S rRNS molekuldk a magvacskaba
szallitédnak. A naszcens RNS transzkriptumok egyéb részecskékkel asszocialédnak. Ezek a
partikulumok RNS-bél és fehérjébdl felépiild komplexek, amik a rRNS prekurzorok atalakitasat segitik
a végso6, érett formava, és 6sszeszerelik 6ket alegységekké. A riboszémalis RNS el68szor egy 45S pre-
rRNS-ként szintetizalodik a magvacskaban, bels6 és kiilsé atirt szétvalasztd szakaszokkal (ITS/ETS)
(lasd el6adas abra). A kovetkezd Iépésben az RNS mdédositdé enzimek a felismerési szekvenciakhoz
kotddnek az iranyitdé RNS-ek segitségével (RNS-RNS duplex jon Iétre). Ezek az iranyitdo RNS-ek az
un, kis nukleolaris RNS-ek (snoRNS), melyek fehérjékkel komplexet képezve hozzak létre a kis
nukleoléris ribonukleoprotein komplexeket (snoRNP). Az RNS-hez kot6détt snoRNS az RNS-hez ira-
nyitja a maédosité enzimet (metilaz vagy pszeudouridilaz) és létrehozza az snoRNP-t, igy mddositva
egy meghatarozott nukleotidot a pre-rRNS-ben. Hozzavetélegesen 200 kilonbdzd snoRNS létezik,
egy minden mddositandd pontra a pre-rRNS-ben, ami vagy metilalodik vagy pszeudouridilalodik (lasd
Transzkripci6 fejezet). A ribosz6ma alegységek a sejtmagban épiilnek fel, majd a citoplazmaba expor-
talédnak. A riboszoma alegységei (kis,- és nagy) a citoplazmaban kapcsolédnak dssze.
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A riboszéma tipusai
(lasd Sejtorganellumok és Fehérje transzport fejezeteket)

1. Szabad riboszoma:
= csak a citoplazméaban mozoghatnak
= a szabad riboszémakon termel8dé fehérjék a citoplazmaba kertilnek és a sejten belil
hasznalodnak fel
= adiszulfid hidakat tartalmazo fehérjéket szabad riboszoméak nem tudjak létrehozni (a
citoszol redukald kornyezet)

2. Membranhoz kotott riboszoma:
= Durva felszinl ER
= a polipepdid lancok ER-be iranyité szignal szekvenciaval rendelkeznek
= afelhasznéalas helyére transzportalédnak (organellumok, plazmamembrén)
= afehérjék exocitdzison esnek at- szekretalédhatnak (szekretoros utvonal)

A riboszéma RNS-ko6t6 helyei

A riboszéma négy kétéhellyel rendelkezik az RNS-ek szamara: egy az mRNS-t koti, harom pedig a
tRNS-eket, ezek az A-hely (aminoacil), P-hely (pepidil) és az E-hely (exit) (lasd eléadas abra). A tRNS
molekula csak akkor tud szorosan két8dni az A és P helyekhez, ha az antikodon bazisai komplemen-
terek az mRNS kodonjanak bazisaival. Az A és P hely elég kézel helyezkedik el egymashoz ahhoz,
hogy a hozzajuk kotddott két tRNS molekulat az mRNS egymas melletti kodonjaihoz kdsse. A ribo-
szoma ezen tulajdonsaga tarja fenn a helyes leolvasasi keretet az mRNS molekulan.

A riboszéma A helye egy aminoacil-tRNS-t kot meg (egy aminosavhoz két6dé tRNS). Az Uj aminosa-
vat hordoz6 aminoacil-tRNS NH2 csoportja megtamadja a peptidil-tRNS (P helyen lévé tRNS) karboxil
csoportjat. A peptidil-tRNS hordozza a névekedd peptidlanc utolsé6 aminosavat. A két aminosav k6zott
lezajl6é reakciot peptidil transzferaz reakcidnak hivjuk. Az utols6 aminosavon l6gé tRNS az E helyre
vandorol, az A helyen lévé aminoacil-tRNS pedig a P helyre (lasd Traszlacié fejezet).

Transzfer RNS-ek
(lasd Transzkripcié és RNS processzalddas fejezeteket)

A tRNS molekulak szallitjak az aktivalt aminosavakat a riboszdmahoz. A riboszoéma azt a tRNS-t koti
meg, aminek az antikodonja komplementer az mRNS kodonjaval.

1. Atranszfer RNS molekulakat ismétlédé DNS szekvenciak kodoljak (egy tipusu tRNS-t
szamos, a kromoszémakon szétszoért gén kodol).

2. A humén genom kb.1300 tRNS gént tartalmaz.

Ezek a gének kis klaszterekbe témoriilnek szétszérva a genomban.

Py

w

DNS szekvencia tobb klaszterben is megtalalhato.

5.  AtDNS hossz(, at nem irodé elvalaszté szakaszokat tartalmaz a kédolo szekvencia elemei
kozott.

6. AtRNS-eket az RNS polimeraz lll irja at (belsé prométer).

7. A1tRNS elsédleges transzkriptuma hosszabb, mint a végleges termék (tRNS érés).

8. Szamos bazis moédosul. Ritka bazisok: pszeudouridin, ribotimidin, metilinozin, inozin,
dimetilguanozin, metilguanozin, dihidrouridin.

9. pre-tRNS processzalédas: endonukleaz enzim, ribonukleaz P

10. Az aminosav a tRNS 3’ végéhez kapcsolodik

11. AtRNS hossza 73 és 93 nukleotid k6z6tt mozog.



GENETIKAI KOD, RIBOSZOMAK, TRANSZLACIO ES SZABALYOZASA

12. Arritka bazisok enzimatikus médositasok utjan jonnek létre a négy standard nukleotidbdl
(poszttranszkripciés modositas).

13. A tRNS molekuldkban vannak olyan szekvencia részletek, melyek komplementerek a mo-
lekula més részeivel — a masodlagos szerkezet egy I6heréhez hasonlit (lasd eléadas ab-
ra).

14. Minden tRNS-nek van egy CCA tripletje a 3’ végen.

15. Eukariétakban a CCA triplet enzimatikusan adédik a 3’ véghez.

16. AtRNS harmadlagos szerkezete L-alaku (lasd &bra).

17. Az antikodon a tRNS kézépsd hurkan taldlhaté (lasd eléadas abra). A k6zépsé hurok hét
nukleotidbdl all; a k6zépsé harom az antikodon. Az aminosav a tRNS ellenkez6 végéhez
kotédik.

18. tRNS I6tydgés: a tRNS képes felismerni az eltér6 harmadik bazissal rendelkez6 kodonokat
is (tobb kodon képes igy ugyanazt a tRNS-t hasznalni; kevesebb tRNS molekula sziiksé-
ges a 61 kulénb6zd kodonhoz- Iasd el6adas abra).

Aminosav aktivacio

Az aminosavak kovalensen kapcsolédnak a megfelel6 tRNS-ek 3’ végéhez. Ezt a kovalens kotést az
aminoacil-tRNS szintetdz enzim (aaRS) hozza létre (lasd el6éadas abra). A human sejtekben 20 eltérd
aminoacil-tRNS szintetdz enzim talalhatd, minden aminosavra egy. Minden szintetdz a megfelel6 ami-
nosavat kapcsolja a tRNS-hez. Az aminoacil-tRNS szintetaz képes felismerni az 6sszes tRNS-t, és
kizarja a tobbi aminosavhoz tartoz6 tRNS-t. A kotési folyamat elsé Iépése egy ATP hidrolizise, ami
aktivalja az aminosavat, ugy hogy létrehoz egy adenilalt aminosavat, ami képes az enzimhez k&tédni.
A masodik |épés az aminosav tRNS 3’ végéhez valb szallitasa. Az elsé reakcidban Iétrejott PPi Pi-vé
hidrolizalédik, ami a reakciot az S aminoacil-tRNS és az AMP termelése fele tolja. Az aminosav akti-
vacié specificitasa kritikus pontja a transzlacié pontossaganak, a megfelel6 antikodonnak kell a
kodonhoz kapcsolédnia. Ennek oka, hogy a riboszéma csak a tRNS antikodonjat ,latja” a transzlacié
soran. igy a riboszéma nem képes kiildnbséget tenni az azonos antikodonnal rendelkezé, de eltéré
aminosavval kapcsol6do tRNS-k kézott. Ha a tRNS a nem megfeleld aminosavat hordozza, akkor is
beépll a nbévekvé aminosav lancba, ugy mintha a megfeleld lenne (mivel az antikodon komplementer
a kodonnal).

11.3. A TRANSZLACIO FAZISAI ES SZABALYOZASA

A fehérje szintézis |épései
Iniciacio

= Az mRNS a 30S alegységhez kapcsoladik.

= Az elsd tRNS a riboszoméahoz érkezik és az mRNS-hez kapcsolddik a komplementer
kodonnal.

= A ko6tédés valtja ki az 50S alegység 30S alegységhez kotédését.

Elongécié

= Az elsd tRNS az A helyhez kapcsolédik.

= A kovetkezd tRNS érkezésekor az A helyen Iévé tRNS a P helyre vandorol
= A masodik tRNS az A helyre kétédik.

= Kialakul a peptidkotés a tRNS-ek altal szallitott két aminosav kdzott.

= A masodik tRNS a P helyre vandorol.

= Ariboszéma kész a kdvetkez6 tRNS fogadasara és a folyamat folytatédik.
= Minden tRNS egy Ujabb aminosavat ad a névekvé peptid lanchoz.
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Terminacio

= Ariboszédma végighalad az egymas utan kévetkez6 nukleotid tripleteken.
= Amikor a riboszéma eléri a stop kodont, a peptid lanc szintézise befejezddik.
= Az utolsé tRNS levalik a riboszémardl, elkésziilt a polipeptid lanc.

Poliriboszémak

A riboszémak és a mRNS komplexét poliriboszémanak vagy poliszdmanak nevezzik (lasd el6adas
abra). Minden egyes riboszéma az alegységeibdl dsszeszerel6dik a start kodonnal, majd végigmegy
az mRNS-en a molekula 3’ vége fele, amig eléri a stop kodont. Amikor a ribosz6ma a masodik kodon
fele mozdul az mRNS-en, akkor egy masik riboszéma kapcsolddik az iniciaciés kodonhoz (AUG) és
elkezdi a transzlaciét. A poliriboszéméak novelik a fehérjeszintézis ratajat, mivel egy mRNS molekulat
szimultdn egyszerre tobb riboszéma ir at fehérjévé. A poliszoma az ER membran felszinén jon létre
hurok vagy spiral alakzatban.

Prokariota transzlacio

A fehérje szintézis a legkomplexebb folyamat a sejtben. Az mRNS-ben tarolt informaciékat a transzfer
és a messenger RNS bazisparjaialtal Iétrehozott komplementer szekvenciai dekédoljak. A fehérje
szintézishez szilkséges molekulak a tRNS, mely aktivalt aminosavat szallit (aminoacil-tRNS), ribo-
széma, mRNS, kilonb6z6 faktorok (fehérjék), kationok és GTP molekulak, melyek energiat szolgéltat-
nak a transzlaciéhoz.

Iniciacio

= A transzlacio az iniciacios kodonnal, AUG, kezd&dik, ez helyezi a riboszémat a megfeleld le-
olvasasi keretbe.

= AKkis alegység (30S) ismeri fel a start kodont, az AUG-t az mRNS-en.

= A Shine-Delgarno szekvencia segit a start kodon felismerésében.

= A Shine-Delgarno elem a prokariota policisztronos mRNS iniciator AUG kodonjanak 5’ végén
helyezkedik el. Ez az elem komplementer a prokariota riboszoma 16S rRNS 3’ végének ko-
zelében lévé szekvenciaval (Iasd eléadas abra).

= Az AUG az egyetlen metionint kodolé triplet.

= Mindig a metionin az els6é aminosav a naszcens polipeptid lanc N-terminalisan.

= Baktériumokban az inicidcids metionin formilalt metionin, amit N-formilmetioninnak neve-
zunk. A formil csoport a metionin amino csoportjahoz adédik hozza. Ezt a folyamatot a
metionil-tRNS formiltranszferaz katalizalja. A médositas csak azutan kdvetkezik be, hogy a
metionin hozzakotédik a tRNS™® molekulahoz, amit az aminoacil tRNS szintetaz katalizal.

= Az elsd aminosav enzimatikusan lehasitodik a fehérjérél. A hasitédst a metionin
aminopeptidaz enzim végzi.

= Két metionint szallité tRNS molekula van, az egyik csak a formilmetionin szamara, egy pedig
a lanckozi metionin szamara.

= Az iniciaciéhoz un. iniciacios faktorok (IF) szikségesek.

= A prokariéta sejtek harom kulénb6z6 iniciaciés faktorral rendelkeznek: IF1, IF2 és IF3.

= |IF-ok a 30S alegységhez kapcsolédnak.

= IF1linditja el a 30S alegység mRNS-hez val6 kétédését, és gatolja az aminoacil-tRNS hibas
helyhez valo kétédését.

= IF2 egy GTP-kéts fehérje, ami az els6 aminoacil-tRNS bekdtédéséhez szikséges.

= |F3 gatolja a nagy alegység (50S) id6 elétti kapcsolédasat a 30S alegységhez.
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Az iniciacio folyamata

(lasd el6adas abra)

1. A 30S riboszémalis alegység az mRNS AUG iniciaciés kodonjahoz kapcsolddik, ehhez
szikséges az IF1 és IF3.

2. IF2-GTP hozzakapcsolddik a kis alegységhez.

3. A formilmetionin-tRNS™® hozzakétédik az mRNS-hez az IF2-GTP-n keresztil.

4. Az 50S alegység csatlakozik a komplexhez, az IF1 és IF3 levalik, a GTP hidrolizalodik, vé-
gul az IF2-GDP is elhagyja a komplexet.

5. Aziniciator tRNS a riboszéma P helyére kétodik.

6. A kovetkezd tRNS az A helyhez kapcsolodik.

Elongécié

(lasd el6adas abra)

Az iniciator tRNS a P helyhez kétédik.

A riboszéma kész a kévetkez6é aminoacil-tRNS fogadaséara az Gires A helyen.

Két elongécios faktor sziikséges a folyamathoz: EF-Tu és EF-G, mindketté GTP-kotd fehér-
je.

EF-Tu-GTP iranyitja az aminoacil-tRNS-t az A helyre a riboszéman.

A riboszomaban térténé konformacié valtozas kdvetkeztében a tRNS tovabbra is kétédik az
MRNS-hez a fordité kézpontban.

A GTP hidrolizalédik és a Tu-GDP komplex felszabadul a riboszémarol.

A peptidil-transzfer helyen belll az A és a P hely egyméshoz nagyon kozel helyezkedik el
(lasd eléadas abra).

Kialakul a peptidkotés a két aminosav kozott (A és P hely).

Az A helyen Iévé aa-tRNS amin nitrogénje nukleofil tamadast végez a P helyen lévé tRNS-
hez k6t6dé aminosav karbonil szénatomjan

A peptidkotés kialakuldsa spontan, energia felhasznalasa nélkil megy végbe.

A reakciot a peptidil transzferdz enzim katalizalja, mely a nagy alegység egyik komponense.
A tRNS deacetilalodik a P helyen.

A riboszéma harom nukleotidonként halad elére az mMRNS-en 5’3’ irdnyba.

EF-G-GTP a nagy alegységhez kotédik.

A GTP hidrolizalédik.

A dipeptid transzlokalédik: a deacetilalt tRNS és a peptidil-tRNS az E és a P helyekre vando-
rol.

A riboszéma az mRNS masodik kodonjahoz kapcsolodik hidrogén-kotésekkel.

EFG-GDP levalik a riboszomarol.

A deacetilalt tRNS levalik a riboszémardl és az Uj aminoacil-tRNS belép az A helyre a kdvet-
kez6 elongaciés ciklusban.

A naszcens polipeptid a nagy alegységben lévé kijarati csatornan keresztil hagyja el a ribo-
szomat (lasd eléadas abra).

Terminacio

(lasd el6adas abra)

A riboszéma eléri a stop kodont (UAA, UAG vagy UGA)

A stop kodonnak nincs tRNS megfelelgje.

.Felszabaditd” faktorok (RF-release factor) sziikkségesek a folyamathoz.

Ezeket a faktorokat két csoportba lehet sorolni: I-es tipusu RF-ek felismerik a stop kodont az
A helyen; Il-es tipusu RF-ek GTP-k6t6 fehérjek.
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A baktériumoknak két I-es tipusu RF-je van: RF1 az UAA és az UAG stop kodonokat ismeri
fel, az RF2 az UAA és az UGA stop kodonokat ismeri fel.

RF1 vagy 2 belép a ribosz6ma A helyére és kézvetlen kapcsol6dik a stop kodonhoz.

A tRNS-t a naszcens polipeptid lanchoz kot6 észter kétés hidrolizalédik.

A kész polipeptid lanc levalik.

A ll-es tipust GTP-k6td RF3 hidrolizalja a GTP-t ezaltal az I-es tipusu RF levalik az A hely-
rél.

A deacetilalt tRNS elhagyja a P helyet.

Az mRNS disszocial a riboszémaral.

A kis- és nagy alegységek szétvalnak a folyamat végén.

Eukaridta transzlacio

Az eukaritta transzlacio komplexebb folyamat, mint a prokariétak esetében. Tébb szabalyoz6 faktort
igényel, ezdltal a teljes folyamat sokkal precizebben megy végbe.

Iniciacio

Az els6 kodon az mRNS-en metionint kédol (AUG).

Az eukariotaknal az iniciator metionin altalaban az els6 AUG, amit a riboszéma felismer.
Altalaban specifikus szekvencia hatarolja az AUG kodont, ami segiti a riboszémat az AUG
kodonok diszkriminacitjaban.

Ez a szekvencia az AIGCCA/GCCAUGA/G a legtébb mRNS-ben.

Az els6 aminosavat az un. iniciator tRNS szallitja, ami kiilonbézik a lanckdzi metininokat
szallitd tRNS-t6l.

Az iniciator tRNS a kis alegységhez kotédik.

Az eukariota sejtek legalabb 12 iniciacids faktort igényelnek, ezek kdzul néhany elF (pl.
elF1, elF1A, elF5 és elF3) a 40S alegységhez kotédik, ami ez altal képes az mRNS megko-
tésére (lasd lenti tablazat).

Iniciacids faktor Aktivitas

elF-1 a met-tRNS pozicionalasa, az mRNS koétés elésegitése

heterotrimer G-fehérje a, B és y alegységekbdl all; harmas komplex
elF-2 létrehozasa: elF2-GTP + iniciator metionin tRNS (met-tRNSimet);
AUG-dependens met-tRNSimet kotédés a 40S alegységhez

elF-2B (GEF-nek is nevezik)
guanin nukleotid kicserélési
faktor, 5 alegységbdl éplil
fel: a, B, v, 0, €

GTP/GDP kicserélédés az elF-2 Ujrahasznositasakor; az alegységeket
kodol6 gének: EIF2B1-EIF2B5, barmelyikben bekdvetkezd mutacio
sulyos autoszomalis recessziv neurodegenerativ betegséget okoz:

leukoenkefalopatia-fehérallomany degeneracio

elF-3, 13 alegységbdl épil [kdvetben; elF-3e és elF-3i alegységek overexpressziéjuk soran transz-

Riboszéma alegység disszociacio a 40S alegységhez valo kotédését

fel formaljak a normal sejteket, elF-3A overexpressziot szamos human
rékban kimutattak
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Iniciacids faktor Aktivitas

Iniciacids faktor komplex,
gyakran elF-4F-ként emle-
getik, 3 els6dleges alegysé- | mMRNS kotése a 40S alegységhez, ATPaz-dependens RNS helikaz
ge van: elF-4E, elF-4A, elF- aktivitas, kapcsolat a poliA farok és a sapka struktira kozott
4G és legalabb két tovabbi
faktor: PABP, Mnk1

Megkéti a poliA farkat az mRNS-en, és kapcsolédasi pontot ad az elF-

PABP: poliA-k6t6 protein 4G-nek

Mnk1 és Mnk2

o, elF-4E foszforilacidja noveli az asszociaciot a sapka struktiraval
elF-4E kinazok ) P

elF-4A ATPaz-dependens RNAS helikaz
olF-4E 5' sapka felismerés; gyakran overexpresszalt human rakokban, elF-4E
gatlasa az anti-tumor terapiak egyik f6 célpontja
Amikor a defoszforilalt 4E-BP az elF-4E-hez kotddik, gatolja annak
AE-BP (PHAS) 3 ismert for- aktivitasat, 4E-BP foszforilacija altalaban valamilyen névekedési
ma stimulus hatasara kovetkezik be, ez pedig az elF-4E felszabadulasa-

hoz és emelkedett transzlacio iniciacios ratahoz vezet

Scaffoldként szolgdl az elF-4E és -4A 6sszekapcsolodasahoz az elF-
elF-4G 4F komplexben; interakcio a PABP-vel lehetévé teszi az mRNS 5'- és
3'-végeinek interakciojat

elF-4B Helikaz stimulalasa, szimultan koétédik az elF-4F-hez
elF-5 elF-2 és elF-3 felszabaditasa, riboszoma-dependens GTPaz
elF-6 Riboszéma alegység disszociacio

= Az iniciator tRNS belép a P helyre az elF2-GTP-vel asszociadlédva

= AKkis riboszémalis alegység az iniciaciés faktorokkal (elF1, 2 és 3) és a toltdtt tRNS-sel al-
kotja a 43S preiniciaciés komplexet

= A preiniciaciés komplex talalja meg az mRNS 5’ végét.

= Az mRNS az iniciaciés faktorokkal egyttt szintén komplexet képez: az elF4E hozzakétodik
az mRNS 5’ sapka strukturajahoz; az elF4A (helikaz) végigmegy az mRNS 5’ végén, meg-
sziintetve a kétszalu régidkat, amik ellenkez8 esetben gatolnak a preiniciaciés komplex
mozgasat az mMRNS-en; az elF4G 6sszeko6to fehérje az 5 sapka és a 3’ poliadenilalt farok
kozott (Iasd eléadas abra).

= A 43S komplex ismeri fel az AUG iniciacios kodont.

= Az elF2-GTP hidrolizalédik.

= Az elF2-GDP a t6bbi iniciacios faktorral egyutt levalik a kis alegységrol.

= A nagy alegység (60S) kapcsolddik a kis alegységgel (elF5)

= Az elF3 komplex felelés a harmas komplex kialakitasaért (elF-2-GTP-met-tRNAimet) és a
43S preiniciaciés komplex (PIC) kialakulasaért.

= A 80S iniciaciés komplex kialakulasahoz sziikséges energia az elF2-h6z kapcsolédé GTP
hidroliziséb6l szarmazik — elF2-ciklus
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Az elF2-ciklus

(lasd el6adas abra)

A ciklus részei a GTP-t kot6 elF2 regeneracidja az iniciaciokor bekdvetkezé GTP hidrolizis
utan

A GTP hidrolizise biztositja az energiat a teljes riboszéma 6sszeszerelédéséhez.

Minden egyes iniciaciés Iépésben az elF2-h6z kotétt GDP-t GTP-re kell cserélni.

A cserét az elF-2B végzi, amit guanin nukleotid kicserél6 faktornak (GEF) is nevezlnk.

A ciklus foszforilacié utjan szabalyozédik (elF2a kindzok)

A kinazok foszforildljak az elF-2 a- alegységeét.

Amikor az elF-2 foszforilalt a GDP-t koté komplex stabil allapotban van, és GTP csere gatolt
(iniciacié gatlodik).

Az elF-2B szorosabban kotédik a foszforilalt elF2A-hoz, igy lassitja a nukleotid kicserélédést
Az eml6s sejtekben négy elF-2a kinaz van.

Minden elF-2a kinaz tartalmaz egyedi regulatoros doméneket, amik szamos indukalé agens-
sel képesek kapcsolatba Iépni, melyek kulénbdz6 stressz kivaltoé folyamatok soran
(endoplazmas retikulum stressz, tapanyag stressz, virus infekcio, és eritrocitaknal pl. hem
deficiencia) keletkeznek.

Ezek a kindzok szabdalyozzak az eukariéta sejtek globalis transzlaciojat.

Elongéacié

Az iniciator tRNS a P helyhez kotédik.

A riboszoma kész a masodik aminoacil-tRNS fogadaséra a felszabadult A helyen.

Két elongacids faktor sziikséges a folyamathoz, eEF1 és eEF2, mindketté GTP-kotd fehérje.
Az elongacié ciklikus folyamat.

Minden beérkezd aminoacil-tRNS-t egy eEF1a-GTP komplex kisér.

A tRNS az A helyre kapcsolddik, a GTP hidrolizalddik és az eEF1a-GDP komplex levalik.
GDP-nek mindenképpen GTP-re kell cserélédnie, melyet az eEF 1By katalizal.

A P helyen a tRNS-hez kapcsolodd aminosav athelyez8dik az A helyen Iévé aminoacil-tRNS
amino csoportjara

A peptidkotés kialakulaséat a peptidil transzferdz enzim katalizalja, a reakciot
transzpeptidaciénak nevezzik.

Az A helynek fel kell szabadulnia ahhoz, hogy a kévetkezé aminoacil-tRNS-t fogadhassa.

A transzlokaciot az eEF2 katalizalja GTP hidrolizisével (konformacié valtozast okoz a faktor-
ban).

A riboszoma tovabb mozdul az mRNS-en a kdvetkezé kodonra.

A transzlokaciot kovetéen az eEF2 felszabadul a riboszémardl.

A transzlokaciot az eEF2 foszforilacidja szabalyozza. Ha foszforilalt, akkor az enzim inaktiv.
Az eEF2 foszforilaciéjat az eEF2 kinaz enzim végzi el (eEF2K).

Az eEF2K enzimek szintén foszforilacioval szabalyoz6dnak, de ebben az esetben a
foszforilacié aktivélja az enzimet (kinaz — aktiv eEF2K — eEF2 inaktiv)

Az eEF2K kinazok: mTOR (mammalian target of rapamycin), AMPK (AMP-aktivalt protein
kinaz)

Minden elongéacids ciklusban legaldbb két GTP molekula hidrolizise zajlik: egy az aminoacil-
tRNS szelekcibjakor, és egy a transzlokacié soran.

Utolsé 1épés: A deacetilalt tRNS levdlik a riboszémardl (szabad E hely).

Terminacié

.Felszabadité” faktorok szikségesek hozza.
Az eukariotaknak csak egy darab I-es tipust RF-je van, az eRF1, ami mind a harom stop
kodont felismeri (lasd prokari6ték a tovabbi részletekért).
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Az eRF1 belép az A helyre és kozvetlenil kapcsolddik a stop kodonhoz.

A tRNS-t a naszcens polipeptid lanchoz kétd észter kotés hidrolizalddik.

A kész polipedtidlanc levalik.

A ll-es tipusu RF, az eRF3, GTP- k6t6 fehérje; a GTP hidrolizise utan az eRF1 levalik az A
helyrél.

A deacetilalt tRNS elhagyja a P helyet.

Az mRNS disszocial a riboszémaral.

A kis- és nagy alegységek szétvalnak a folyamat végén.






12. FEHERJEK TIPUSAI ES ANALIZISE

12.1. FEHERJEK TIPUSAI

A fehérjék a-aminosavakbdl allnak (azok polimerjei). Az él6 szervezetekben 25 féle aminosavat tala-
lunk, ebbdl 20-at a szervezet nem képes de novo eléallitni (esszencidlis).

Felirhato egy altalanos képlet az aminosavakra: ahol egy a szénatomo, karboxil csoportot, egy amino
csoprotot és egy R-rel jeldlt szénhidrat oldallancot talalunk.Az aminosavak ebben az R oldallancban
térnek el egymastol.

H  H COOH
| I 1
H—N——C—-C—OH H,N e  ~H
' F
/ R \ . R
Aminocsoport Karboxilcsoport

oL szénatom

Minden amino- és karboxil csoport protonalédhat és deprotonalédhat. Az aminosavak ezek miatt a
csoportok miatt rendelkeznek amfoter tulajdonsagokkal, ez azt jelenti, hogy savakkal szemben gyenge
bazisként, bazisokkal szemben gyenge savként viselkednek. Azt a struktarat, amikor mind a karboxil-,
mind az aminocsoport toltott, ,ikerionos” szerkezetnek nevezziik.

Az aminosavak peptid kétéssel kapcsolddnak egyméashoz: egy vizmolekula kilépése kdzben.

Ry R1

H\ | /O | /0
N—C—C

P +H\N—C—C\
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H\N—cl—c// Tl ©
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H | OH
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A sejtekben ez a kétés a riboszomakon jon létre. RNS molekulak képesek enzimekként viselkedni
(ribozimek), riboszémakban peptidiltranszferaz RNS enzimek hozzak létre a peptid kotést. (Néhany
antibiotikum ezeket az enzimeket képes gatolni baktériumokban, pl.: makrolidok, vagy kloramfenikol.)

A prokariétak 50S alegységében taldlhato 23S rRNS-e, az eukariétak 60S alegységének 28S rRNS-e
rendelkezik ribozim funkcidval.
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50 S subunit __—— amino acids

peptidil
transferase

30 S subunit

Felépités
Elsédleges szerkezet: az aminosavak szekvenciaja

Mésodlagos szerkezet: a polypeptidek adott szakaszanak altalanos 3-dimenzios szerkezete: a -hélix,
B-redd, p-kanyar, random szakaszok.

Harmadlagos szerkezet: a polypeptid lanc haromdimenzios struktdraja. (Ez irja le az atomok pontos
poziciéjat a 3D térben.) A harmadlagos szerkezetet kildnb6z8 kotések stabilizaljak:

CH, oI, Coo- S
CH, H H—0- NH; 5
diszperzios hidrogén kotés ionos kotés  diszulfid hid
kotés

A legerdsebb kotés a diszulfid hid.

Negyedleges szerkezet: csak abban az esetben beszélhetiink réla, ha tébb polypeptid lanc épiti fel a

Alak
(Emlékeztetd: a harmadlagos szerkezet jelenti a fehérje geometrikus alakjat.)

Globularis fehérjék: (kozel) géomb alaku fehérjék, a polipeptid lanc(ok) 6ssegdombolyddottek, féleg en-
zimek és transzportfehérjék rendelkeznek ezzel a morfolégiaval, pl. hemoglobin globulinja.

Fibrillaris fehérjék: megnyult alakdak, kettesével, illetve harmasaval alkotnak fonalakat. Ink&bb statikus
funkcidkat toltenek be, szerkezeti merevitést szolgalnak, alakot adnak a sejteknek, illetve mechanikai
védelmet biztositanak. Pl.: a-keratin a kérdmben, hajban, bdérben, tollban, pataban; a kollagén az
inakban; vagy a fibroin a selyemszalakban. A fibrillaris fehérjék altalanosan rosszul oldédnak vizben.

Fehérjék oldédasa

A fehérjék oldédasa az aminosavak R oldallancatol fligg a fehérje feliletén: a hidroféb és hidrofil
oldallandok eloszlasa és mennyisége hatarozza meg ezt a tulajdonsagot. A fellletiikon tébb hidrofob
csoportot tartalmazo fehérjék kevésbé oldédnak jol vizben, mig a toltétt és polaris csoportok novelik a
fehérje vizoldékonysagat. A magas oldékonysagu/oldott fehérjék nagy mennyiségben talalhatéak a
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vérben, példaul fibrinogén (ez az a molekula, ami a fibrin szalakat épiti fel). Az oldhatatlan fehérék
féleg fibrillarisak, példaul a fibrin szalak.

Proteomika: leir6 tudomanyag, arra hivatott, hogy leirja a fehérjék expresszidjat, lokalizaciéjat, funk-
ciéjat, min6ségét és interakcidit a vizsgalt, adott koru és allapotu sejtben az adott kdrilmények kozott.
(lasd omikak!

Proteom: az adott allapotu és kord sejt, vagy élélény teljes fehérjetartalma meghatarozott kérilmények
kozott.

Fehérjék csoportositasa

Csoportositas az R oldallanc toltése szerint. (Képleteket lasd az eléadasdiakon!)

A glicin az apolaris és polaris csoportba is tartozhat.

Apolaris aminosavak hidroféb oldallanccal: az oldalldnc szénhidrat csoporttal végz6dnek

Toltéssel nem rendelkezd aminosavak polaris oldallanccal: ezek oldallanca részt vehet hidrogénkoté-
sek kialakitasaban.

Negativan toltétt aminosavak savas oldallanccal: carboxil csoportot tartalmaznak az R oldallancukban

Pozitiv téltésl aminosavak bazikus oldallanccal: amino csoportot tartalmaznak az R oldalldncukban

Peptidek

A gyakorlatban altalaban akkor nevezzik fehérjének a polipeptideket, ha az aminosavak szama eléri a
100-at.

Dipeptidek: 2 aminosav egyetlen peptid kotéssel

Tripeptidek: 3 aminosav, 2 peptid kétés

Tetrapeptidek: 4 aminosav

Oligopeptidek: kevesebb, mint 10 aminosavbal allé peptidek

Polypeptidek: tébb mint 10 aminosavbdl allé peptidek

A kis molekulak biolégiai hatasa is nagy lehet, pl. az aszpartam (mesterséges édesit6) egy dipeptid, a
glutation (antioxidans) és a melanosztatin (agyalapi hormon) tripeptidek.

Proteinek és proteidek

Egyszerl fehérjének (=proteineknek) nevezzik azokat a fehérjéket, amik kizar6lag aminosavakbdl
épulnek fel, azaz kizarolag aminosavakra hidrolizalhatok.

Az Osszetett fehérjék (=proteidek) az aminosavak mellett mas alkotdkat is tartalmaznak (emlékeztet6:
ezeknek a fehérjéknek van negyedleges szerkezete). Csoportosithatjuk ket az egyéb alkotd szerint:

Metalloproteinek: fém iont tartalmaznak, pl.: a citokrém Cu®* ionokat, az alkohol dehidrogendz Zn**
ionokat tartalmaz

Heme proteinek: vas-porfirin részt tartalmaznak, pl.: hemoglobin, myoglobin, citokrom-c
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Foszfoproteinek: foszfat csoportot tartalmaznak, pl.: kazein

Lipoproteinek: lipid részt tartalmaznak, pl.: trigliceridek és koleszterin
Glikoproteinek: szénhidrat régiot tartalmaznak, pl.: globulinok

Flavoproteinek: flavinnukleotid régiét tartalmaznak, pl.: szuccinat dehidrogenaz

Nukleoproteinek: nukleinsavat tartalmazo fehérjék (lasd virusok), pl.: Dohany Mozaik Virus, vagy ribo-
szomak

Fehérjék és betegségek
Prion

A prion betegséget kialakitd fehérje, ami nagyon hasonlé a virusos fert6zésre. A név a ,protein” és
.infection” szavak kombin&ci6jabdl ered, illetve a ,proteinaceous infectious particle” (=fehérje eredeti
fert6z6 részecske) fogalom roviditett valtozata. Az eml6sdkben minden ismert prion betegség a koz-
ponti idegrendszert érinti €s jelenlegi ismereteink szerint mindig halalos. A prion egy ,hibasan” felteke-
redett fehérje molekula, ami képes a helyesen feltekeredett fehérjéket a sajat allapotaba konvertélni,
mintegy templatként viselkedve. A rosszul feltekeredett fehérjék extrémen stabilak, aminek felfedezé-
sével a fert6tlenitd eljarasok is valtoztatasra szorultak.

A prionok ugynevezett amiloid plakkokat (aggregatumokat) hoznak létre a kdzponti idegrendszerben,
ami tonkre teszi és elpusztitja a normal széveti struktarat.

Nohany human prion betegség: Creutzfeldt-Jakob kor, varians Creutzfeldt-Jakob kor, Kuru, érokletes
halalos &lmatlansag (Fatal Familial Insomnia). Néhany fontos allati megbetegedést okoz6 prion: szar-
vasmarha szivacsos agyvel6gyulladas, krénikus idegsorvadasos betegség, Surlokor.

Crautzfeld-Jakob kor: ritka, halalos kimenet(, ismeretlen eredetl, kdzponti idegrendszeri sorvadas, ez
a szarvasmarhak ,kergemarha-koérjanak” embereknél el6forduld formaja. Sajnos késdén fedezték fel,
hogy fert6z6, addig 6rokl6d6 okokra vezették vissza, tdbb mitét soran derdlt ki, hogy sajnos atvitték
egyik betegrél a masikra a kort. Ebben az esetben maga a ,fert6z6” fehérje alkot aggregatumokat.

Fehérje aggregatumok

Fehérjeaggregatumok nem csak prionok hatasara alakulhatnak ki. Fehérjeaggregdtumnak nevezink
két, vagy tobb hibasan feltekeredett fehérje monomer rendellenes dsszekapcsolédasanak eredmé-
nyeként keletkezd6 nagyobb fehérje egységet. Kialakuldsanak oka lehet a génben kédolt fehérjestruk-
tura, vagy a fehérje kdzege. Ezeknek a fehérjéknek igy lecstkken a nativ, biologiailag aktiv mennyi-
sége, ezért IS okozhat gondot. Lerakddhatnak a kiilonb6zd sejtalkotdkban, illetve szévetekben, ezzel
is problémat okozva.

Fontos ezek detektalasa és vizsgalata, mivel részt vesznek szamos betegség kialakitasaban, felisme-
résiik diagnosztikus, pl.: Huntington kér, Parkinson kér, Alzheimer kor és szamos neurodegenerativ
betegség.



FEHERJEK TIPUSAI ES ANALIZISE | 103

Betegség Fehérje aggregatum

Alzheimer-kor B-amiloid (plakkok), tau fehérje (neurofibrillaris kotegek)
Parkinson-kor a-synuclein/ubiquitin

Lewy-testes demencia a-synuclein

Huntington-kér Poli-glutamin/ubiquitin

Creutzfeld-Jakob-kér Prion fehérje

Pick-betegség Tau (Pick-testecskék)

Alzheimer kor: két fehérjét érintd folyamat is nagyon fontos az Alzheimer kérban. Béta-amiloid fehérjék
csomoszerlien lerakddnak az agyban és igy egyes hipotézisek szerint az idegsejtek pusztuladsat okoz-
zak, igy felelések a memoriazavarokért és az Alzheimer-kdrral jar6 egyéb mentélis problémakért. A
tau-fehérje (ami minden idegsejtben jelen van és a mikrotubulusokat hivatott stabilizalni) egy koéros
megcsavarodott formgjanak megjelenésével, pedig 6sszeomlik a sejtek szamara életfontossagu
mikrotubuléris rendszer, a sejt pedig elhal. A tau-hipotézis szerint nem is kell amiloid a betegség kiala-
kuldsdhoz, elég egyedil a tau fehérje. Ha a folyamat beindul, jelenlegi tudasunk szerint nem lehet
leallitani, a sejtek egymast ,fertézik meg”.

Parkinson-kor: az alpha-synuclein génjében mutécio talalhaté (ezt diagndzisra is hasznaljak), ez a
mutacié rendellenes szerkezetl fehérjét eredményez, ez a rendellenes fehérje pedig hajlamos az
O0sszecsapzddasra, az igy kialakul6 aggregatumok pedig elpusztitanak bizonyos agysejteket. Amikor
az agyat vizsgaljak, ott alpha-synucleint tartalmazé Ugynevezett Lewy-testek jelennek meg.

Lewy testes demencia: Férfiakban gyakoribb. A mikroszképpal kimutathaté valtozasok eltérnek az
Alzheimer-kérban latottaktdl, ebben a kérképben az idegsejtekben koéros struktdrak, un. Lewy-testek
képz6dnek. llyenek Parkinson-kérban is eléfordulnak, azonban az Alzheimer kérban csak az agy egy
részén taladlhatéak, mig Lewy-testes demenciaban az agy minden teriletén fellelhetéek.

A tinetek nagyon hasonlitanak az Alzheimer-kérban tapasztaltakhoz. Mégis a Lewy-testes
demencidban szenved6k hajlamosabbak hallucinacidkra, amelyek rendszerint gyakran komplex,
részletgazdag latomasok. A panaszok kezdetétél a varhato élettartam 6-12 év.

A Huntington koér esetén a poliglutamin halmozédik fel. (Megjegyzés: ploglutamin halmozddik fel
egyébként a torékeny-X szindréma, a kisagyi mozgaskoordinécids zavar és bizonyos izomsorvadasos
betegségek — ezek az un. poliglutamin betegségek)

Prick betegség: homlok- és halantéklebenyek degenerécidja, az idegsejtek folyamatosan pusztulnak
és helylkon an. tau fehérjéket tartalmazé Pick-testek maradnak vissza.
Terépiéas fehérjék

A terapias fehérjék olyan fehérjék, amiket gydgyaszati célokra terveziink laboratériumokban. Az elsé
piacra kerlilt terapias fehérje az inzulin volt 1920-ban.

Ma kilénb6z6 sejtkultirakban allitunk el6 terapias fehérjéket (baktériumok, élesztd, emlbs sejtek)
rekombinans technikakkal.

Az els6é rekombinans fehérje gydgyszer egy Escherichia colik altal el8allitott inzulin volt, amit ma mar
élesztékben termeltetiink meg.
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A fehérjék megtervezése soran nem feltétleniil a természetes valtozatot kezdjik el megtermeltetni,
valtoztathatunk a szerkezetén, hogy nagyobb valaszt érjiunk el, vagy csokkentsiik a mellékhatasokat.
igy alkottak meg példaul az inzulin analég mulekulékat az 1-es és 2-es tipust cukorbetegség kezelé-
sére. Az E. coliban eléallitott insulin lispro néhany fontos médositast tartalmazott: a lizin és prolin a B
lanc C terminalis végén fel van cserélve, ez az inzulin dimerek és hexamerek kialakulasat gatolja, de
nincs hatasa a receptorkétédésre. A valtozas miatt tébb aktiv molekula lesz az injekcioval bevitt
gyogyszerben.

Fontos rekombinans terapias fehérjék
Insulin: 1. Hunalog (piaci név) : E. coliban termeltetett

Erythropoietin: Epiao (piaci név), VVT képzést indukal: veseproblémakkal kiizdék kapjak és doppingra
is sokszor prébaljak hasznalni.

Novekedési hormonok: korabban egy névekedési hormonhiannyal sziletett gyereknek 18 halott agya-
bél kivont mennyiségre volt szilkség, ez szamos moralis kérdést is felvetett, valamint sok ember nem
engedhette meg maganak a kezelést, azonban ma a rekombinans technikakkal sokkal biztonsago-
sabb és olcsdbb mddon elérhetd a kezelés.

Interferonok: virusfertézés ellen, virusindukalta tumorok ellen

Vakcindk: rekombinans technikakkal el6allithatunk biztonsagos vakcinakat kiilénb6zd patogének el-
len, ilyen lehet példaul a kolera elleni védéltas (Dukoral: rekombinans kolera toxin B inaktivalt teljes
baktériummal), a Diphteria elleni véddoltas, a Hepatitis B (1981 6ta ennek felszini fehérjéit élesztében
allitjak el6), Tetanus.

Antitoxinok: ,antiszérumok”: példaul kigyéméreg ellen, kisérletek zajlanak botulin antitoxinokkal.

Antitestek: néhany fontos példa: Avastin: az érképzddést gatolja, igy a tumorok rosszindulativa vélasa
gatolhat6 vele (anti-VEGF antitest). A Remacade és Humira fontosak a Crohn betegek kezelésében,
kronikus gyulladasos betegségek kezelésében, valamint rheumatoid arthritis kezelésében (TNF-
blokkol6k). A Lucentist makuladegeneracio ellen hasznaljuk.



13. FEHERJEK MODOSULASAI, DEGRADACIOJA

13.1. POSZTTRANSZLACIOS MODOSULASOK

A riboszéman képz6dé fehérjék nagy része nem miikédéképes nyers polipeptid forméjadban. Ezek a
transzlacid utan poszttranszlaciés médosulason esnek at. A poszttranszlaciés modifikacié célja:

= a megfelel6 aktiv konformacié kialakulasa (fehérjetekeredés - folding) = dajkafehérjék

= aktivitas szabalyozas (a fehérje akkor és ott legyen aktiv, ahol és amikor szilkséges)

= degradacid/stabilizalas (rosszul tekeredett fehérjék bontasa, koncentracio egyensulyban tar-
tasa)

1. Proteolitikus médositas

A proteolizis a polipeptid lanc hasitasa meghatarozott helyen, proteolitikus enzimek, pl.

protedzok és peptidazok altal. A proteolitikus médositas szerepe:

a) Az N-termindlis aminosav lehasitasa: Transzlacié utan a legtdbb fehérje rendelkezik
egy N-termindlis Met aminosavval, amit le kell hasitani a fehérje érési folyamatanak
kezdetén.

b) Szignél szekvencia lehasitdsa: Amikor a fehérje a felhasznéldsanak helyére érkezik, a
szignal szekvenciara tovabb nincsen szikség.

c) Prekurzor fehérje aktivalas (konverzid): Szamos fehérje nem-funkcionalis pro- vagy pre-
pro forméban hagyja el a riboszomét. Ezek proteolitikus hasitasa révén jon létre az ak-
tiv forma. Pl. a pankreasz sejtek altal termelt inaktiv kimotripszinogén a bélben hasitas
révén nyeri el aktiv formajat, igy jon Iétre a kimotripszin.

2. Dajkafehérjék (molekularis chaperonok)

A dajkafehérjék (chaperonok), pl. hésokk-proteinek (Hsp), amelyek segitik a frissen szinte-

tizalt polipeptidlancok megfeleld térszerkezetének kialakulasat nem kovalens médon:

a) Megfelel id6zités (megakadalyozzak a korai foldingot)

b) Helyes tekeredés (polipeptid védelme a kdrnyezeti hatasoktol)

c) Hibasan tekeredett fehérjék javitasa: kitekerik a helytelenul feltekeredett fehérjéket,
esélyt adva az Ujbdli, helyes foldingnak

d) Megakadalyozzak a fehérjék aggregalédasat (neurodegenerativ betegségek elleni vé-
delem)

A chaperonok felismerik a fehérjék hidroféb oldallancait, és megvédik azokat a folding so-

ran, amig a stabil szerkezet( fehérje belsejébe kerllnek. A hésokkproteinek neviiket arrél

feltekerik a denaturalodott (kitekeredett) vagy hibasan tekeredett fehérjéket.

3. Diszulfid hid

A diszulfid hidak kovalens kotések révén stabilizéljak a térszerkezetet. A diszulfidhidak
kéntartalmu Cys oldallancok kozott jonnek létre, altalaban szekretalt fehérjékre jellemzéen.
A kovalens diszulfidhidak az ER-ben, oxidalé kdzegben szulfhidril oxidacié révén jonnek
Iétre (de novo diszulfid hid képz6dés). A citoplazma redukald kérnyezetében diszulfid hid
izomerizacio révén a kotések a megfeleldé helyre kerilhetnek, hogy a fehérje elnyerhesse
stabil, feltekeredett formajat. Eukariota sejtekben valamennyi folyamatot Protein Diszulfid
Izomeraz enzimek végzik (PDI).

4. Glikozilacio
Ha egy fehérjéhez kovalensen szénhidrat lanc (glikan) kapcsolédik, az igy képz6dé mole-
kulat glikoproteinnek nevezziikk. A glikdnok komplexitasa széles skalan mozog a
monoszacharidoktdl egészen a tébb szaz molekulabdl allé egyszerl vagy elagazé lanco-
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kig. A glikoproteinek szinte kivétel nélkul Eukariétakban fordulnak eld, komplexitasuk az

evolucids fejlettségi szinttel névekszik.

A szénhidratok a fehérje kiilsé fellletén talalhaték hidrofil kérnyezetben. Szadmos szekretalt

és membrankapcsolt fehérje tartalmaz kovalensen kététt glikanlancot.

A glikozilacié szerepe:

a) sejten beliil a fehérje vizoldékonysaga fokozédik (aggregacidé megel6zése)

b) kis molekulak: intracellularis jelatvitel

c) szekretalt fehérjék védelme a lebontastol

d) afehérje-fehérje interakcidk specificitasanak biztositasa

e) a sejtfelszini adhézié (mas sejtek altali felismerés) javitasa (pl. fehérvérsejtek kitapada-
sa a gyulladas helyszinén; az influenza virus szialsavhoz kot a gazdasejt felszinén > a
gazdasejt bekebelezi a virust).

f) molekula térfogatanak novelése

A glikozilacié két f6 tipusa az N-glikozilacié, amikor a szénhidratok a fehérjéhez egy nitro-

gén atomon keresztul kapcsolddnak, illetve az O-glikozilacié, ahol egy oxigén atom a kova-

lens linker.

a) N-glikozilacio: A szénhidratlanc egy aszparaginbdl szarmazé N-atomhoz kapcsolédik az
endoplazmas retikulumban. A prekurzor egy oligoszacharid (tartalmaz glukéz, mannéz
és N-acetil-glikézamin cukrokat). Az oligoszacharid lanc a fehérjén talalhato
glikozilacios szignal szekvenciahoz kotédik. A folyamatban a hordozéomolekula a
dolichol pirofoszfat (DPP). A folyamatokban részt vevé 15 gén barmelyikében bekdvet-
kez6 mutacio fejlédési rendellenességekhez vezet.

b) O-glikozilacio: A prekurzor molekula, az N-acetil-galaktozamin (NAG), egy sze-
rin/threonin aminosavbél szarmaz6 O-atomhoz kapcsolédik a Golgi készilékben. Az O-
kapcsolt szénhidratok kevéshé dsszetettek az N-kapcsolt szénhidratokkal 6sszehason-
litva. O-glikozilacié tipikusan az extracellularis métrixra, a szekretalt fehérjékre (mucus),
valamint az IgA1 és IgD molekulakra jellemzé.

A citoplazmatikus és nuklearis fehérjék kérében létezik egy masik tipusu, reverzibilis O-

glikozilacié, amit O-GIcNAc modifikacionak nevezink. Ez a fehérje médosulas szerepet

jatszhat a foszforilacié szabalyzasaban, mivel a két modifikaciés folyamat azonos szakaszt
érint. Ily moédon az O-GIcNAc modositasi folyamat gatolni képes a foszforilaciot és az
acetilaciot.

Az O-glikozilacié donormolekulaja az UDP-GIcNAc, aminek a szintjét a sejt taplaltsagi foka

befolyasolja. A reverzibilis monoglikozilaci6 a taplaltsagi allapotra vélaszol a

fehérjefoszforilacio szabalyozasan keresztill.

Kis csoportok reverzibilis kotése
Ebbe a tag csoportba tartozik pl. a foszforilacid, metilacié és az acetilacio. A reverzibilis és
gyors folyamatok révén a sejt képes hatékonyan reagalni a valtozasokra és ingerekre:
ezek a modosulasok szerepet jatszanak az enzimaktivitds szabalyozasban, a jelatvitelben
€s a kromatin szerkezeti valtozasokban. A kiilénb6zé modifikaciok képesek ugyanazon fe-
hérje funkciojat kilonb6zéképpen modositani, ily médon egy fehérje tobbféle funkcid ella-
taséara is képes. Mivel reverzibilis folyamatokroél van szé, két enzimrendszer végzi az ellen-
tétes irAnyu modifikaciokat, a fehérjék képesek kémiai kapcsolokként mikodni.
a) Foszforilacio / defoszforilacio
Ezeket a folyamatokat protein kinazok és foszfatazok katalizaljak. A foszfatcsoportok
donormolekuldja az ATP, az érintett aminosavak: Ser, Thr, Tyr. A foszfatcsoport negativ
toltése révén megvaltozik a fehérje konformaciéja, ami pedig hatassal van az aktivitas-
ra. Ezen kivul a foszforilacié uj felismeré/két6helyeket hozhat 1étre, amelyek a fehérje
kotések szempontjabdl fontosak. Ld. Jak-STAT jelatviteli Gtvonal.
b) Acetilaci6 / deacetilacio
A folyamatban acetil transzferdzok acetyl-CoA donor segitségével acetilcsoportokat
kapcsolnak egy N-termindlis Lys aminosavhoz. A tubulin fehérje neuronok axonjaiban
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acetilalodik, aminek hatasara megné a fehérje élettartama a citoplazmatikus fehérjéhez
képest. Hisztonfehérjék acetilacioja kulcsfontossagu a génkifejez8dés szabalyozasaban
a kromatinszerkezet megvaltoztatasaval.
c) Metilacié / demetilacio

A metilacié soran metil (CHs) csoportok kapcsolédnak Arg vagy Lys oldallancokhoz. A
folyamatot metiltranszferazok katalizaljak, a donormolekula az S-adenosine-methionine
(SAM). A foszforilacioval ellentétben az oldallanchoz tébb metilcsoport is kapcsolodhat.
A metilcsoportok kémiailag stabilak, a folyamat f6leg hisztonfehérjékre jellemzé
(epigenetikai szabalyozés, a DNS metilacidval nem 6sszekeverendd!).

Inaktiv prekurzor fehérjék aktivalasa

Sok polipeptid prekurzor formaban hagyja el a riboszoméat. Ezeket aktivalni kell, hogy ké-

pesek legyenek a feladatuk elvégzésére. Ez sok esetben proteolitikus médositasok révén

megy végbe (Id. fentebb a Proteolitikus médositas bekezdést).

a) Enzim aktivalas: pl. a gyomor f6sejtjei pepszinogént termelnek, ami egy autokatalitikus
folyamat soran aktivalédik, amikor a gyomor savas kdzegébe 1ép, ahol kitekeredik és
Onmagat hasitva aktiv pepszint hoz Iétre.

b) Prohormon-hormon &talakulés: pl. az inaktiv preproinzulin hordoz egy szignalszekven-
ciat, amire az ER-be valé transzporthoz van szikség. Az ER-be érve, az aktivacios
folymat elsé Iépéseként a szignalszekvencia lehasitédik. Ezt kbvetéen harom diszulfid-
hid jon létre. Az igy |étrejott proinzulin atesik egy Gjabb aktivacios Iépésen, harom
proteaz hasitja a prohormont, melynek kdvetkeztében kialakul az inzulin végleges, aktiv
formaja. Hasonlo6 példaként szolgalhat a hepcidin
= preproinzulin - inzulin
= prohepcidin - hepcidin

¢) Retroviralis poliprotein hasitas: Szamos retrovirus esetében, beleértve a HIV virust, el-
s6 lépésben poliproteinek képzédnek. Ezeket retroviralis gének altal kddolt proteazok
hasitjak, hogy létrejéhessenek az aktiv fehérjék. A gydgyszerészetben ezeket gydgy-
szercélpontként alkalmazzak antiretroviralis terapidkban.

13.2. FEHERJEK DEGRADACIOJA

A fehérjék élete irreverzibilis degradacioval végzédik. Ha egy fehérjére a tovabbiakban nincs sziikség,
a sejt a protein lebontasaval szabadul meg t6le. A hibasan feltekeredett (misfolded), illetve sérilt fe-
hérjék is degradacié révén eliminalédnak. A sejten bellli anyagcsere szabalyozasa torténhet az en-
zimraktar egy részének lebontasa révén is. Szamos esetben az aktiv fehérje egy prekurzor protein
hasitasa révén jon létre. A felsoroltakon kivil, Uj fehérjék felépitésének eléfeltétele a szabad aminosa-
vak jelenléte, ami részben mas fehérjék lebontasa soran keletkezik a sejtben. A sejtben a fehérjebontd
rendszerek szigoru szabalyozas alatt allnak.

A fehérje degradécio tehéat roviden az aldbbi célokat szolgalja:

Hibasan feltekeredett és sérlt fehérjék eltavolitasa

Sejten bellli anyagcsere szabalyozasa (enzimhatas csokkentése)
Aktiv fehérjék létrehozésa (prekurzor hasitasa)

Aminosav Ujrahasznositas

A fehérje degradacié két médon mehet végbe:

Lizoszomalis proteolizis: nem szelektiv (kivéve éhezés esetén). Ld. Lizoszomak
(Citoplazmatikus organellumok fejezet)
Proteoszomalis ubiquitin-figgé Gtvonal: Ub-jelélt fehérjék szelektiv lebontasa
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Proteoszomalis ubiquitin-fiiggé utvonal
A proteoszémak szerepe

A lebontas els6 lépése a protein ,kitekerése”, ami energiafiiggé folyamat. A proteolitikus rendszerek
(gépezetek) — a proteoszomak — két 6 funkcidja az ATP bontasa (ATPaz), ami az energiat szolgaltat-
ja, és a peptiddz enzimaktivitds. Az eukariéta proteoszémak kb. 30 kllénbdz6 polipeptidbdl feléplils,
horddalaku strukturak, amelyek belsé tere aktiv proteaz aktivitassal rendelkezik. Baktériumsejtek a
fehérjék lebontasara egyszeriibb gépezettel rendelkeznek. ATP sziikséges a célfehérjéknek a
proteoszéma belsé terébe juttatasahoz, ahol a lebontas gyorsan megtorténik. 30 — 80 ATP molekulara
van szilkség egy kb. 100 aminosav hosszlsagu fehérjelanc denaturaciéjadhoz. A proteoszéma 5 — 20
aminosav hosszUsagu peptidekre bontja a fehérjelancokat. Esetleges tovabbi hasitasi |épések utan
révid peptidfragmensek hagyjak el a proteoszémaét.

A lebontand6 fehérjék felismerése

A fehérje degradacio erésen szelektiv, a sejtnek pontosan fel kell ismernie a lebontasra varé fehérjé-
ket.

Baktériumokban kulénféle jeldl6k/cimkék segitségével torténik a szubsztratok felismerése. A cimkeék
strukturalatlan peptidek, am létezik egy elsédleges felismerd szekvencia, ami a fehériek N-és C-
termindlisan talalhat6. Un. adaptor fehérjék is segithetik a szubsztrat kétédését a degradacios gépe-
zethez.

Eukariotakban a lebontandé fehérjék felismerését az ubiquitinacié segiti. Az ubiquitin egy 76 amino-
savas peptid, amely a fehérjék Lys oldallancaihoz kovalens mddon képes kétédni. Az egyes ubiquitin
molekulan tul, teljes ubiquitin lancok képesek hozzakoétddni a fehérjékhez. Az ubiquitinalas legfonto-
sabb szerepe az igy médositott fehérje iranyitasa a lebontas Gtjara. Ezt a folyamatot “death tagging”
vagy “death ticketing” néven emlitik (ami kb. halél cimkézést jelent). Az ubiquitinacié visszafordithaté
folyamat, a deubiquitinaciét deubiquitinalé enzimek végzik. Az ubiquitinalas haromlépcsés folyamaté-
ban hdrom enzim vesz részt:

= E1 - Ub aktivalé enzim (az Ub C-terminalis régiéja kovalensen bek6tédik az enzim aktiv
centrumaban talalhaté Cys-hez) ATP-igényes folyamat

= E2 - Ub konjugal6 enzim (E1-Ub kélcsdnhat az E2-vel, Ub athelyez6dik az E2 aktiv centru-
maban talalhaté Cys-re)

= E3 - Ub-protein ligaz (Ub athelyezése az E2-Ub-rél a célfehérje Lys oldallacanak
aminocsoportjara)

Az E3 képes egy Ub-t hozzakapcsolni egy masik Ub-re, aminek kdvetkeztében polyubiquitin lanc 6n
létre. Ha tudjuk, hogy az Ub 7 Lys oldallancot tartalmaz, képzeljuk el milyen sokféle, véaltozatos
polyubiquitin lancok johetnek létre. Ezeket a kiilénb6z8 E3 tipusok hozzak létre, mivel az egyes tipu-
sok hajlamosak mindig egy bizonyos oldallanchoz kétni az Ub-t.

A fehérjék lebontasanak sebessége

A proteolizis sebessége a fehérje tipusatol fliggéen eltér. A hibas fehérjék gyorsan degradalédnak,
mig a normal fehérjék féléletideje széles skalan mozog: 11 perctél akar 1 hénapig. Az N-vég szabaly-
nak medfeleléen, egy fehérje életidejét az N-terminalis aminosav minésége szabhatja meg (pl. Val >
100 h, GIn > 0.8 h emlésdkben). A fehérjebontas sebessége a sejtben megvaltozhat fizioldgias haté-
sokra, pl. éhezés esetén a fehérjebontas felgyorsul, hogy szabad aminosavakat biztositson a sejt
szamara.
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Unfolded Protein Response (UPR) — ,Nem feltekeredett fehérje valasz”

Az UPR a sejt egyik stressz valasz mechanizmusa. Ha nagy mennyiségben vannak jelen rosszul-vagy
nem feltekeredett fehérjék az endoplazatikus retikulumban, az egyensuly visszaallitdsa érdekében a
sejtben ledll a transzlacio, a fehérjebontas felgyorsul, a chaperonok szama pedig megné. Ha ez nem
jar sikerrel, megkezd&dik az apoptoézis folyamata. Az UPR-ben fellép6 hibak teheték feleléssé olyan
betegségek kialakulasaért, mint a Creutzfeld-Jakob kor, az Alzheimer-kér, a Parkinson-kér vagy a
Huntington-kor.

A fehérjebontashoz kapcsolodo betegségek

A normalistdl eltéré proteoszomalis miikédés hibas fehérjék felhalmozddasat okozhatja, amelyek 6sz-
szecsapzoédva zarvanyokat, plakkokat képezhetnek. Ezek olyan betegségek kialakulasaért felelések,
mit az Alzheimer-kér, Parkinson-kér, Huntington-kor vagy az ALS.
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14. GENREGULACIO

14.1. GENSZABALYOZAS PROKARIOTAKBAN

A centrdlis dogma szerint a gének el8szor atirédnak mRNS-ekre, amik leforditodnak polipepdtidekre,
amik — poszttranszlacios modositasok utan — enzimekként vagy struktirfehérjékként latjak el feladatu-
kat a sejtben. Ezt a folyamatot génexpresszidnak nevezzik. A folyamat szamos ponton modosithaté
— csendesithet6 vagy er@sithet. Az ilyen szabalyozasi folyamatokat egyittesen génexpresszios sza-
balyozas, vagy rovidebben génszabdalyozas néven emlitjik.

Baktériumokban a gének lehetnek folyamatosan expresszaltak, vagyis mindig aktivak, illetve indukal-
hatéak, ami azt jelenti, hogy a génkifejezdés elinditasahoz un. inducerekre van sziikség. A fehérje-
termelés a sejtben talalhaté anyagokat és energiat hasznalja fel, érhetd tehat, ha a sejt arra térekszik,
hogy elkerilje az olyan fehérjék szintézisét, amelyekre pillanatnyilag nincs szilkség. Mégis kulcsfon-
tossagu a génkifejez6dés lehetéségének fenntartasa arra az esetre, ha a kérnyezeti vagy fiziolégias
korulmények megvaltoznak.

Altalanossagban a transzkripcionalis regulatorok lokalizaljak a célszekvenciat a genomban, ame-
lyek baktériumokban a promoter régié kdzelében helyezkednek el. A szabalyoz6 fehérjék a t6lik
downstream elhelyezkedd gének transzkripcidjat képesek modositani. A génexpressziét ndveld regu-
latorokat aktivatoroknak nevezziik, mig az expresszalt fehérje szintjéet csokkentd szabalyozék a
represszorok. Baktériumokban szamos mechanizmus fejlédott ki a transzkripcio iniciacidjanak szabé-
lyozasara. Kozilik néhanyat alabb példakkal szemléltetiink:

A lac operon

Operonnak nevezzik a gének olyan csoportjat, amely egy egységként irddik &t (és szabalyozdodik). A
lac operon Un. indukalhat6 operon, amelyet a glikoz és a laktoz relativ hozzaférhetésége modulal. Az
E. coli a glikézt részesiti eldnyben energiaforrasként, de laktozt is képes hasznalni. A lac operon tar-
talmazza a lakt6z lebontdsban szerepet jatszo géneket. Ezek a gének (és igy az operon)
represszéltak, ha a glik6z szabadon hozzaférhetd, mivel nincs sziikség a laktézbontd enzimekre. Ha
azonban a glikoz szintje szuboptimdlis, és elegendd laktéz all a sejt rendelkezésére, a laktédzt
metabolizalé gének expresszidja indukalodik.

Az egyméssal szomszédos, laktéz-metabolizmusban részt vevé gének:

= lacZ: B-galaktozidazt kodol (lakt6zt vagé enzim)
= lacY: lakt6z permeazt kddol (laktéz-felvételért felels)
= lacA: galaktozid O-acetiltranszferaz (védelem toxikus 3-galaktozidok ellen)

A laktéz metabolizmusban részt vevd gének “elétt”, upstream iranyban talalhaté a lacl gén, amely a
Lac represszor fehérjét kodolja. Ez a rendszer egyik effektora, hozzakét a lac operator szakaszhoz,
amely a struktirgénekhez képest upstream helyezkedik el, és represszalja, elnyomja a transzkripciot.
Mindez allolaktdz hianyaban igaz, az allolaktaz ugyanis a lac represszorhoz kétédve inaktivalja azt,
aminek kovetkeztében a struktirgének transzkripcidja aktivalodik. Allolaktdz akkor van jelen, ha aktiv
laktéz-metabolizmus folyik a sejtben. A rendszer masik effektora a CAP (catabolyte gene-activator
protein), amely cAMP receptorként mikddik. cAMP csak alacsony gliikéz-szint esetén jelenik meg. A
CAP az un CAP operator szakaszhoz kotddik, ami a promotertél upstream talalhatd, és a laktézt
metabolizald6 enzimek atirdsat aktivalja. Az egy operon génjeir6l szarmazoé transzkriptumot
“policisztronikus MRNS"-nek nevezzik.
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A rendszer mikodése:

Normal esetben a glikéz szintje magas, a lakt6zé alacsony. A magas gliikdz-koncentracié miatt cAMP
nincs jelen, tehat a CAP inaktiv, nem aktivalja az atirast. Az alacsony lakt6z szint miatt az allolaktaz
szintje is alacsony, igy a lac represszor fehérje hozzakétédik a lac operator szakaszhoz, blokkolva a
laktéz metabolizmusaban szerepet jatszé gének kifejez6dését.

A glukéz szintjének csdkkenésével cAMP jelenik meg a sejtben, ami a CAP bekotédését okozza a
CAP operator szakaszhoz, amely a génexpressziot aktivalja. Laktoz jelenlétében allolaktaz is megje-
lenik, amely a lac represszorhoz kdtve meggatolja annak kétédését a lac operator szakaszhoz. A lac
operétor felszabadul a gatlas aldl, a transzkripcio igy elkezdédhet.

Jacob és Monod 1965-ben Nobel-dijat kaptak az operon modell leirasaért.

Trp represszor

Az E. coli képes triptofant szintetizalni, az ehhez szilkséges gének pedig egy operont alkotnak. Ha a
koérnyezetben a Trp szintje optimalis, nincs szilkség annak szintézisére, tehat normal kérilmények
k6z6tt az operon atirasa gatolt. Az operator szakasz a promotertél downstream helyezkedik el, azzal
atfedésben. A triptofan a trp represszor fehérje allosztérikus effektora. Ha a kérnyezetben a Trp jelen
van, bekot a trp represszor proteinhez, aktivalva azt. Az aktiv represszor bekot az operator szakasz-
hoz, blokkolva az RNS polimeraz enzim bekétédését a promoterhez. Ily médon a transzkripcié nem
indul el.

Triptofan hianyaban a Trp represszor fehérje inaktiv, nem kétédik az operatorhoz, kovetkezésképpen
az RNS polimeraz hozza tud kétédni a promoter régidohoz, és megkezdi az operon atirasat. Az igy
létrejove policisztronikus mMRNS transzlacidja soran olyan fehérjék képzédnek, amelyek a sejt tulélé-
sében kulcsfontossagu triptofan szintézisét végzik.

Prokariétakban a transzlacié kdzvetlenll a transzkripcié utén elindul, mivel a két folyamat térben nincs
elhatarolva. Ez a prokariéta és eukariota transzlacié legfébb kilonbsége.

14.2. GENREGULACIO EUKARIOTAKBAN

AVIAUNIALYIAUPANIA AU AL YA\ Genome

@ transcription
KWW@ mMRNA
@ translation

primary gene product: protein (enzyme)

Minden sejt tartalmazza a teljes genomot és minden fehérjére vonatkoz6 informéaciét. Mégis igen nagy
kulénbségeket talalunk neuronok és fehérvérsejtek kdzott. A gének nem folyamatosan fejezddnek ki,
erds kontroll alatt és kilonb6z6é mintazatok szerint fejez6dnek ki. A génexpresszidés mintazat specifi-
kus és karakterisztikus; a sejt tipusatol, koratdl és allapotatol fiigg. A gének kifejez6désének szabé-
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lyozasa fontos a sejt sorsaban és fejlédése soran és hogy a sejtek megfelel§ valaszt tudjanak adni a
kilonb6z6 kérnyezeti hatasokra.

Eukaridta és prokariota sejtek: kilénbségek

Elnagyoltan azt lehet mondani, hogy a prokariétakban a gének altalaban expresszaltak (kifejez6dnek)
és a szabalyozd mechanizmusok a gének kifejez8dését gatoljak (represszaljak), mig az eukariétban
éppen az ellenkezgjét tapasztalhatjuk. Az eukaridta szervezetekben a gének altalaban nem irédnak at
(ez az alap éllapot), a génexpresszié szabalyozéi féként a gének kifejez6dését segitik kilénbdz szin-
teken.

Ezek a kulonbségek féként azért alakultak ki, mert a prokariétak egyseijtii szervezetek, minden kédolt
sejtmechanizmusra egyetlen sejtben van szikség. Ezzel szemben a komplexebb tébbsejtli organiz-
musokban a sejtek megosztjak a funkciokat, ezért van sziikség génregulaciora.

A prokariota és eukariéta sejtek kozotti kulonbségek miatt Uj médok nyilnak a génreguléaciéban az
eukariétaknal. A génexpresszié szabalyozasa a fehérjeszintézis minden szintjén mikddik a DNS-tél
az aktiv fehérjéig.

DNA
transcription
pre-mRNA
RNA maturation
mRNA
nuclear membrane

0 RNA transport

. RN.
translation /"

protein mRNA degradation

protein activation protein degradation

Uj lehetéségek az eukaridta génexpresszid szabalyozasaban:

A prokaridta szervezetek tobbsége nem rendelkezik hisztonokkal, igy a kicsomagolddas Uj lehetésé-
geket nyUjt a génexpresszié szabalyozasaban. Az eukariéta transzkripcié és transzlacié kilon térben
zajlik, az mRNS transzportja Ujabb szabalyozhat6 Iépés. A prokariéta gének operonokba rendezéd-
nek, mig az eukariéta sejtek minden génjének sajat promotere van. A prokariétak csupan egy, vagy
néhany kromoszomaval rendelkeznek, amelyen a gének nem rendelkeznek intronokkal (nem kédolé
szakaszokkal),  folytonosak, szemben az  eukaridtakkal, ahol fajspecifikus  szamu
kromoszométtalalunk, amik nem kédolé szakaszokat is tartalmaznak.

NukleoszOdma struktura és kromatin atrendezés/chromatin remodeling

A kromoszémak strukturdja befolyasolja a gének funkcionalitasat az eukariétdkban. A kondenzalt
kromatin struktura megakadalyozza a gének kifejez8dését, mivel a transzkripciés faktorok, aktivatorok
és RNS polimerazok nem férnek hozzad a DNS szalhoz. Helyi fellazulas sziikséges a transzkripcio
megkezdése el6tt.

Kromatin struktura, eukromatin, heterokromatin

Lasd el6adas diak! Lasd “DNS szerkezete, kromoszéma, kromatin, genom” fejezetben részleteseb-
ben!

113



114

GYOGYSZERESZI BIOLOGIA

Mig a heterokromatin er6sen kondenzalt forma, az eukromatin lazan csomagolt kromatin struktura. Az
eukromatin régiok gazdagok génekben, sokszor aktiv transzkripcié alatt allnak. Az eukromatin és
heterokromatin régiokat barrier szekvenciak valasztjak el, amik a gének kifejez6désének folytatédasat
gatoljak meg.

A hiszton oktamerek H2A, H2B, H3 és H4 hisztonokat tartalmaznak (mindegyikbél 2). Ezek az
oktamerek DNS szallal burkoltak (147 bp), a strukturat egy H1 hiszton stabilizalja. A hisztonok N ter-
minalis farkai kildgnak az oktamerbdl. Mig a DNS negativan t6lt6tt, a hisztonfarkak alapvetéen pozitiv
toltésiek, igy elektrosztatikus kélcsdnhatasok stabilizaljdk, vagy destabilizaljak a nukleoszéma szer-
kezetét.

Kromatin Gjrarendezé komplex: Chromatin remodeling complex (CRC)

Az ATP-figgd chromatin-remodeling complex a génexpresszié szabalyozasaban vesz részt azzal,
hogy mozgatja, atalakitja a nukleoszomat, eltavolit bel6le fehérjéket. ATP-t hidrolizalva nyer energiat a
nukloeszéma atrendezésekhez a DNS mentén (csUsztat, csavar, hurkol), eltavolit hisztonokat, illetve
kicserél kilonb6z6 hiszton variansokat, igy hozva létre nukleoszoma-mentes régidkat a DNS mentén
a transzkripciéhoz.

Hiszton moédositas

Kovalens médositasok

A hisztonok N-terminalis farkanak kovalens modositasai a téltésmintazatotmegvaltoztatva befolyasol-
jak a nukloeszOma stabilitasat. Ezek a modositdsok els6sorban acetilaciot, metilaciét, foszforilaciot és
ubikvitinaciot jelentenek.

Hiszton acetilacio

Hiszton acetiltranszferaz enzimek (HAT) acetil csoportot kotnek a hisztonokon (lizin
aminocsoportokhoz). Az acetilacié a pozitiv toltést csékkenti a hiszton farkakon, igy a kromatin kon-
denzaltsagat csokkenti. A gén kifejez6désének valdszinlisége megnd, mivel a nukleoszéma zartsaga
fellazul, kdnnyebben alakit ki eukromatin strukturat. Az acetil csoportokat deacetilaz enzimek tavolit-
hatjak el.

Néhany transzkripcids faktor rendelkezik sajat acetiltranszferaz aktivitdssal, mig masok
acetiltranszferazokat képesek megkétni (pl. a CBP HAT enzimeket tud megkétni a promotereknél).

Hiszton metilacié

Hiszton metil-transzferazok (HMT) metil csoportot képesek kotni a hisztonfarkakra, altalaban a lizin
amino csoportokhoz. (Tipikusan a H3 hiszton 4. lizinjéhez, ennek roviditése H3K3me3).

A metilalt hisztonok transzkripcié startpontjai kdzelében fordulnak elé nagyobb gyakorisaggal. A moé-
dositas gatolja a nukleoszoma relaxalédasat, igy hatva a géne expresszidja ellen.

Hiszton kéd hipotézis
A hiszton kéd hipotézis szerint a hiszton kdéd a hisztonok kovalens mdédositasai altal kialakitott minta-
zat (példaul acetilacio, metilacié, foszforilacio, ubikvitinacié, poliribozilacié), ami specifikus jelentéssel

bir.

Az Imélet szerint a médositasok mintazata képes arra, hogy aktivalja, vagy gatolja a transzkripciot.
Ezen a mddon igazan kis valtozasok hatalmas bioldgiai hatassal rendelkeznek. A hiszton kéd 6roklé-
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dik. A valtozasok megvaltoztatjiak a génexpressziét, azonban nem a gének altal kodoltak.
(Epigenetika)
DNS metilacio

A magasabbrendl eukaridtakban (mint az ember) a metilacié az egyetlen kovalens médositas, ami
kozvetlenil a DNS szalat érinti. Ebben az esetben a citozin pirimidin gy(rlje metilalédik. A metil cso-
port szinte kizarélag a CpG dinukleotid szekvencidhoz kapcsolédik a szomatikus sejtekben.

A korai embrionalis sejtekben szamos metilalatlan CpG mellett metilalt CpA dinukleotidot is talalunk,
melynek okai még ismeretlenek.

A metilalt régiok kevésbé kifejez6dd génekben talalhatdak, a metilacié valoszinlileg gatolja a transzk-
ripciot.

Az inaktiv X kromoszéma szamtalan metilalt CpG szigetet tartalmaz.

Génexpresszio a transzkripcié soran

Csak Osszefoglalo jellegd, tébb informacidért lasd: transzkripcios faktorok és transzkripcié szabalyo-
zasa cimli részeket!

Az eukariéta RNS polimeraz Il nem elegendé ahhoz, hogy 6énmaga meginditsa a transzkripciét, az
iniciacibhoz tovabbi fehérjék sziikségesek, ezek az un. Transzkripcios faktorok.

Létezik egy minimal eukariéta promoter, ami 6énmagaban elég gyenge 0©nalléan, igy tovabbi
aktivatorok sziikségesek a transzkripciéhoz:

A minimal eukari6ta promoterek (core promoterek):

= TATA box és iniciator régio (INR), VAGY
= INR and DPE (downstream promoter element).

Az aktivator szekvenciak megtalalhatéak a promotertél “felfelé”, 5' iranyban a TATA boxtél 100-200 bp
tavolsagon belil:

= CAAT-box: az elsd ismert aktivator szekvencia, non-specifikus, a promoter hatékonysagat
noveli
=  GC-box: GGGCGG szekvencia, gyakran tobb masolatban (forditott orientaciéban is hatasos)

A transzkripciéra haté szabalyozé elemek két csoportjat kilonitjik el:

1. Cisz-regulator elemek: specifikus (nem-kodol6) DNS szekvencidk meghatarozott helyeken,
amik kizarolag kozeli génekre hatnak

2. Transz-regulator elemek: olyan DNS szekvenciak, amik transzkripciés faktorokat kédolnak,
igy tavoli gének expresszidjara is hatassal lehetnek.

Enhancerek

Az enhancerek olyan rovid DNS régiok (50-150 bp), amikfehérjéket képesek megkatni (transzkripcios
faktorokat) és képesek megemelni a gének transzkripcidjanak szintjét.

Az enhancerek elsésorban cisz-hatasu elemek, azonban elé6fordulhatnak mindharom roientaciban:

= 5'iranyba a géntél (a promotertdl)
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= A génben
= A gén utan 3'iranyban

A génektdl tavol (kilobazisokra) is képesek hatni, ellentétben a core promotertél, ami relativan fix pozi-
ciot foglal el a gén kézelében. Szekvenciaik konzervaltak, hatasuk azonban fliggetlen az orientaciétol.
Tobb szekvenciarészlet fontos, mint a core promoter szekvencia esetén.

Silencerek

A silencer olyan DNS szekvenciak, amik represszorok (transzkripcios faktorok) megkotésére képesek.
Amikor egy represszor kétédik a silencer régidhoz, az RNS polimeraz nem tud kapcsolédni a promoter
régiora (ezzel blokkolja a transzkripciét), igy ellentétben az enhancerekkel, a silencerek negativ ha-
tassal vannak a transzkripciora.

Transzkripcids faktorok

A transzkripciés faktorok olyan DNS ko6t fehérjék, amik a gének szabdlyozasdban vesznek részt.
Aktivator, vagy represszor funkcidval is rendelkezhetnek.

3 alapvetb egység épiti fel 8ket: DNS kétd domain (ez kdétédik a specifikus DNS szekvenciahoz),
transz-aktivalé domain (ez két meg egyéb fehérjéket, példaul koregulatorokat) és szignél-jelzé domain
(ez képes up-, vagy downregulalni a génexpressziot a kiilsd szignalok szerint).

Néhany fontos transzkripcios faktor csaladd a DNS ko6té domain szerint:
Helix-turn-helix fehérjék

= 3 nagy a-helikalis régié (hélix) alakitja ki a koté régiot, ezek kisebb, flexibilis (turn) régiokkal
valnak el egymastal

= Fontosak az egyedfelj6édés bizonyos szakaszaiban, mint homeotikus gének (mas géneket
szabalyozva)

Cink-ujj fehérjék

= A DNS-kotd régio olyan hurkokat tartalmaz, amik egy kesztyl ujjaira hasonlitanak
= Dimerekként kapcsolédnak a felismeréhelyhez
= llyen fehérjerészletet tartalmaznak a szteroid receptorok is

Amfipatikus hélixfehérjék

= Neviket a dimerizalt domnjukrdl kaptak
= Aleucin cipzar ebbe a csoportba tartozik

Intronok, splicing, alternativ splicing

Az aukariota genomban a kodol6 szakaszokat (gének) intronok szaktjak meg, amik az mRNS érése
soran kivagddnak. Az mRNS éréshez szilkségesek bizonyos konszenzus szekvenciak, példaul az 5'
és 3' helyen és az elagazasi pontoknal.

A prekurzor mRNSbdI kialakulhatnak kilénb6z8 variaciok, ha tdbb splicinghoz szilkséges konszenzus
szekvencia is talalhaté az adott szakaszon. A kiilénb6z6 variaciok megjelenése az alternativ splicing.
A folyamat szabalyozott és azt eredményezi, hogy egyetlen gén tébbféle fehérjét is kddolhat. Néhany
variacié abnormalisnak nevezhet6 és részt vehet betegségek kialakitasaban, példaul kilénb6zé tipu-
su rakokban.
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Az alternativ splicing soran kivagodhatnak exon szekvenciak a pre-mRNSbéI, intronok maradhatnak a
végleges szekvenciakban, vagy a meglévé exonok kombinalodhatnak kilénbdzéképpen.

RNS érés —degradacios szabalyozas
Az mRNS degradacioja ellen az eukariétdkban érés zajlik: CAP-et és polyA-farkat kapnak.

Az mRNS koncentraciojat a citoplazméban nem csak az befolyasolja, hogy milyen gyors annak szin-
tézise, de az is, hogy mennyire stabil. A polA farok nélkil az mRNS gyorsan degradalodik. Specialis
esetekben mas faktorok is befolyasoljak az mRNS stabilitdsat, példaul hormonok, kismolekulasulyu
komponensek, 3'-UTR (untranslated) szekvenciak.

RNS érés — RNS editing

Az RNS érés soran bizonyos nukleotidok masikké alakithatok. A véltozds kihatdssal lehet az
aminosavszekvenciara, Uj STOP kodon johet Iétre, vagy Uj hasitd hely. Citidin (C) alakithaté at
uridinna (U) és adenozin (A) inozinna (1).

Példak

Cc->U

Az Apo B100 és az Apo B48 ugyanarrdl a énrél expresszalddik, azonban a belekben a gén mRNSe

editingen megy keresztll, specifikus citidinek deaimalédnak, igy egy CAA szekvencia UAA szekvenci-
ava alakul, igy kialakitva Gj STOP kodont. igy a gén révidebbé valik.

A->|

Masik példa az adenozin deaminacidja, ami az RNS editing legfébb folyamata az emléstkben. Az
inozin képes guanozinként (G) viselkedni. Ez a konverzi6 lehet secifikus (csak adott adenozin alakul
at), vagy nem specifikus (ahol az A akar 50%-a is atalakulhat). A folyamat fontos a neuronokban.

Megjegyzés: Léteznek olyan kémiai agensek, amik gatoljdk a transzlaciét, példaul neomicin (antibioti-
kum), ricin (toxin), vagy cikloheximid (baktériumok altal termelt fehérje).

RNS interferencia

Az RNS interferencia egy olyan folyamat, ahol az atirt mRNS degradalédik szekvenciaspecifikus mo-
don. Egy enzim és egy enzimkomplex sziikséges a folyamathoz.

Dicer

A dicer egy enzim Rnaz Il aktivitdssal, ami duplaszalu RNSeket képes felismerni és feldarabolja azo-
kat kicsi (21-22 nukleotig hosszu) darabokra: siRNSt (small interferint RNA) létrehozva. Ezek a kis
darabok kicsavarodnak, 2 részre valnak: egy vezetd és egy kovetdé RNS szalra. A kovetd szal degra-
dalédik, a vezetd szal pedig beéplil az un. RISC komplexbe.

A dicer egyik fele felismeri a duplaszali RNSt, mig a masik darabolja azt. A két rész kozotti tavolsag
hatarozza meg az siRNS hosszat.
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RISC

Egy enzim komplex, az n. RISC komplex (RNA-induced silencing complex), ahogy korabban olvas-
hato volt, beépiti a dicer altal felhasitott sSiRNS vezetd szalat. Ezt kdvetéen az RNSt is tartalmazoé
komplex képes megkétni olyan RNSeket, amik komplementerek a beéptett szallal. A RISC degradalja
a megkotott RNS szélat. (A RISC nem degradal DNS szalat!)

RNS interferencia a gyégyaszatban

Képesek vagyunk gyértani duplaszalid RNSeket, igy kivaltva az RNS interferencia jelenségét és a
géncsendesitést. Létrehozhatjuk a folyamatot egy egyes szall RNSsel, vagy specidlis kis RNSekkel,
amik duplaszali szakaszokat tartalmaznak, példaul small hairpin RNSt (shRNS), vagy microRNSt
(miRNS). Ha ezek az RNSek tartalmaznak komplementer szekvenciat egy kivalasztott célgénnel, az
csendesithetd (expresszidja csokkenthetd) ilyen mddon. Hasznélhatjuk ezt a technikat abnormalis
szerkezet( fehérjék ellen neurodegenerativ betegségekben (az aggregatumok kilakulasdnak megel6-
zésére), vagy virus fehérjék ellen is. (Minden virus létrehoz RNSt valahol a szaporodasa soran (lasd
virusok lecke) igy létrehozhatunk ezek ellen is antisense RNSeket.)

Fehérje degradacio és poszttranszlacios moédosulasok

A génexpresszid szabalyozhaté akar a fehérjeszintézist kdvetéen is. A legtbébb fehérje atesik
poszttranszlaciés maédosulasokon, hogy azok elérjék funkcionald formajukat. Ezek nélkil a fehérje
nem “hasznos”.

Ha a fehérjére mar nincs sziikség, vagy sérilt, a sejt megjeldlheti azt egy hozzaadott ubiquitin moleku-
laval, ami aktivalni fogja a fehérje degradaciojat.

Poszttranszlaciés médosulasok tipusai;

= Foszforilacio

= Glikozilacio

= Ubiquitinacio
= S-Nitrozilacio
= Metilacié

= N-acetilacio

= Lipidacio



15. FEHERJEK SEJTEN BELULI ELOSZTASA ES TRANSZPORTJA

Két f6 fehérje transzportal6 utvonal létezik:

= a sejtbdl kifelé/sejtbe befelé
= asejten belll.

Minden fehérje a citoszolban a riboszomakon szintetizalodik. Ha a fehérje szekvenciaja nem hordoz
kuloén iranyito jelet, akkor a citoszolban marad. Ha a fehérje tartalmaz iranyité (vagy jelzé: szignal,
vagy elosztd: sorting) szekvenciat, akkor végs®é céljukhoz transzportalédnak, valamelyik
sejtorganellumba: mitokondrium, sejtmag, peroxiszdma vagy endoplazmas retikulum (ER). Az ER-ba
kerult fehérjék sorsa tobbféle lehet: maradhatnak az ER-ban, atkeriilhetnek a Golgiba, a lizoszomakba
transzportalédhatnak, membranba épilhetnek, vagy kikertlhetnek a sejtbdl (szekrécid). A megfeleld
fehérjemozgashoz a szignal szekvencia megléte elengedhetetlen és elegend6. Vannak fehérjék,
amelyek tobb iranyitd szekvenciaval is rendelkeznek. Az iranyité szekvenciat felismeré receptor sza-
mara az irdnyitdé szekvencia térbeli szerkezete vagy fizikai tulajdonségai fontosabbak, mint az aktualis
aminosav sorrend.

A fehérjék mozgésai lehetnek kapuzott (gated), transzmembran, vagy vezikularis transzport, lehet
egy- vagy kétiranyl. Valamennyi fehérjetranszport facilitalt/receptor altal medialt (kozvetitett), a fel-
hasznalt energia nem kdzvetlenll a transzportra irdnyul. A transzlaciéhoz val6 viszonyt és a transzpor-
talt (széllitott) fehérje magasabb rendii szerkezetét tekintve a transzport lehet ko- vagy
poszttranszlaciés (transzlacié folyamata alatti vagy utani), és a szallitott fehérje lehet folded (megfele-
I6en csomagolt) vagy unfolded (nem csomagolt) allapotban. A szignal szekvencia a fehérjén maradhat
a transzportot kovetéen (sejtmagba — ingazd fehérjék), vagy lehasitédhat a cél elérése utan
(mitokondrium, ER).

A sejten belll minden transzmembran fehérje mozgas alap strukturalis komponensekkel rendelke-
zik: a fehérje iranyitd szekvenciaja; a szekvenciara specifikus receptor; sejt organellumtol fliggd
transzporter (translocon) (sejtmag, mitokondrium, peroxiszOma, ER). Fontos megjegyezniink, hogy az
intracellularis vezikularis transzportot megel6zéen (lizoszémakba, sejtmembranba, Golgiba, szekréci-
6hoz) a fehérjének elészdér transzmembran transzporttal az ER-ba kell jutnia.

15.1. NUKLEARIS FEHERJETRANSZPORT

A nuklearis (sejtmagi) fehérjetranszport f6 jellemzdi: kétiranyU; poszttranszlaciés; a fehérjék csoma-
golodva (folded) széllitodnak; az iranyité szekvencia nem hasad le (iranyitdo szekvenciakra példak az
eléadasban); kapuzott. A fehérjék a nuklearis pérus komplexeken (NPC) keresztil szallitodnak (NPC
szerkezetét lasd: Membranok). Kis molekulak passzivan &t tudnak diffundalni a NPC-on. Nagy mole-
kuldkon iranyité szekvencianak kell lenni, amit specifikus import vagy export receptorok ismernek fel.
Egyes molekuldk oda-vissza ingaznak a citoplazma és a sejtmag kdzott. A gén expresszié szabalyo-
zas egyik fajtdja, amikor a fehérje modositasa a receptor szamara elérhetévé teszi az iranyité szek-
venciat. Az RNS-es a sejtmagbdl a citoplazmaba vandorolnak. Receptorok felismerhetik az RNS-t
kotd fehérjéket, vagy specifikusan az RNS-eket (lasd: Transzkripci6 illetve Transzlacio — riboszoma
biogenezis).

A nukleéaris fehérje transzport alap komponensei: fehérje a lokalizacios jellel (NLS: nuclear
localisation signal — mag lokalizacids jel importhoz; NES: nuclear export signal — mag export jel a
magbol torténd kiszallitasra); Ran: kis GTP-kotd fehérje (GTP-kotott formaban aktiv); Ran-GAP:
GTPase activating protein — GTPaz aktivalo fehérje a citoszolban (Ran-GTP-bdl Ran-GDP képz&dé-
se); Ran-GEF: guanine ecxhange factor — guanin kicserél6 faktor a magban (Ran GTP koététt formajat
hozza létre); NTF2: Ran-GDP visszaszallitasa a magba. A GAP és GEF faktorok eltéré elhelyezkedé-
se miatt a Ran-GTP koncentraciéja sokkal magasabb a magban, mint a citoszolban.
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Az NLS-t hordoz6 fehérjéket a citoszolban az importin, egy szolubilis NLS receptor kéti meg. Az im-
portin a NPC egyes komponenseit is felismeri és megkéti, igy a receptor-szallitandd fehérje komplexe
a magba jut. Ebben a mozgasban a nukleoporinok FC (fenilalanin-glicin gazdag) régioi fontos szere-
pet jatszanak (lasd: Nuklearis membran). A sejtmagban a Ran-GTP magas koncentracioja az impor-
tin-fehérje komplex disszociacidjat idézi el6. Az importin Ran-GTP koététt formaban a citoplazmaba tér
vissza, ahol a Ran-GAP hatasara a GTP GDP-vé hidrolizal.

Az el6zbkkel ellentétesen a magas nuklearis Ran-GTP koncentracié a fehérjék NES szekvencigjanak
transzportalédnak. A citoszolban a Ran-GAP a GTP hidrolizisét okozza, ennek hatdsara az exportin
és az exportalt fehérje levalik a komplexrél. Az exportin visszatér a magba.

15.2. PEROXISZOMALIS FEHERJE TRANSZPORT

A peroxiszomaba torténd fehérjetranszport hasonlit a nuklearishoz: a fehérjék poszttranszlaciésan és
csomagolédva vandorolnak. A fehérjék mozgasa azonban itt csak egyiranyu: a citoszolbél (a szintézis
helye) a végsé célba (peroxiszoma). A két f6 tipusu peroxiszomalis targeting szekvenciat (PTS1 és
PTS2) kiilénb6zé receptorok (Pex5p és Pex7p) ismerik fel, amelyek a peroxiszéma membranjaban
talalhato lehorgonyzé komplexet is megkdotik. A lehorgonyzd komplex egyéb asszocialt membran fe-
hérjékkel (RING komplex) egyiitt segitik a fehérje transzlokaciojat a peroxiszémaba. A folyamat végén
a PTS receptorok visszatérnek a citoszolba.

15.3. MITOKONDRIALIS FEHERJE TRANSZLOKACIO

A mitokondridlis fehérje transzport f6 jellemzdi: poszttranszlaciés; a fehérje nem csomagolt (unfolded)
allapotban transzlokalddik; az irdnyitd szekvencia lehasadhat (matrixba) vagy nem hasad le (kiils6
membranba torténd vandorlas). A fehériének tobb irdnyitd szekvencigja is lehet, attdl fliggben, hogy
az organellumban végul hol fog elhelyezkedni (matrix, belsd vagy kiils6 membran, intermembran tér),
és hogy milyen tipusu a fehérje mozgasa (lasd késébb).

A mitokondrium kils6é és bels6 membranjaban tobb tipust transzlokaz komplex talalhato, amelyek
magukba foglaljak az iranyité szekvenciat felismerd receptort és a transzlokatort is. A legfontosabbak
a TOM (translocase of the outer membrane: a kiilsé membranban Iévé transzlokaz) és TIM (inner
membrane — belsé membran) komplexek. Mas komplexeknek meghatarozott szerepiik van a fehérjék
mozgasaban: a SAM komplex segiti a fehérje megfelel6 elhelyezkedését a kiilsé membranban, mig az
OXA komplex a mitokondrialisan szintetizalt fehérjék belsé membranba illesztését segiti. A citoszolbdl
a fehérjék csomagolas nélkil (unfolded) transzportalédnak, citoszolikus saperonok (Hsp 70 csalad
tagjai) segitik a fehérjét az unfolded konformaciéo megbrzésében. Ez a Iépés, valamint a fehérje el-
eresztése a saperon altal, akarcsak az iranyitd szekvencia membran receptorral valé megkétése az
ATP hidrolizis energiajat igényli. Amint az iranyité szekvencia atjut a TOM komplex transzlokatoran, a
TIM komplexhez kétédik. A TIM komplexen valé atjutas az elektron transzport rendszer altal l1étreho-
zott membran potencialt igényli a bels6 membran két oldalan (l4sd a biokémia tanulményokban). A
membran potenciél a belsd membran matrix feléli oldalan negativ tdltést alakit ki, igy a szignél szek-
venciaban talalhaté pozitiv aminosav oldallancok atjutdséat segiti. Amint a fehérje a mitokondriélis mét-
rixba jut, a szignal peptidaz lehasitja az N-termindlis iranyit6 szekvenciat. A maradék polipeptid lan-
cot a mitokondrialis Hsp70 és Hsp60 saperon fehérjék kotik, ezzel biztositva a fehérje végsé konfor-

Osszefoglalva: a mitokondrium matrixaba iranyuld fehérje transzport komponensei a kovetkezok:
irdnyitd szekvenciat hordozo fehérje; citoszolikus és mitokondrialis saperonok; TOM és TIM komple-
xek receptorokkal és transzlokétorokkal; ATP energiaja (csak indirekt modon); és membran potencial
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jelenléte. A fehérjék iranyitasa a mitokondrialis membranokba és az intermembran térbe négy kilon-
b6z6 mechanizmus révén torténhet (részleteket lasd az eléadas anyagban).

15.4. FEHERJE TRANSZPORT AZ ENDOPLAZMAS RETIKULUMBA (ER)

Ennek a transzport rendszernek a f6é jellemzdi a kdvetkezdk: ko-transzlaciés; a fehérjék unfolded
allapotban vannak; egyiranyu (kivétel, ha a fehérje nem csomagolédik megfeleléen az ER-ban). A
széllitando fehérje az N-terminalis végén iranyitd szekvenciat hordoz. Amint ez a szekvencia felismer-
hetévé valik, azonnal megkéti a receptora, az SRP (signal recognition particle — jel felismerd
partikulum), egy GTP-k6t6é polipeptid-RNS komplex. Az iranyitd szekvencia és az SRP interakcidja
lelassitja a szallitando fehérje transzlacidjat. Az SRP-fehérje-riboszoma komplex az SRP receptorhoz
kapcsolodik, amely két alegységbdél allo, GTP-koété fehérje az ER membranjaba agyazva. Az SRP
receptor funkciéja, hogy a szallitandé fehérjét a transzlokon (csatorna) fehérjéhez juttassa, mig az
SRP és SRP receptor altal kotétt GTP molekuldak GDP-re és foszfatra hidrolizalédnak, és az SRP
aminosav oldallancai érintkezésbe Iépnek egymassal, a fehérje transzlokaciéja megkezdddik. Egy
szigndl peptidaz az ER lumenében lehasitja az iranyité szekvenciat, a kész fehérje végiil becsomago-
l6dik, modosulasokon esik at, és a transzlaciot végzé riboszéma ledisszocidl az ER membranrél.

Azok a fehérjék, amelyek az ER membranjaba lesznek illesztve, egy lehorgonyzast jelz6 szekvenciat
hordoznak. Ez a szekvencia nem hasitddik le, és a transzlokon csatorndban felismerésre keril. A
szintetizalodo fehérje transzlokaciéjanak orientacidjat az érett fehérje membranban valé elhelyezke-
dése determinalja (részleteket lasd az eléadasban).

Az ER lumenében a fehérjék szamos poszttranszlaciés moédosuladson eshetnek at, amibe beletarto-
zik a folding, a diszulfid hidak kialakitasa, glikolizacio (lasd: Fehérjék poszttranszlaciés modosulasai).
A modosult, csomagolddott fehérjek mindségi ellendrzésen esnek at, és csak a megfeleléen procesz-
szalt fehérjék hagyhatjak el az ER-t. A nem megfeleléen csomagolddott vagy tul nagy mennyiségben
szintetizalt fehérjék egy ugy nevezett unfolded protein response (valasz) kialakulasat idézik el6. Ebben
az esetben a transzlacié altalaban csékken, bar a saperonok mennyisége megnd, igy probalja a sejt
korrigélni a hibat. Abban az esetben, ha a folding vagy a modositdsok hibai nem javithatdk, a hibas
fehérjék a citoszoélba transzlokaldédnak vissza, ahol a proteaszéma rendszer altal lebontasra kertilnek
(ERAD: ER-assisted degradation — ER altal segitett degradacio).

15.5. ENDOMEMBRAN RENDSZER, VEZIKULARIS TRANSZPORT

A sejtmembran szemipermedbilis hartya, amely a hidroféb és kis molekuldk szamara (oxigén, szén-
dioxid) szabadon atjarhat6, részlegesen a viz szamara is, de atjarhatatlan ionok, polaros szerves mo-
lekulak és nagy molekuldk (pl. fehérjék) szamara. Ahogy lattuk, a fehérjék a sejtmagba a nuklearis
pérus komplexeken at kdzlekednek, a mitokondriumba transzlokatorok, az ER-ba transzlokonok révén
jutnak be. Ezek a mozgasok mind receptorokat és specifikus iranyitd szekvencidkat hasznalnak.

A fehérjék az endoplazmas retikulumbdl a Golgi rendszerbe és a lizoszémakba vezikulum segitségé-
vel jutnak el. Az exocitdzis és az endocitdzis is vezikuléris transzport révén zajlik. A vezikulumok
lumenében talalhaté fehérjék vagy kikertlnek a sejtb8l (exocitdzis) vagy az ER, a Golgi vagy a
lizoszémak lumenébe transzportalédnak. A vezikulumok membranjaban Ul6 fehériék vagy a sejt-
membranba keriilnek, vagy az endomembran rendszer valamelyik komponensébe. Vezikularis transz-
port révén nemcsak fehérjék szallitodnak, hanem membran szakaszok is, igy a transzport nem lehet
egyiranyu.
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A vezikulumok kialakulasa

A vezikulum a donor kompartmentrdl valik le (lef(iz6dés), és a recipiens (akceptor) kompartmenthez
irdnyul és azzal fGzional. A szallitott fehérjék vagy a vezikulum lumenében vannak, altaldban a
vezikulum membranjaban 16 receptorhoz kétve, vagy a membranban helyezkednek el, és a recipiens
(befogadd) mebranban maradnak. Ez igaz az exocitotikus vezikulumokra is, amelyek esetében a
membranban elhelyezkedd fehérjék végsé célja a sejtmembran, mig a lumenben szallitott fehérjék
szekretalodnak a sejtbél. A szekrécios Gtvonal lehetnek konstitutiv (folyamatos kivalasztas — pl. az
albumin szekrécidja a m4jban) vagy szabalyozott (a vezikulum fuziéja specifikus jel hatdséra kovetke-
zik be — példaul az inzulin vagy a neurotranszmitterek kibocsatasa). Az endocitézis Utvonala a sejt-
membranban indul, és az endoszomakon keresztiil halad a lizoszéma felé.

Egy vezikulum komponensei a kdvetkez6k: coat (,kabat”, burok) fehériegk — COPI, COPII, clathrin,
adapter fehérjék (kapcsolat a burok és a receptor/szallitott fehérjék kozott), szallitott fehérjék
(szolubilis vagy transmembran). (A vezikulumok alkotéinak és szerkezetének részleteit lasd az el6-
adasanyagban.)

Egy adott membranszakaszban a vezikulum képz&déséhez a membran foszfolipid szerkezete meg-
valtozik. Ez a valtozds a membranhoz kotétt GEF (GTP exchange factor — GTP kicseréld faktor) akti-
valasat idézi el6, amely faktor szubsztratja egy szolubilis kis GTP&az fehérje. Ez a fehérje aktivalodik
GTP kotésre és a membranhoz kapcsolédik. Ezen membranban torténé valtozasok hatasara adapter
és burok fehérjék gyilnek az alakulé vezikulum (membran gorbilni kezd) terlletére a szallitando
fehérjékkel egyitt. Amikor a vezikulum elnyeri végs6 alakjat, elvalik a donor membrantol — lefiiz6dés
(a vezikulum képzédés tdbbi részletét lasd az eléadasanyagban).

A vezikulum fazidja a célmembrannal

A vezikulum mozgasa a cél membran felé a burok fehérjék levalasa utan (ezek a fehérjék Ujra fel-
hasznélasra kerlinek) és a sejt mirotubuléris rendszerének segitségével torténik. Kilénbdzd faktorok
segitik a vezikulumnak megtalalni a megfelelé fuzidés helyet a befogadd (recipiens) membranban: kis
GTP-kotd fehérjek (Rab) a vezikulumhoz és/vagy a célmembranhoz kétédve; Rab effektor fehérjék
(motor és panyvazé fehérjék); SNARE komplexek (v-vezikularis, t-target).

Vezikularis transzport Iépései:

= A szdllitando fehérjék kivalasztasa (membran vagy szolubilis fehérjék).

= A vezikulum képz8&dése és lefliz6dése.

= A burok fehérjék levalasa és a vezikulum mozgasa a sejtben.

= A cél membranhoz val6 kipanyvazas, lehorgonyzas és fizié a cél membrannal.
= A SNARE komplexek szétesése.

A Golgi rendszer

A durva felszin endoplazmas retikulumon szintetizalédo fehérjék ko-transzlaciésan Iépnek be az ER-
ba. Az ER lumenében szamos modosulas torténik az Ujonnan szintetizalddo fehérjével: az iranyito
szekvencia lehasitasa (szigndl peptidaz); a fehérje glikolizacioja (N-oligoszacharid transzferaz); ma-
sodlagos és harmadlagos szerkezet kialakulasa és egyéb poszttranszlaciés médosulasok (saperonok,
transzamidazok, PDI — protein diszulfid izomeraz). Természetesen nem minden modosulas torténik
minden fehérjével, csak azok, amelyekre a fehérje szekvenciaja utasitasokat hordoz.

Tovabbi mozgéassal a fehérje a Golgi rendszerbe jut COPII burkolt vezikulumok altal (a Golgi appara-
tus szerkezetét lasd az Endomembran rendszer fejezetben). A Golgi rendszer szamos enzimmel ren-
delkezik, amelyek a fehérjéken tovabbi modositasokat tudnak végrehajtani, elsésorban



FEHERJEK SEJTEN BELULI ELOSZTASA ES TRANSZPORTJA

oligoszacharid komplexek hozzaadasat vagy eltavolitasat végzik. A fehérjék koziil azok, amelyeknek a
Golgi rendszer a végcélja, ott maradnak, de vannak olyan proteinek, amelyek COPI burkolt
vezikulumok segitségével visszavandorolnak az ER-ba. Ezeknek a fehérjéknek egy része véletleniil
keriilt a Golgi apparatusba; mas fehérjék mdédosulasokon estek at a Golgi rendszerben és vissza kell
jutniuk végsé helyiikre (az ER-ba val6 visszaszallitas részleteit lasd az eléadasanyagban).

A fehérjék zome a transz-Golgi hal6zatbdl (TGN: transz Golgi network) osztalyozas utan elvandorol:
visszafelé a Golgi rendszerben; a lizoszémakba; a sejtmembranba. Az osztalyozas alapjat képez6 jel
lehet valamely poszttranszlacios médosulas, fehérje aggregacio vagy a TGN membranban lipid raftok
jelenléte. A sejtbdl szekretalt fehérjék a sejtet exocitdzis atjan hagyjak el.

Endocitézis

Az endocitdzis folyamatdnak tobb funkcidja is van: egyes esszencidlis anyagok felvétele (pl. vas), a
sejt kdrnyezetébdl karos vagy toxikus anyagok eltavolitdsa, a sejt sziikségleteinek megfeleléen a sejt
felszinének megvaltoztatasa. A szallitandé anyag receptorhoz kotédik, majd adapter fehérjék és
clathrin segitségével vezikulum képz&dik. A burokfehérjék levalasa utan a vezikulum endoszémaval
fazional. A membran receptorok megemésztédhetnek, vagy Ujra felhasznalasra kertilnek. A széllitott
molekula és a receptor elvalasztasa az endoszémaban, annak alacsony pH-ju bennékében torténik.
Az endoszéma Ilumenének pH-ja valtozik, ennek alapjan kilénboztetink meg korai, késo
endoszomaékat és lizoszoOmékat.

A lizoszomék nagyszamu savi hidroldz enzimet tartalmaznak, amelyek szinte barmilyen komplex mo-
lekula megemésztésére képesek. Fontos tudni, hogy ezek a specifikus enzimek az ER-bél transzpor-
talédnak a lizoszémaba. Ezeknek a fehérjéknek az iranyitd szekvenciaja egy specifikus mannéz -6-
foszfat (M6P) csoport, amely a Golgi rendszerben szintetizalddik, receptor altal kotédik és clathrin
burkolt vezikulumok révén a lizoszmakba transzportalodik.

123






16. VIRUSOK

16.1. FELFEDEZES

A ,virus” szo6 latin eredet(, azt jelenti: méreg. 1982-ben Dimitry lvanovsky bizonyitotta kisérletes uton
Dohany Mozaik Virussal, hogy a virusok nem mérgek, hanem valamilyen baktériumnal kisebb fert6z6
agensek.

1899-ben Martinus Beirnick Ugy irta le a virusokat, mint ,olyan kérokozok, amik atjutnak a baktérium-
sziirén”

Végll a virusok akkor lettek pontosan leirva és jellemezve, mikor felfedezték az elektronmikroszkopot.

1953-ban Salvador Luria és kollégai azt irtak, hogy ,a virusok olyan organizmusok, amelyek mikrosz-
képpal nem lathatok, élé sejtet fertézni és abban reprodukalddni képesek.”

1967-ben Luria és Jim Darnell azt jegyezték fel, hogy ,a virusok olyan szervezetek, amelyek nuklein-
savval rendelkeznek (DNS-sel, vagy RNS-sel), replikalodni képesek él6 sejtekben, kbzvetlendl fel-
hasznéalva annak folyamatait sajat partikulaik felépitésére, ami szintén tartalmazza a viralis genomot
és igy fert6zhet meg egy masik sejtet.”

16.2. TULAJDONSAGOK

El8, vagy élettelen? Folyamatos és visszatérd kérdés a virusok kapcsan, mivel gykorlatilag ,csupan”
nukleoproteidek (nuklrinsav+fehérje) és a gazdasejt nélkil nem képesek szaporodni. A virusok nem
rendelkeznek sajat riboszémakkal: igy nem képesek replikalni magukat, sziikségik van a gazdasejtre
ezekhez a folyamatokhoz, ezért a virusok intracellularis parazitaként foghatok fel.

A virusok atlagos mérete 20-300 nanométer (nm) kdzoétti: a legkisebb ismert virusok a Parvovirusok
(20 nm), a legnagyobbak a Poxvirusok (400 nm). A Filovirusok hossza eléri a 10.000 nm-t, azonban
atmérdjik ehhez a hosszhosz csak 80 nm. A virusok altalaban haploid (n) genomot tartalmaznak, ez
alol kivételt képeznek a Retrovirusok, amik diploidok (2n). A nukleinsavtartalom lehet cirkularis, vagy
lineéaris is. A nukleinsav lehet szegmentalt, azaz jelen lehet feldarabolva is a virusban, szegmentaltan
tartimazza példaul RNS genomjat az Influenza virus: 8 darabban.

Minden virus kizarélag egy tipusu nukleinsavat tartalmaz, azonban annak barmelyik tipusat megtaldl-
hatjuk a virusokban: (ds=double stranded=duplaszall; ss=single stranded=egyszall; RT=reverz
transzkriptaz):

= dsDNS: pl. Herpeszvirusok, Poxvirusok, Adenovirusok

= ssDNS: pl. Parvovirusok, Cirkovirusok

= dsRNS: pl. Reovirusok

= (+) ssRNS: pl. Enterovirusok, Rhinovirusok, Hepatovirusok, Cardio virusok

= (-) ssRNS: pl. Paramyxovirusok, Rhabdovirusok, Filovirusok, Delta virus, Bunyavirus,
Hantavirus, Influenza A, B, C

= SSRNS (retroviruses=RT)

= dsRNS RT

A viralis genom mérete hozzavetdlegesen 100-1000 kb. A legkisebb genommal az MS2 bakteriofagok
rendelkeznek, minddssze 4 kb-on 4 gént kddolnak. A virusoknak kétirdnyu promoéterik is lehet (pl.
Geminivirusok), igy mind az 5’-3’ irdny, mind a 3'-5’ irdny is értelmes, olvashatd lehet.
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A duplaszali DNS-sel rendelkez6 virusok genomja is lehet linaris (Adenovirusok, Herpeszvirusok és
szadmos fag), vagy cirkularis (Baculovirusok, Papovavirusok).

16.3. FELEPITES

A virusokat elektronmikroszkép alatt, legaldbb 1000x-es nagyitason tudjuk vizsgalni.
3 részik:
= Core: nukleinsav mag: tartalmaz egyféle aminosavat

= Kapszid: tok
2 része:
- Nukleokapszid: a maghoz szorosan kapcsolédik
- Kils6 tok homoloég fehérje-épitékovekbdl

= Burok (=envelop, peplon):
- Lipidek (a gazdasejtbdl)
- Fehérjék (a virushal)

A kapszidot kapszomer alegységek (monomerek) épitik fel, ami a virus fehérje kdpenye. Ez a
kapszomer nuklrinsavval egyitt alkotja a nukleokapszidot. A virusok rendelkezhetnek burokkal
(=peplonnal), azonban nem mindig, ez a peplon egy kettés foszfolipid membran, ami a gazdasejtbdl
szarmazik. A kettés membranra viralis fehérjék kapcsolédhatnak.

16.4. CSOPORTOSITASUK

1. Avirusok életformaja szerint:

a) Virion: a virusok extracellularis (sejten kivili) életformaja. Ebben a fazisban a virusok
nem mutatnak ,életjeleket”. Megfelel6 koriiimények kozé kertilve fertézéképességiik
visszateér.

b) Vegetativ virus: a virusok intracellular életformaja, a gazdasejten belil. Ebben a fazis-
ban a virusok képesek a szaporodasra, ekkor tekintiink rajuk ,éléként”.

c) Provirus = integralédott virus: akkor jon létre, ha a virus DNS-e (vagy genomjanak DNS
atirata) beépul a gazdasejt genomjaba. Nem minden virus képes erre, kizarolag a
retrovirusok. (Bakteriofagok esetén a beintegralodott baktreiofagot profagnak nevez-
zik.)

A nukleinsav tipusa szerint:

Baltimore osztalyozas

. csoport: dsDNS virusok

. csoport: ssDNS virusok: pozitiv szal (=sense=vezetd szal)

. csoport: dsRNS virusok

. csoport: (+)ssRNS virusok: pozitiv szal (=sense)

. csoport: (-)ssRNS virusok: negativ szal (=antisense)

. csoport: ssRNS-RT virusok: pozitiv RNS szal, DNS intermedierrel az életciklus soran:
Retrovirusok

OOl WN B
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Baltimore csoportositas

1. csoport 2. csoport 3. csoport 4. csoport 5. csoport 6. csoport 7. csoport
dsDNS DNS (+) dsRNS _=3RNS (+) RNS (-) RNS (+) (RT) dsDNS (RT) €=
A szélak elvélnak \ssﬁNS ) SSRNS (+) RNS/DNS hibrid sSRNS (+)
egymastol
v J’ ~lr
dsDNS dsDNS 5sDNS ()

N\

sSRNS (+)

3.

_ s < J
!

fehérje

Szimmetria szerint
A kilonb6z6 formakat a virusok virion allapotai kézben tudjuk megkulénbodztetni.

a)

b)

c)

d)

Helikalis: altipusai:

= Palcika alaku: pl.: Dohany Mozaik Virus (TMV)

= Lovedék formdja: pl.: Lyssavirus

= Fonalszer(: pl.: Filovirus

Kubikdlis, vagy ikozahedralis: pl.: Herpeszvirusok, Adenovirusok

20 egyenl6 oldalt haromszdg alkotja: 30 éle és 12 cslicsa van, a haromszogek cslicsa-
in 1évé alegységket pentamerek, a lapjain Iévéket hexamereknek nevezzik, ezeket 5, il-
letve 6 szomszédos kapszomer veszi korl.

Bindlis: pl.: Bakteriofagok

A helikdlis és a kubikalis szimmetria kombinal6édasa révén jon létre: a feji rész kubikalis,
a farki rész helikalis..

Pleomorf: a virus korul egy kettds foszfolipid membranbdl és a hozza kapcsolodé fe-
hérjekbdl allé burok talalhaté.

Komplex: azok a virusok, amik egyik feljebb felsorolt csoportba sem tartoznak, ide so-
rolhatok. Pl.: Poxvirusok ( a Poxvirusok tojasdad formajuak, himlét okozhatnak), ide so-
roljak a HIV-et is.

linearis kubilkalis bindlis

RNS

tg kapszomer
rvesty

A gazdaszervezet szerint

a)
b)

Novényfert6z6 virusok: Dohany Mozaik Virus (TMV), Karfiol Mozaik Virus (CMV)
Bakteriofagok: T2 bakteriofag, T4 fag, P1 fag, P22 fag
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c) Allatokat (és embereket) fertéz6 virusok: Varicella, Rubella, szaj és koromfajas

16.5. FERTOZES ES REPRODUKCIO

Nagy kildnbségek vannak a virusok kézoétt fertézés és reprodukcié tekintetében, azonban van néhany
olyan jellemzd f6 1épés, ami a legtdbb virusra jellemzd.

Adszorpcio

A virusok adszorpciéja tobbféleképpen torténhet:

= lonos kapcsolattal: duplan pozitiv ionok (pl.: Mg®*) sziikségesek hozza
= Receptor-anticeptor kétédés: a virus a gazdasejt receptorara kétédik a sajat anticeptoraval

A receptor véltozdsa meggatolhatja a koétédést (pl.: CCR5 (a CD4 koreceptora a T- helpereken) HIV
Jrezisztenciat” alakithat ki.)

&

N ‘/VI’I’US ____.Anticeptor
: \ Receptor "
' fian n
RAAAN
Gazdasejt
(koreceptor)

Penetracio

A virus ebben a fazisban jut at a membranon. Az atjutas maodja lehet transzlokéacié, endocitézis,
vagy fuzié a virus burka és a gazdaset plazmamembranja kozott.

Transzlokacié Endocitézis Fazio DNS beinjektalasa
- A e
J/ AATAN 71—\
— DNS
Y

Gazdasejt

Dekapszidacio (ha sziikséges)

A dekpszidacio a kapszid levalasanak folyamata. Ez is tobbféleképpen mehet végbe. A kapszid lekap-
csolédhat a penetracio soran, de akar a virusgenomon is maradhat és elkisérheti azt a mag membran-
jaig, ahol segithet a nukleinsavnak atjutni a nuklearis porusokon és csak ezt kovetéen degradalodik.
Vannak olyan esetek, amikor a kapszid egy része kapcsolddik le (pl. Reovirusok) és néhany esetben
enzimek emésztik le a kapszidot (pl. Poxvirusok).
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Virusszintézis
A nukleinsav atirasa

Ebben a fazishan megtorténik a nukleinsav replikadlédasa: mindegyik nukleinsav sajat tipusa szerint
(ssDNS, ssRNS, ...)

MRNS atirasa

,MRNS" szintézise a viralis genomrdl. (Val6jdban mRNS-ként viselkedni képes RNS &tirdsarol van
sz0, lasd a képet a Baltimore osztalyozasnal.)

Transzlacio

Els6ként az un. ,korai fehérjék” atirdsa toérténik, amik fontosak a reprodukcidban. Ezeket kdvetik a
.Kesobi fehérjék”, amik féként struktur fehérjék. Ezek mennyisége is jéval nagyobb, mint a korai fehér-
jéké.

Osszeszerelédés/Osszeéplilés

A nukleinsav replikaciojat és a strukturalis fehérjék expresszidjat kdvetéen a virusrészecskék éssze-
szerel6dnek. Ha tébb virus fertéz egy adott sejtet, elé6fordulhat, hogy a virus nukleinsavtartalma nem a
megfelel6 kapszidba csomagolédik. (Ha a genom nem szegmentalt és a teljes genom csomagolddott
be rosszul, a leszarmazottak ismét a régi kapszidot fogjak eldallitani, igy nincs hosszutavu valtozast.)

A kubikalis virusok esetén a kapszidok 6sszesezrelédnek Uresen (nukleinsav nélkil), mivel a nuklein-
sav nem vesz részt annak felépitésében, csak ezt kdvetéen csomagolédik a kapszidba.

A helikdlis virusoknal ezzel szemben a nukleinsav és a kapszomer egyutt alakitja ki spontan médon a
viriont, igy a helikalis virusok nem képesek létrehozni Ures kapszidokat.

Kiszabadulas

A kopeny, vagy peplon megléte, tipusa szerint tobbféleképpen szabadulhatnak ki a virusok a gazda-
sejtbél.

= Virusok peplon nélkill: a sejt lizal, igy a virusok kijutnak

= Virusok peplonnal: bimb6zéassal: a peplomerek a sejtmembranba épiilnek, a nukleokapszid
ehhez kapcsolddik, majd lefiz6dve jutnak ki a kész virusok: ez a tipus nem okozza a sejt
lizisét.

= Herpeszvirusok: kivételt alkotnak, a nukleokapszid a magban épil fel, az érés és a
peplonképzédés a bels6 magmembranon térténik, innen lef(iz6dik és a citoplazma-
retikulumba kerulve fliz6dik le, igy ker(l ki a kornyezetbe.

o Bimbdzas a
Sejtlizis citoblazmamembranrél
Sl
&S
6’
Gazdasejt &
LS
L]
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16.6. NEHANY GYOGYASZATBAN FONTOS VIRUS

Onkogén virusok

Ritkan esik sz6 az onkogén virusokrol, pedig nagy szerepik van a kildnb6zé rékos, rosszindulatéd
daganatos megbetegedésekben. Néhany kutaté azt vallja, a tumorok akar 40%-at is virusok okozhat-
jak.

Az els6 bizonyitékok a human virusok és a rak kapcsolatara a Denis Burkitt, britt sebészrél 1956-58
kozott elnevezett Burkitt limfoma kapcsan kerlltek eld. A féként afrikai gyermekeket érintd, igen rossz-
indulatu, elsésorban a fej-nyak terlletén el6forduld, a nyiroksejtekbdl kiindulé daganat virusos erede-
tét Sir Michael Anthony Epstein és Yvonne Mr. Barr igazoltdk 1964-ben, vizsgaltatikkal azt talaltak,
hogy egy Herpesz virus alakitja ki a betegséget. A virust késébb a ké kutatérol nevezték el.

Ma szélesebb korben ismert rakkeltd virusok:

= A Hepatitis B és C mjrakot indukéalhat;

= Az Epstein-Barr virus vér- és nyirokdaganatok képzésében vehet részt

= A Human Papilloma Virus Merkel-sejtes bdrrakot alakithat ki

= Az XMRYV prosztatarak kialakitdsaban jatszik szerepet

= Ismerink rakkelté retrovirusokat is: pl.: HTLV-1, ami felnéttekben alakithat ki T-sejtes
limfémat.

A Hepatitis B-vel tortént kisérletek megvaltoztattak az orvosi eszkdzok fertétlenitését: kiderilt, hogy
virus sokkal rezisztensebb a hével és fert6tlenitészerekkel szemben és kénnyen terjed akar tlkkel is
sebészeti beavatkozasoknal, drogfliggék kdzott, vagy tetovaldszakonokban.

AIDS

AIDS=Acquired Immune Deficiency Syndrome=szerzett inmunhianyos tlnetegyittes, amit a HIV virus
alakit ki (=Human Immunodeficiency Virus=emberi immunhiany virus)

1981-ben azonositottak, a betegség azonban méar jéval korabban ismert volt. A HIV retrovirus, igy
élethosszig tarto fert6zést alakit ki. 100%-ban halalos.

A virion atmérgje 100 nm, komplex szimmetriaju. Genomja pozitiv szald egyszalid RNS, 9200 bp hosz-
szU, a viralis géneket 3 csoportban tartalmazza. Elsésorban a T-limfocitakat tAmadja, a CD4 receptor-
ra kotédik, illetve annak 2 koreceptorahoz képes kétédni: a CCR5 és a CXCR4 koreceptorokhoz. El-
sBsorban a CCR5 koreceptorhoz kétédnek, csak specialis torzsek kotédnek a CXCR4 koreceptorhoz
(X4 virus). A fertézés inkubécios ideje altalaban 5 év, néha tdbb. A fert6z6tt, de tiinetmentes emberek
ez alatt az inkubacids id8szak alatt is képesek fertézni.

Jelenleg nincs gyégymod, de antiviralis szerekkel drasztikusan le lehet csokkenteni a tiinetek és a
betegség kifejédését.

Mutéacié megvédhet a HIV fert6zésétél, delta 32 mutacionak hivjak. Ez a mutacié a CCR5 koreceptort
kédold génben talalhatd, meggatolja a virus kotédését az anticeptoraval (a koreceptor hianyozni fog).
A mutéciosrata 0,2-11% kozott valtozik a kaukazusi populaciéban és csak 2% az anfrikai populacio-
ban.

A virus sziilés kdzben, vagy akéar szoptatas alatt is megfert6zheti a csecsemét.
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Influenza virus
Az influenzanak 3 tipusat ismerjik: A, B és C.
Genomja szegmentalt, negativ szall, egyszali RNS, 8 darabbdl=szegmensbdl all.

Rendelkezik lipid enveloppal, ebbdl neuraminidaz (NA) és haemagglutinin (HA) glikoproteinek I6dnak
ki. (Ezt a két anyagot ismeri fel a gazda immunrendszere, ezért fontosak a vakcinagyéartasban.) Cso-
portosithatjuk és elnevezhetjik a térzseket ezek alapjan a molekuladk alapjan: a hemagglutininnak 16
altipusa van (H1-H16), mig a neuraminidaznak 9 (N1-N9). Példaul a H1IN1 azt jelenti, hogy a virus a
H1 tipusd hemagglutinint és az N1 tipusu neuraminidazt tartalmazza.

Ha a felszini glikoproteinek valtoznak, az immunrendszer nem ismeri mar fel 6ket: ezért kell mindig Uj
vakcinakat készitenlink és ezen molekulak fontossdga miatt nevezzik el a virusokat a
glikoproteintartalom leirasaval.

Uj virusok létrejohetnek pontmutaciok révén (antigén drift), vagy tébb virus egyideji fertézése soran
rekombindlédva (antigén shift — a szegmentélt genom keveredhet a részek dsszeszerel6dése kdzben,
igy U] variaciok johetnek létre).

A 2009-es pandémids H1NL1 virus sertés-, madar-, és emberi virusbdl is tartalmazott szegmenteket
(antigén shifttel keletkezett).

Baranyhiml6

A betegséget kialakité virus neve Varicella simplex vagy Varicella-zoster virus (VZV vagy HHV-3).
Besorolasat tekintve egy Herpes virus. Egyszer tud fertézni, de elétorhet és dvsdmort alakithat ki a
kovetkezd alkalommal. Ma mar létezik ellene vakcina, amit akar felnéttek is kaphatnak. A vakcinat
1988-ban fejlesztették ki Japanban, Magyarorszagon 1998 6ta hasznaljuk, igy a lakossag nagy része
még nem kapta meg. A vakcina él8 attenualt (legyengitett) virus.

Fontos! Baranyhimlé esetén nem ajanlott az aszpirin-tartalmi szerek hasznalata 18 éves kor alatt,
mivel ez megndvelheti a Reye szindréma esélyét (ez egy életveszélyes alapot, amely soran gyulladas
és duzzanat alakul ki az agyban, mindemellett majbetegséget is okoz).

16.7. 7. VEDEKEZES: VACCINACIO, GYOGYSZEREK, TERMESZETES VEDELEM

Variolizacio
Variolisation or variolation

A immunizéalas torténete messze nyulik vissza a torténelemben: az elsé lejegyzett variolizacié az 1.
szazadi Kinaban volt. Baranyhiml6 leszaradt, kiszaritott porkeit szivtak fel az orrukba. A mddszer igen
sokaig volt hasznalatban, még Eurdpaba is eljutott. Az Egyesiilt Allamokban 1790-ben irték le a tech-
nikat.

Edward Jennert tekintjik a variolizacié atyjanak, 6 fedezte fel, hogy a tehénhiml6 védettséget alakit ki
a feketehiml6 ellen is. A ,vakcina” sz6 ezekbdl a kisérletekbdl ered, azt jelenti: tehénbdl vald. Jenner
felfedezte, hogy azok az emberek, akik atestek a tehénhimlén (fejdasszonyok), immunissa valtak a
feketehiml6 ellen is. A felfedezése utan egy szolgajanak 8 éves gyerekén, James Phippsen tesztelte
az elméletet. (MUkodott, a diu nem betegedett le a feketehimlétél.) Ezt kovetéen Jenner tObb gyereken
is elvégezte a tesztet, beleértve a sajat 11 hénapos fiat is. Jenner sajat magéat is tesztelte.
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Virusellenes vakcindk tipusai:

« EI8 attenualt=legyengitett vakcina (LAV) (pl.: polio, sargalaz, baranyhimlé): betegségokozo,
patogén virus gyengitett valtozata. Nem alakitanak ki betegséget, vagy csak nagyon enyhe
formaban.

= Inaktivalt/eldlt virus vakcina (pl.: influenza, kolera, Hepatitis A és B): kémiai, vagy fizikai Gton
elpusztitott virusokat tartalmaz, pl. formaldehiddel kezelt virusszuszpenzié (a kész vakcina
csak nyomokban tartimaz formaldehidet). Ezek a vakcinak nem képesek betegség kialakita-
séra, igy biztonsadgosabbak és stabilabbak, mint az é16 attenualt vakcinak, de kisebb im-
munvalaszt generalnak, mint az él6 vakcinak.

= Alegység vakcinak: a virusproteinek egy alegységét tartalmazzék, amik ki lettek vonva és
finomimitottak pket, vagy rekombinans technikakkal termelték éket (amiket genetikailag mé-
dositott organizmusok allitottak el6). Az alegységvakcindk gyengén immunizélnak, azonban
sok esetben ez a legbiztonsdgosabb megoldas.

Védekezés gyodgyszerekkel

Mivel a virusok nem rendelkeznek sajat metabolizmussal, nem vesznek fel a kérnyezetbdl mas anya-
gokat (pl. gyégyszereket, antibiotikumokat, vagy mas anyagokat), ezért sokaig nem volt hatékony
gyogyszer, amivel a virusok ellen harcolhattunk volna. Ma mar szamos antiviralis készitmény létezik
és szamuk folyamatosan né. A legszélesebb koérben haszndlt szer az acyclovir: ami egy szelektiv
antiviralis szer, ami csak a fert6zott sejtekben aktivalodik, annak viraltimidin kinaz (TK) enzime altal,
foszforilacié soran.

Néhany ma hasznalatos antivirdlis szer: acyclovir (pl.: Virokill, Herpesin, Aciclosan, Virolex, Zovirax,
Ciklovir, Telviran, Aciclovir AL), ribavirin (Rebetol, Virazole), ganciclovir (Cymevene), famciclovir
(Famvir), valacyclovir (Valtrex), valganciclovir (Valcyte), foscarnet (Foscavir), ritonavir (Norvir),
didanosine (Videx), stavudine (Zerit), lamivudine (Zeffix), zanamivir (Relenza Rotadisk), oseltamivir
(Tamiflu), nevirapine (Viramun), inosine, pranobex, isoprinosine, indinavir (Crixivan) , emtricitabine
(Emtriva)

A virusok ellen interferonokat hasznalunk meég: a XX. Szazad masodik fele éta folyamatosan folynak
kisérletek a szerrel, de komoly mellékhatasai vannak. (Interferonokat a szervezet magatdl is termel a
fert6zott sejtekben, hogy a kérnyez6 sejtek fertézését meggatolja.)

16.8. 9. A VIRUSOK GENETIKAI HASZNA

»Vektorok”, ami azt jelenti, hogy génkézbesitdé organizmusok. Szamos virust hasznalunk gének bevite-
lére egy célsejtbe. Hasznalhatunk a genomba beépulé retrovirusokat is, de mas viralis vektorok is
elterjedtek. A viralis genomot specifikus endonukledzokkal hasitjuk (minden restrikciés endonukleaz
specifikus DNS szekvencidkndl hasit), majd ligazok segitségével a szamunkra fontos géneket
inszertaljuk a genomba.

Természetes genetikai mérndkok:

= SVA40 virus vektor (Simian vacuolating virus 40): 5243 bp, cikruldris DNS genommal rendel-
kezik.

= Adenovirusok: nagyon enyhe lefolyasu betegséget okoz emberekben, igy biztonsagosnak
mondhatéak. (1999-ben egy 18 éves fil meghalt egy adenovirus fertézésbe a génterapiaja
sorén. Ez az egyetlen maig igazolt halaleset a génterapia torténetében.) Az adenovirusok
nem integradlodnak a genomba, de magasabb expressziét biztositanak a bevitt géneknek,
ezért kedvelt eszkdze a human génteriapiaknak.

= Vaccinia=tehénhimlé virus: relativan nagy DNS régi6t képes a gazdasejtbe juttatni.
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= Kiilonb6z6 retrovirusok: A szaporodo sejteket gyakorlatilag 100%-0s hatékonyséaggal ké-
pesek fertdézni. Beintegralédnak a gazdasejt genomjaba.

Altalanossagban megallapithatd, hogy a DNS virusok nagyobb DNS darabot képesek bevinni a sejt-
be, azok a gazdasejt citoplazméjaban, a kromoszomaktol tavol, episzémkeént fognak replikalddni, tel-
jesen fuggetlenil a kromoszomaktol, vagy a sejtmagtdl. Kizardlag néhany virus képes integralodni a
gazdasejt genomjaba, ezek a retrovirusok.






17. ANTIBIOTIKUMOK

17.1. ANTIBIOZIS

Egy olyan biolégiai interakcié két, vagy tébb mikroorganizmus kodzétt, ami legalabb az egyik fél szama-
ra kedvezétlen; ez az antagonista kapcsolat létrejdhet példaul egy organizmus és egy masik
orgnizmus anyagcsereterméke k6zott. A jelenség megfigyelhetd novényeknél, gombaknal, baktéri-
umoknal, algaknal és koralloknal. (Ugyanezt a jelenséget lathatjuk antibiotikumok és baktériumok
kozott is.)

Antibidzis
novényi kivonat

Petri csésze

baktérium

Gatlasi zona

17.2. ANTIBIOTIKUMOK

W. Pschyrembel német nyelven irddott ,Klinikai Szétar’-a alapjan: ,gydjtéfogalom, penészgombak,
Streptomyces vagy baktériumok anyagcseretermékei, és ezek félszintetikus szarmazékai (...) amelyek
gatoljak a virusok, baktériumok, gombak, protozoonok és esetenként a testi sejtek szaporodasat, vagy
ezeket el is pusztitjak. Szlikebb orvosi értelemben azonban csak azokat a hatdanyagokat nevezziik
antibiotikumoknak, amelyek baktériumok ellen hatnak, és amelyek virusok és gombak ellen altalaban
hatastalanok.”

Ma mar az antibiotikum szét csak anti-bakteridlis szerekre hasznaljuk, valamint a teljesen szintetikus
termékeket is ide soroljuk (azokat korabban kulon kategdriaként, kemoterapeutikumként tartottak
szamon). A virusokkal szemben hatdsos gyégyszereket antiviralisnak, a gombak ellen hatasos gyogy-
szereket antmikotikumnak nevezziik. A fert6tlenitd szereket nem soroljuk az antibiotikumok kozé!

17.3. ROVID TORTENET — A TERAPIAS ANTIBIOTIKUMOK FELFEDEZESENEK NEHANY
FONTOS ALLOMASA

Mar korabban is ismert volt tobb olyan ndvényi anyag a népi gyogyaszatban, ami baktériumok ellen
hatasos volt fert6zések esetén (pl. kamilla).

Sir Alexander Fleminget tartjuk szamon, mint az elsé antibiotikum felfedez&jét (1945-ben munkéjaért
Nobel dijat kapott Ernst Boris Chainnel és Sir Howard Walter Floreyval), azonban nem 6 volt
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az els6, aki leirta az antibidzis jelenségét, s6t, a penészgombak baktériumellenes hatékonysa-
gat sem 0 jegyezte le el0szor.

A kalsszikus antibiotikumok (amiket gombakbdl és baktériumokbdl allitunk el§) sem olyan ujak, mar
négyezer évvel ezelbttrél is vannak feljegyzések Kinabdl, hogy penészes szdjababot hasznaltak bor-
fert6zések kezelésére. Az amerikai indianok penészes kukoricabdl készitettek pasztat hasonlé célok-
ra.

1867-ben Joseph Lister antiszeptikus karbolsavas sprayt ajanlott sebész kollégainak. Sokaig ez a
karbolsavas oldat allt az antibakterialis kutatasok kézpontjaban.

Robert Koch irta le a mikroorganizmusok tenyésztésének maodjat: 6 hasznalt el8szér alga kivonatot
(agart). Rendszerezte és csoportokba rendezte az altala tenyésztett baktériumokat (amiket kilénb6z6
szovetmintakbol, vérmintakbdl, vizeletmintakbdl, nyalbdl tudott kitenyészteni). Felfedezte, hogy a bak-
tériumok képesek olyan anyagok el6allitasara, amik mas baktréiumok ndovekedését gatolni képesek.
(Emlékeztetd: ez az antibiozis jelensége.)

John Tindall 1875-ben leirta néhany gomba anti-bakteridlis hatasat.

1880-ban Paul Ehrlich (aki a hizdsejteket is felfedezte) olyan festékek és festési eljarasok utan kuta-
tott, amik specifikusak a baktériumokra, igy keresett olyan szereket, amiket specifikusan
baktéiumokhoz tud koétni. Els6sorban szervetlen anyagokkal dolgozott. Munkaja soran fedezte fel a
Salvarsant, ami az elsé szintetikus antibiotikum, eredményeiért a kemoterapia atyjaként tartjuk sza-
mon. (Az altala felfedezett szert ma is megtaléljuk Arzefamin néven.) Gyogyszere 1910-ben jelent
meg a piacon és hatdsos volt szifilisz kezelésére is.

1884-ben Hans Christian Gram megalkotta a Gram festést (ezzel a baktériumokat 2 csoportba sorolta
fest6désik alapjan: Gram+ és Gram- baktériumokra).

A sejtfal felépitése: Gram pozitiv és Gram negativ baktériumok

Gram pozitiv Gram negativ

Te|chonsav L'Potemhonsav Lipopoliszacharidok (LPS)

/

Extracellularis tér

Kils§ membran —— I
‘. e

= Periplazmikus tér

citoplazma citoplazma

Intracellularis tér .
Plazmamembran

1896: egy francia orvostanhallgatd, Ernest Duchesne élesztOket vizsgalva leirta, hogy azok olyan
anyagokat képesek el6allitani, amik képesek elpusztitani a baktériumokat. Doktori értekezést is irt a
jelenségrol, sét, allatkisérleteket is végzett (tengerimalacokkal)! Elsésorban Penicillim térzsekkel kisér-
letezett, de a munkajat nem fogadtak el, doktori cimet sem kapott érte.

1893: Bartolomeo Gosia mikofenolsavat kristalyositott Penicillium gombakbdl: felfedezte, hogy ez
gatolja a Bacillus anthracis ndvekedését, azonban az ¢ kisérleteit sem fogadtak el, nem kapott érte
elismerést.
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Sir Alexander Fleming: az 1. vilAghaboruban aszisztensként dolgozott Aim-roth Wright orvosi csapata-
ban. Katonak sebeibdl nyert baktériumokat tenyésztettek agaron (amit Koch fejlesztett ki) és azok
ellen kerestek hatasos antibakterialis szereket. Kilonb6z6 fertétlenitészereket prébaltak ki, azonban a
legjobban ismert, Lister altal hasznalt karbolsavas fertétlenitd toxikus volt és a lekocitakat is pusztitotta
(gyorsabb Utemben, mint a patogént), széval ezek a mddszerek sokszor a katonak életébe keriiltek.
1921-ben Fleming felfedezte a lizozimet, ami a baktériumok sejtfalat karositja. (Ma is hasznaljuk, pl.
fogkrémekben.) Kisérletezett a szerrel, de az nem volt alkalmazhaté megfelel6 koncentraciéban. Ez
volt Fleming tudomanyos karrierjének kezdete.

Tiz évvel az 1. vilaghaboru utan (a legenda szerint) Fleming nyaralasra indult 1928-ban és vétett egy
hibat indulasa el6tt a laboratériumban: nem zart le megfeleléen egy Staphylococcust tartalmazé
petricsészét. Ahogy visszatért, azt talalta, hogy a csésze befert6z8doétt a levegdbdl, egy masik mikro-
organizmus is nétt a taptalajon. A kontaminacio elpusztitotta a baktériumot (Staphilococcust) maga
koril, az azonban a csésze tavolabbi részein megfeleléen tudott ndvekedni. Fleming felfedezte, hogy
a fert6zés egy penészgomba volt: Penicillium notatum (= Penicillium chrisogenum), igy a baktériumot
elpusztité anyagot penicillinnek nevezte el. Kisérleteket kezdett a penészgombaval és megprobalta
leirni a penicillin hatékonysagéat.

Staphylococcus

"kontaminacio"

Howard Florey, Ernst Chain és Norman Heatley oxfordi kutatok azt kezdték vizsgalni, hogyan lehetne
a penicillinb8l gyogyszert késziteni: kifejlesztettek egy izolaldsi modszert 1940-41 kozoétt, azonban a
vilaghaboru idején az erépai gydgyszergyarak nagy része le let rombolva. A gyogyszeripari termelés
1942-ben kezdéddtt meg az Egyesiilt Allamokban.

Erdekesség, hogy a gyogyszergyartas kezdetkor igen nehéz volt megtalalni a megfelel6 és elég anti-
biotikumot termeld térzset. Hogy a keresést felgyorsitsak, az Egyesiilt Allamok tébb kutatéalloméasa a
lakossag segitségét kérte: barki bekildhette a penészes ételeit a laboratériumokba, ahol az azon n6-
vekvd torzseket megvizsgaltak. A “nyertes” egy idés holgy volt, aki egy penészes sargadinnyét kildott
be lllinois-bél.

1945-ben Sir Alexander Fleming, Ernst Boris Chain és Sir Howard Walter Florey Nobel dijat kap-
tak a penicillinnel végzett kutatasaikért.
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17.4. AZ ELSO ELERHETO ANTIBIOTIKUMOK

A lejjebb ismertetett évszamok a piacrabocsatas évét jeldlik. Ahogy latszik is, a Salvarsannak 20 évé-
be kerlt, hogy megjelenjen a piacon, mig a Prontesilnek csak 3-ba.

Salvarsan (Paul Ehrlich) — 1910: hatasos a szifilisz ellen, ma is megtalalhaté Arzefamin néven, hatéa-
sos spirochétak ellen is. Ma mar mas szereket hasznélunk a szifilisz kezelésére.

Prontosil (Gerhard Domagk et al.) — 1935 (Bayer): 1939-ben Domagk Nobel dijat kapott a Prontosillal
folytatott munkajéért: hatasos a Gram + cocci igen nagy részével szemben, de nem hatadsos az
Enterobacteraceaek ellen.

Gramicidin (Rene Dubos): az els6 forgalomban kaphatoé antibiotikum a 2. vilaghaboru idején, 1939-40
(mas antibiotikumok addig cask kérhazakban voltak fellelhetéek).

Penicillin (Alexander Fleming) — 1942: csak a brittek és sztvetségeseik jutottak hozz4 a vilaghaboru
alatt

17.5. CSOPORTOSITAS AZ ELOALLITAS MODJA SZERINT

1. Fermentacioval eléallitott szerek: mikroorganizmusok (baktériumok, gombak) allitjak
el6, mint masodlagos anyagcseretermékeket. (Emiatt gyakran hivjuk 8ket természetes
antibiotikumoknak.) Az el6allitd szervezeteket folyékony tapkdzegben névesztjiik nagy ta-
rolékban (fermentorokban). A kériilmények (oxigén és széndioxid koncentracioja, pH,
hémérséklet, tapanyagok mennyisége) monitorozottak és éllithatbak ezekben a rendsze-
rekben az optimalis nGvekedés és antibiotikumtermelés érdekében. A kiilénb6zé baktéri-
umok altalaban gyorsabban tudnak rezisztenciat kialakitani ezek ellen a szerek ellen, mi-
vel ezekkel a természetben korabban mar talalkozhattak. Ezek az antibiotikumok gyak-
rabban toxikusak, mint a szintetikus tarsaik.

Egy atlagos fermentor felépitése

motor

keverd
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2. Félszintetikus szerek: kémiailag moédositott fermentacidval készilt szerek, tehat ugya-
nugy baktériumok, vagy gombak allitjak el6 (pl. Smicillin=semi-szintetikus Penicillin szar-
mazék). Ezeket a szereket azért hozzak létre, hogy a természetes szerek toxicitasat
csokkentsék, gatoljak a rezisztencia lehetéségét, vagy noveljék az antibiotikumok haté-
konyséagat.

3. Kemoterapias szerek / kemoterapeutikumok: kémiai (ton szintetizalt antibiotikumok.
Ezeknek a szereknek megvan az az elénylk, hogy a baktériumok korabban nem talal-
kozhattak az adott szerrel, igy a megjelenés el6tt nem alakithattak ki rezisztenciat ellniik.
Ezeket a szereket a jobb hatékonység és a kisebb toxicitas elérésére tervezik.

17.6. ANTIBIOGRAM

Az antibiogram egy antibiotikumérzékenységi teszt, amivel a leghatékonyabb antibiotikumot tudjuk
kivalasztani az adott paciensnek. A paciens mintajabdl nyert baktériumokat agaron tenyésztjuk (vér-
minta, seb, nyal, ...) és antibiotikummal atitatott papirkorongokat helyeziink a taptalaj felszinére. Min-
den papirkorong mas antibiotikumot tartalmaz. A tenyésztést/felndvesztést kdvetéen gatlasi zonakat
figyelhetlink meg a korongok koril. Ezek méretét lemérve valaszthatjuk ki a megfelelé antibiotikumot.
Ez a teszt f6leg akkor fontos, ha az antibiotikumterapia nem hatékony a péciensnél. Mivel a tenyész-
tés és a teszt sokaig tarthat (napok-1 hét), fontos Uj technikak fejlesztése is (a paciens ez alatt az id6
alatt meg is halhat). A megfelel§ kezelés eldontéséhez gondolnunk kell az adott szerek mellékhatasai-
ra, valamint az arara is. Ha szlik spektrumu antibiotikumot valasztunk, az nagy valészinliséggel ke-
véshé fogja pusztitani a természetes flérat.

Ezzel a modszerrel figyelemmel kisérhetjik a baktériumok rezisztenciainak evollcojat is, hogy haté-
konyabban tudjuk kezelni a pacienseket. (Id6ben észleljik, ha elterjedten alkalmazott antibiotikumok
elveszitik a hatékonysagukat Uj rezisztenciak megjelenése miatt.)

Antibiotikummal atitatott

gatlasi zona papirkorong jel6léssel

névekvé baktérium

17.7. PRO ES KONTRA

Antibiotikumok hasznéalata nélkiil szamos betegség halalos lenne, vagy sulyos komplikacidkkal jarna.
(Akar egy foggyulladas is!) Ma egyre tobb kutatas mutatja, hogy bakterialis fert6zések okoznak, vagy
vesznek részt bizonyos raktipusok, gyomorfekély, gyomorrak, kiilénb6zé szivkoszoruér betegségek
kialakitasaban, igy felkinalkozik a lehet8ség, hogy ezeket a betegségeket antibiotikumokkal megel&z-
zuk.

Egyre tbbb a rezisztens torzs: ez egy verseny a baktériumok és a kutatok/gyégyszergyartok kdzott.
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Az antibiotikumok felborithatjak a baktériumok természetes egyensulyat a szervezetben.

17.8. ANTIBIOTIKUM INTERAKCIOK

Fontos tudni, hogy néhany anyag megnovelheti az antibiotikumok szervezetben eltltott idejét vagy
szorpcidjat és kivalaasztasat is. Néhany toxikus antibiotkum, mint a tetracycline komoly problémakat
okozhat (akar halalt is!), ha mennyisége valamilyen egyéb hatas miatt megnévekedik a vérben. Mas
anyagok az antibiotikum metabolizmusat novelik meg. (Gyorsan Uriinek a szervezetbdl, igy nem tud-
jak megfeleléen kifejteni a hatasukat.)

Néhany antibiotikum noéveli a koffein altal kifejtett hatasokat (szivdobogast, szédiilést és fejfajast
okozva. Ezt a hatast Ugy érik el, hogy az antibiotikumok egy igen széles csoportja nem engedi a koffe-
in kiliriilését a szervezetbdl, igy annak folyamatos, hosszabb hatasa van a sejtekre. Eppen ezért az
antibiotikumterapidk soran nem ajanlott koffein tartalma ételek és italok fogyasztdsa. Mivel a koffein
megndveli néhany féjdalomcsillapi (pl. paracetamol) katasat, igy néhany gyartd koffeintartalmua fajda-
lom- és lazcsillapitékat is gyart. Ezek hasznalata az antibiotikumterapia sord nem ajénlott. (Pl. Béres
Trinell Pro)

A kélcium ronthatja néhany antibiotikum felszivodasét, pl.:Ciprofloxacin, and Doxycylin, Norfloxacyn,
mig nem |ép kolcsdnhatasba mas antibiotikumokkal, mint a Penicillinnel és az Erythromycinnel.

Minden betegtajékoztatéd tartalmazza, hogy antibiotikumok szedése mellett tartézkodni kell az alkohol
fogyasztasatol. Az alkohol és az antibiotikumok egymas degradéacios ratjat csokkenthetik. llyen kol-
csOnhatasban vesznek részt pl.: Metronidazole, Tinidazole, Cephamandol, Latamoxef, Cefoperazone,
Cefmenoxim és Furazolidone. Az alcohol cstkkenti az a Doxycycline és az Erythromycin hatasat.

A tetracyclin komplexet képezhet szamos molekulaval, igy példaul nem szedhetd egyltt magnesium-,
vas és aluminium tartalmu szerekkel, savlekotékkel.

Néhany antibiotikum csokkenti a fogamzasgatlok hatasat. Osszességében elmondhatd, hogy a termé-
szetes bélfléra pusztulasa rontja mas anyagok felszivodasat az antibiotikumterapia soran és azt kove-
téen, amig az egyensuly helyre nem all.

17.9. REZISZTENCIA

Szamos antibiotikumot olyan baktériumok allitanak el6, amik a sajat antibakteridlis anyagukkal szem-
ben természetesen rezisztenciaval rendelkeznek. (Ezzel csokkentik mas térzsek névekedését a kor-
nyezetiikben: antibiézis.) Rezisztenciat egy baktérium tavoli rokonaitdl is szerezhet konjugacié révén
(horizontalis géntranszfer).

Néhany random mutéacié egy receptoron katd entibiotikum esetén Iég lehet a rezisztencia kialakitasa-
ra. Az Gjonnan megjelent rezisztencia hirtelen problémat okozhat mér ismert térzsek esetén: a pato-
gén felfedezése esetén nem nem talaljuk azonnal a megfeleld, hatasos szert, a paciens akar meg is
halhat, mire az antibiogram eredménye megérkezik.

A rezisztencia mindezek ellenéer jelenthet hatranyt is a baktériumnak, amennyiben az tébbletenergiat
igényel (példaul egy extra fehérje termelését). Ebben az esetben, ha az antibiotikum nincs a kdrnye-
zetben, a szenzitiv baktériumok gyorsabban szaporodhatnak. (A rezisztens torzs eltlinhet.)

Amennyiben nem fedeziink fel folyamatosan uh antibiotikumokat, a jovénkugyanolyan, vagy rosszabb
lehet, mint az antibiotikumok felfedezése el6tt, nem tudnank védekezni a baktériumok ellen és halélos
lehet egy kisebb vagy nagyobb sebészeti beavatkozas, vagy akar a gyereksziilés.
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17.10. KERESZTREZISZTENCIA

Ha egy rezisztencia kialakul, a tulajdonsag, ai megvédi a baktériumot az antibiotikum hatasatél, hata-
sos lehet mas hasonl6 antibiotikumokkal szemben is: ez a jelenség a keresztrezisztencia.

Kémiailag hasonlé anyagok esetén a rezisztencia nem csak egy adott hatéanyag ellen, hanem a ha-
sonl6 szerek ellen is kialakulhat, vagy akar egy egész molekulacsoport ellen. A keresztrezisztencia a
hasonléan hat6 szerek ellen alakul ki.

Ha a reisztencia egy egész antibiotikumcsoport ellen kialakul, akkor ,teljes keresztrezisztenciarol”
beszélink. Amennyiben ez csak a csoport egy része ellen alakul ki, ,részleges keresztrezisztencia-
nak” hivjuk a jelenséget.

17.11. SZUPERBAKTERIUMOK (=SUPERBUG)

Szuperbaktérium: olyan patogén baktériumtdrzs, ami reisztenciat alakitott ki az ellen az antibioti-
kum(ok) ellen, ami alapvetéen hatasos lenne a baktérium ellen.

A multirezisztens tdrzsek szama folyamatosan n8, aminek az oka féként az, hogy a baktériumok kon-
jugécio soran géneket képesek cserélni. A folyamat soran a genetika anyag (plazmid) direkt sejt-sejt
kapcsolat, vagy hid-szer kapcsolaton keresztill jut at egyik baktériumbdl a masikba. A gének kulon-
b6z6 térzsek kozott is atadodhatnak igy. Ez iz ugynevezett horizontalis géntranszfer. (A baktériumok
ugynevezett plazmidokkal rendelkezhetnnek (cirkularis DNS), ez tartalmazza féként a rezisztenciagé-
neket.)

Mindezek mellett a baktérium a kdrnyezetébdl is felvehet DNS-t, ez azonban cask akkor marad fenn a
baktériumban, ha homoldg szakaszokkal be tud integrélédni a genomba. (A genom tartamazhat bein-
tegralodott bakteriofagokat is.)

17.12. MRSA

MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus): ez felels a legtobb multirezisztens fertézésért
(2015-ben). Ez a baktérium egy atlagos S. aureus leszarmazottja, ami alapvetéen kezelést sem igény-
|6 problémakat okozhat. Ez a rezisztens baktérium gyakran okoz fert6zést kérhazakban olyan pacien-
seknél, akiknek legyengill az immunrendszeriik (intenziv osztaly, sebészet). (A kérhazi fertézéseket
nozokomidlis fert6zésnek nevezzik.) Elsésorban bérbetegségeket alakit ki, ami halalossa valhat.

Gyakran leirt jelenség, hogy strandhomoktdl elkaphaté a fertézés, mivel az kitiiné kézeg a baktérium
szaporodasahoz.

Az MRSA tébb halallal jaro fertézést okoz ma az Egyesiilt Allamokban, mint az AIDS.
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17.13. KUTATASOK NAPJAINKBAN

Egyre kevesebb (] antibiotikum jelenik meg, részben a keresztrezisztens térzsek miatt, ezért kell (]
tamadaspontu baktériumokat talalnunk. Uj kutatasok folynak példaul a bakterialis aminosavszintézis
és zsirsavszintézist célzé szerekkel. Masik fontos kutatasi téma a baktérium-gazdasejtek kapcsolata.

Egyre jobban elfogadott vélemény, hogy kéonnyebb és kozepesen erbs fertézések esetén cask
bakteriosztatikus szereket kellene hasznalnunk, igy kevesebb multirezisztens baktérium alakulna ki.

Sok kutatas szentel figyelmet a szervezet immunrendszerének tAmogatasara is. Folyamatban vannak
bakteriofagokkal végzett kisérletek is.

17.14. PRIMYCIN

(Szamos néven megtalalhat6 a piacon, pl. Ebrimicin gél)

10g KULSOLEG! i
EB
EBRIMYCIN

OGy T-361 [

Mostanaig az egyetlen antibiotikum, amit itt fedeztek fel és izolaltak Magyarorszagon. 1949-ben fedez-
te fel Valyi-Nagy Tibor. A hatéanyagot a Thermopolyospora galeriensis gombafaj termeli, tébb kutatas
folyik ezzel a szerrel jelenleg is a Pécsi Tudomanyegyetemen. A szer a makrolid antibiotikumok kézé
tartozik, baktericid hatasa van.

Spektruma igen tag: hatasos a Gram-pozitivok (és a Mikobaktérium torzsek) ellen. Van hatasa az
éleszték és fonalasgombdk, vibriok, néhany algafaj, protozodk és makrovirusok ellen is. Nagyobb
koncentracioban hatdsos Gram-negativ baktériumtorzsek ellen is, beleértve tobb rezisztens és
polirezisztens torzset is. Mivel nem szivodik fel a bérrél, vagy a bélbél, ezért helyileg hasznalhatjuk.

17.15. ANTIBIOTIKUMOK HASZNALATA TUL A GYOGYSZERES FELHASZNALASON

A molekularis bioldgiaban és a genetikai kutatasok soran szelekciés markerként hasznalunk antibioti-
kumokat. Példaul: kiénozast tudunk ellendrizni egy rezisztenciagénnel. A rezisztenciagént egy altalunk
bevinni kivant génnel egyitt integralunk a genomba. A klonozast kdvetden a baktériumot antibiotiku-
mos taptalajon neveljik: a rezisztenciagént tartalmazé baktériumok lesznek képesek ndvekedni. Ha
plazmidon vissziik be a gént, az antibiotikumos kézeg meggatolja azoknak a sejteknek a ndvekedését,
amikbdl ,kikopik” a plazmid, igy folyamatos szelekciés nyomast fejt ki.

17.16. HATASMECHANIZMUS

A legfontosabb alapelv: minél specifikusabb hatas elérése a patogénen, minél kisebb hatas a human
(vagy allati) sejten.

Megkilonbdztetiink bakteriosztatikus szereket, amik gatoljak a baktériumok ndvekedését és bakte-
ricid vegytleteket, amik elpusztitjak a baktériumokat.
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A key principle: the more specific effect of the drug is on the pathogen, the smaller is the effect on
humans (or other animals). (Néhany baktérium mindkét hatassal rendelkezik, példaul koncentracio-
figgé modon: nagyobb dézisban baktericidek. Négany baltérium kilénb6z6 térzseken masként hat.)

17.17. CSOPORTOSITASA HATASMOD SZERINT

Altalanossagban van nlhany olyan kritikus pontja a bakterialis metabolizmusnak, amiket tamadaspont-
ként tudunk hasznalni:

Sejtfalszintézis gatlok: osztodasban lévd sejtekre hat, pl. B-laktdmok (penicillinek, cefalosporinok,
carbapenemek), glikopeptid antibiotikumok. Ezek az antibiotikumok a setfal feléplilését gatoljak az
osztddas soran. Megfelel6 sejtfal nélkil a baktériumsejtek kevésbé rezisztensek az ozmotikus hata-
sokkal szemben. (J6 szelektiv target: a human sejtek nem rendelkeznek peptidoglikén sejtfallal.)

Ezek a setjfalszintézis inhbitorok elpusztithatjdk a Gram-pozitiv patogéneket, de nem hatdsosak a
Gram-negativokkal szemben, ennek oka az eltérd sejtfelstruktura.

Enzim inhibitorok: metabolikus folyamatokat és a nukleinsav replikacidjat gatoljak, pl. DNS giraz
gatlok.

RiboszoOméra haté szerek: fehérjeszintézisgatiok: pl. aminglikozidok, makrolidok, kléramfenikol,
tetraciklinek. Ezek a szerek hatassal vannak a human riboszémakra is, hozzakét6édnek azokhoz is,
azonban altaldban kisebb effektivitassal. A legtdbb emberi sejt kisebb ltemben szintetizalnak fehérjé-
ket, mint a baktériumok, azonban mivel ez egy kdz6s folyamat, tobb toxikus mellékhatasa van ezek-
nek a szereknek.

Membranfunkcié gatlék: néhany antibiotikum (pl. polymixinek) detergensként hatva feloldjdk a bakté-
riumok membranjait.

17.18. SEJTFAL SZINTEZIS GATLOK

Béta-laktamok

A sejtfalat karositjak (meggatoljak a szintézisét): a sejtfalat tamadjak, ami az emberi sejtekre nem
jellemzd, igy ebbdl adédéan meglehetésen kevés mellékhatasa van. Elsésorban a penicillin-kété fehé-
réhez kétédnek és ezzel gatoljak a peptidogliikan szerkezetének kialakitasat, igy kizarélag az oszt6-
dasban Iévd sejtekre hatnak. Baktericidek, azaz baktérium-0616 szerek.

A penicillinek és cepfalosporinok is ebben a csoportba tartoznak.

Hatranyuk: az inaktiv baktériumok tulélik a baktériumterapiat, igy késébb a paciens visszaeshet a
betegségbe. Nem hatdsosak az intracellularis patogének ellen (mert nem jutnak be a human, vagy
allati sejtekbe).
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Gyorsan Uriilnek a szervezethdl, ezért tdbb ddzisban kell bevinni (pl. 3-6 adabna egy nap).
Penicillinek

A bakterialis transzpeptidaz enzimhez kétédnek, igy gatoljak meg a sejtfalszintézist. Nem toxikusak.
(Ez nem azt jelenti, hogy nincsenek mellékhatasaik! Sulyos mellékhatasok igen ritkdk ezeknél az anti-
biotikumoknal.)

Relativ széles spektrumuak, elsésorban fiil-, orr-, garat-, nyel6cs6- és légzészervrendszeri megbete-
gedések esetén hasznaljuk 6ket.

Cefalosporinok

A cefalosporinok is a transzpeptidaz enzimhez kapcsolédnak. Kevésbé érzékenyek a hagyoméanyos R3-
laktamazokkal szemben. Légz8&szervrendszeri fertézések, vese, hugyuti fertézések esetén és kilon-
b6z6 sebelfert6z8dések esetén hasznaljuk 6ket. Sokszor alkalmazzuk, ha a péaciens allergias a peni-
cillinre. Relativ kevés akut mellékhatasuk van, ritka az allergias reakcio, vagy a vesekarosodas. Véral-
vadasi zavarok azonban kialakulhatnak idésebb pacienseknél. Nem toxikusak, de természetesen ki-
alakulhat allergia ezek ellen a szerek ellen is. Gram-negativ baktériumokkal szemben hatékonyak.

Béta-laktam antibiotikumokkal szemben kialakuld rezisztencia

A baktériumok termelhetnek béta-laktaméz enzimet, ami az antibotikumot (a B-laktam gydrit) hasit-
hatja. A B-laktaméaz természetesen is el6fordul baktériumokban, de mennyiséguk és aktivitasuk is
kiilonb6z6 lehet. A B-lakamok a penicillink6té receptorra bekdtédve ativalhatjak a B-laktaméaz termelé-
sét, ezért inhibitorokat kell hasznalnunk, amik a hasité enzim aktivitdsat csokkentik le. Ezeket a (-
laktaméz inhibitorokat (BLI) antibiotikum segédanyagként hasznéalhatjuk: klavulansav (Amoxicillinben,
Tiracilliben), szulbaktam (Amoxicillinben), tazobaktam (Piperacillinben).

A rezisztencia méasik formja, ha a sejtfal struktdraja agy valtozik, hogy a béta-laktdm nem tud atjutni
rajta (a sejtfelszinre kivalasztott fehérje, vagy mucindzus réteg miatt).

Aminglikozid antibiotikumok

Magas hatékonysagu antibiotikumok, elsésorban sulyos fert6zések esetén hasznaljuk 6ket. Baktericid
és bakteriosztatikus hatasuk is van: elséként a baktérium felszinére tapadnak, ez megzavarja a
permeabilitast, majd a sejtbe bejutva a fehérjeszintézist is gatolja, ahogy irreverzibilisen kapcsolédik a
riboszomakhoz. A kett6és effektivitas miatt egyarant sorolhatuk ket a sejtfalszintézisgatlok és a ribo-
szdémara hat6 szerek kozé is.

A 30S riboszéma alegység S12 fehérjéjéhez kapcsolodik, igy gatolva az N-formil-metionin kétédését,
igy a fehérjeszintézis nem tud megindulni a riboszémakon (mivel ez az elsd bek6tédé aminosav!).

Els6sorban injekcio formajaban hasznaljuk, valamint kend8csékben szajon belll, illetve kilsé bérfellile-
teken és szemcseppekben (mivel igen rosszul szivédik fel az emésztészervrendszerbdl).

Relativan magas kockazatot jelent sziv, vese és neuroldgai betegségekre, amennyiben injekcié forma-
jaban juttatjuk be. Meningitis (agyhartyagyulladas) esetén nem jut eé a kdzponti idegrendszerbe, igy
annak kezelésére nem alkalmas.

Terhes nék nem szedhetnek aminglikozidokat, mivel az embri6 idegrendszerét karositja.
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Glikopeptidek

A glikopeptid antibiotikumok a sejtfal szintézisét is gatolhatjak, valamint a ribonukleotid szintézist.
Gran-pozitiv baktériumok ellen hatdsosak. Baktericidek (szoval baktériumpusztité hatasuak).

Nem tudnak felszivédni a béltraktusbol, igy szinte kizarélag infazio formajaban hasznaljuk. Szévetirri-
talok, ezért csak lassan adhatok be. Intramuszkularis injekcioként szoveti nekrézist okoz. Vese- és
hallaskarosodéast okozhat.

Normal esetben nem jut at az agyhartyan, azonban agyhartyagyulladas esetén atkerilhet a liquorba.

Rezisztencia: amennyiben a koétéhely (receptor) valtozik (pl. mutacioval), az antibiotikum nem lesz
képes kotédni, igy nem lesz hatékony.

17.19. ENZIM INHIBITOROK

Giraz inhibitorok

A giraz inhibitorok specifikusan bakterialis DNS giraz enzimeken hatnak, igy gatolva a sejtosztédast.
Altalaban azoknal a pacienseknél hsaznaljuk 8ket, akik mas antibiotikumokra allergiasak.

Kllénosen hatasosak a hugyuti fertézésekkel szemben, vagy a légz6észervrendszeri és bérfertézések
esetén. Még a Helicobacter pylorit is elpusztitjak, aminek fontos szerepe van a gyomor-bélrendszeri
fekélyes megbetegedésekben.

Mellékhatasok: hényinger, hasi f4jdalom, hasmenés. Ritkan, de kialakulhat sulyos fejfajas, szédulés,
depresszid, aimatlansag és nyugtalansag.

Nem alkalmazhaté terhesség, szoptatas és a ndvekedés befejezte ebtt, mert csont és izlleti fejlédési
rendellenességeket okozhat.

Folsavantagonistak

A csoport legjobban ismert képvisel&je a Sulfonamide. Az 1935-ben piacra keriilt Prontosil is ebben a
csoportba tartozik.

Bakteriosztatikus hatdsuk van. Felépitésuk hasonlit a para-amino-benzoesavra, igy ennek a moleku-
lanak a beépiilését gatoljak meg a sejtfalba, ezzel a folsavszintézis és a sejtfalszintézis gatlédik. A
folsav szintézisét tdbb ponton is gatolhatjak, tobbféle maodon.

A folsav eszencialis az adenin és a timin szintéziséhez (nukleinsavak!). (Humén szervezetben nem
torténik folsavszintézis, ezért ez egy j6 szelektiv tamadaspont.)

Nem hasznaljuk 6ket gyakran, mert tdl sok a rezisztens torzs, féleg trachoma esetén (ami egy specia-
lis szemfert6zés). Kombinalt terapiaban gyakran szerepel tidégyulladas, toxoplazmozis, vagy akar
malaria kezelésére.
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17.20. RIBOSZOMARA HATO SZEREK: FEHERJESZINTEZISGATLOK

Tetraciklinek

Bakteriosztatikus hatasuk van, a baktériumsejtek szaporodasat gatoljak. A 30S alegységhez kétédve
gétoljak a bakterialis aminoacil-tRNS kotédését a riboszoma-mRNS komplexen.

Relativan kevés mellékhatasuk van, de nagy mennyiségben toxikusak! Jél felszivodnak a béltraktus-
bél, igy tabletta formajaban jol alkalmazhat6ak.

Eredetileg igen széles spektrumban voltak hatdsosak, azonban a rezisztens térzsek szamanak néve-
kedésével ez jelentésen csokkent.

Els6sorban bronchitisben (hérghurut), pneumonia (tlidégyulladas) és krénikus bdérgyulladasok esetén
haszndljuk.

Mellékhatasok: fejlédé gyerekek fogainak elszinezédése, ritkan majgyulladas. (Elsésorban a majban
és az epében vélasztédnak ki.)

Makrolidok

Eredetileg Stretomyces erithreus termelte 6ket.

A fehérjeszintézist gatoljak: az 50S riboszomaalegységre koétédnek reverzibilisen. Bakteriosztatikusak,
de koncentraciétol fliggéen baktericidek is lehetnek, illetve szarmazékaik lehetnek baktericidek.

Ebbe a csoportba tartozik az Erithromycin, amit sokszor hasznalnak penicillinek és cefalosporinok
kivaltdsara (amennyiben a paciens allergias rajuk).

Els6sorban tidébetegségeknél hasznaljuk Sket, amikor mas antibiotikumok mar nem hatdsosak.

Alkalmazhat6ak Toxoplazmézisban is (ez egy idegrendszeri parazita, ami els6sorban Ujszllotteket és
magzatokat fertéz, a makrolidok a terhesség masodik felében mar alkalmazhatéak, az idegrendszeri
krosodasok elkertlésére).

Mellékhatasok: majmikddési zavar és halldscsokkenés. (Elsésorban az epében valasztodik ki, igy
nagy mennyiségben halmozédik fel a majban, ezért j6l hasznalhaté majat tamado fert6zések esetén.)

Rezisztencia: lecstkkent permedbilitas miatt, receptorok valtozasa miatt, illetve a riboszémak inaktivi-
tasa esetén.
Kléramfenikol

A fehérjék el6allitasat zavarjak meg a baktériumokban, de beleszélnak a human fehérjeszintézisbe is:
az 50S bakteridlis riboszomara koétédnek reverzibilisen és igy gatoljak a fehérjeszintézist. Az human
sejtekben a 80S alegységhez, illetve a mitokondrium riboszémajahoz is kétédnek, igaz, kisebb haté-
konysaggal.

Altaldban bakteriosztatikus hatasuk van, néhany esetben alakul csak ki baktericid hatas (pl.
Nesseriaval és Streptococcus pneumoniaevel szemben).

Jol felszivodik a béltraktusbol.

Atjukt a gerincveldi folyadékba is (azonban koncentracioja itt csak a szérumban mérhetd koncentracio
felét éri el).
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Van néhany sulyos mellékhatasa, ami miatt csak bizonyos esetekben hasznaljuk 8ket: hastifuszban,
vagy akkor, ha mas szer nem alkalmazhaté (elsésorban a csontvel6t és a vérképz6 szerveket karosit-
ja). Nem hasznalhatéak Ujszuléttek terapiaja soran.

Linkozamidok

Lincomycin és a 10x erésebb Clindamycin a legjobban ismert tagjai ennek a csoportnak.

A tobbi antibiotikumnal er6sebb mértékben karositjak a természetes bélflérat, szamos esetben okoz-
nak sulyos gyulladast, csak ritka esetekben hasznaljuk 6ket, amennyiben mas szerek mar nem hata-
sosak, genitaliak és izuletek fertézéseinél.

Bakteriosztatikusak, az 50S alegység 23S részéhez kapcsodnak a bakterialis riboszoman, igy gaolva
a fehérjeszintézist. (Hatdsosak a malaria és a toxoplazmozis ellen is.)

Hasznaljuk 6ket az ugyenvezett ,toxikus sokk szindroma” kezelésére is, mivel a bakterialis ,M proteint”
gatoljak.

Rezisztencia: hasonléan a makrolidokhoz: a kétéhely valtozasaval alakulhat ki.

A makrolidokkal antagonistak, igy egyltt nem hasznalhatjuk éket.

17.21. MEMBRAN FUNKCIO GATLOK

Polimixinek

Polymyxin A,B,C,D,E

Ezek a gyogyszerek a membranhoz koétédnek és kationos detergensként pozitivan toltott
aminocsoportjaival kélcsénhatasba Iépnek a lipopoliszacharidokkal és a foszfolipidekkel és névelik a
permeabilitast. Mivel a sejt membranjanak integritdsa séril, makromolekuldk és ionok jutnak ki a sejt-
bél, ez a sejt sériilését, vagy halalat okozza. (Néhany gombaellenes szer is ebbe a csoportba sorolha-
t6, mivel ugyanezzel a hatasmechanizmussal miikddnek: poliének.)

Mindegyiknek baktericid hatasa van.
Eredetileg a Bacillus polymyxa termelte.
All have bactericidal effects

Hatasosak Gram-negativ palcikakkal szemben (pl. Pseudomonas aeruginosa)
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17.22. OSSZEFOGLALO

Béta-laktamok

Sejtalszintézis géatlok Aminglikozidok

Glikopeptidek

Giraz inhibitorok

Enzim inhibitorok

Folsav antagonistak

Tetraciklinek

Makrolid antibiotikumok

Riboszémara hat6 szerek: fehérjeszintézisgatldk Kléramfenikol

Linkozamid

(Aminglikozidok)

Membranfunkcié gatlék Polimixinek

Antibiotikum csoport Hatasmechanizmus 1 Hatasmechanizmus 2

Béta-laktamok Sejtalszintézis gatlok baktericidek

baktericidek (sejtfalszint. gatlok)
és bakteriosztatikusak (riboszo-
mara hatok)

Sejtalszintézis gatlék és ribo-

A erelels szoémara hat6 szerek

sejtalszintézis gatlok,

Glikopeptidek (ribonukleotid szintézis gatiok)

baktericidek

Tetraciklinek riboszémara hat6 szerek bakteriosztatikusak

bakteriosztatikusak (szarmazé-
Makrolid antibiotikumok riboszémara hato szerek kaik, és magas koncentraciojuk
lehet baktericid)

Giraz inhibitorok enzim inhibitorok baktericidek

sejtalszintézis gatlok

Folsav antagonistak bakteriosztatikusak

bakteriosztatikusak (néhany

Kléramfenikol riboszémara hat6 szerek B ..
torzzsel szemben baktericidek)

Linkozamid riboszémara hat6 szerek bakteriosztatikusak

Polimixinek membranfunkciogatlok baktericidek




18. A SEJTCIKLUS

18.1. A SEJTCIKLUS DEFINICIOJA ES SZAKASZAI (FAZISAI)

Egy Uj sejt csak egy létezd sejt osztédasa révén keletkezhet. A sejtciklus az eseményeknek azon
szabalyozott sorozata, amely révén a sejt anyagainak megkett6z6dése és elosztasa kdvetkezik be,
két azonos sejtet eredményezve (egy sziild sejtbdl két utddsejt lesz). Ennek a folyamatnak a primér
eseménye a sejt genetikai anyaganak (DNS) pontos megkettézése és egyenlé elosztasa az utddsejtek
kozott.

Az egysejtl élélényekben ez a folyamat az él6lény megkettézését jelenti. A tobbsejtliiekben a folya-
mat bonyolultabb: nagyszamu, szabalyozott sejtosztddas vezet egy Uj organizmus kialakulasahoz. A
kifejl6dott tobbsejtl él6lényekben egyes sejtek nem osztédnak tébbé, masok csak bizonyos korilmé-
nyek kézott osztddnak (példaul kiilsé ingerek hatasara), mig ismét masok megérzik képességiket a
folyamatos osztédasra.

A sejtciklus fazisokra oszthatd. Ot fazist kilonboztetink meg: G1, S, G2 (ezt a harmat egyitt
interfazisnak is nevezzik), M és GO (null). Minden fazisnak megvannak a jellegzetességei és a sze-
repe. A G (gap — sziinet) fazisokban els6sorban szintetikus folyamatok (fehérje, membran szintézis)
zajlanak. A két nagyszabdasu véltozasokkal jaré fazis az S (DNS szintézis), amelyben a genetikai
anyag (DNS) replikacidja zajlik, illetve az M fazis, amely mitézist jelent, nukleéris és citoplazmatikus
osztddassal. Ezeknek a fazisoknak az id6tartama valtozd, attdl fuggéen milyen organizmus-
rol/szévetrdl van szo, de altaldban az emlés sejtek ciklusa 24 6ras, amelyben 10-12 6ra az S, és egy
Ora az M fazis.

A G1 és G2 fazisok az M és az S (G1), illetve az S és az M (G2) fazisok kozétt talalhatok. A G fazi-
sokban nemcsak névekedés torténik, hanem ellenérzé folyamatok is: a sejten bellli és kivili koral-
mények felmérése annak elddntésére, hogy a folyamat haladhat-e tovabb (lasd késébb: a sejtciklus
ellenérzé pontjai). A GO fazis nyugvo6 allapot, amely lehet atmeneti bizonyos koérilmények miatt,
vagy végleges, ha a sejt tobbé mar nem osztodik. A sejt Gjbdl beléphet a G1 fazisba a kortilmények
valtozasa kovetkeztében vagy specifikus jel hatasara (lasd késébb: mitogének). Természetesen a sejt
a GO fazis alatt is ellatja alapvetd funkcioit.

Béar a sejtciklus fazisainak hossza és eseményei eltérhetnek az egyes organizmusok kozott, az alap
szabalyozasi folyamatok igen hasonldak, és ennek a szabalyozasnak a fehérje komponensei konzer-
valtak. Ez a f6 oka annak, hogy a sejtciklus szabalyozasi folyamatai jol tanulmanyozhaték szamos
modell organizmusban, kezdve az egysejtli eukariota éleszt6tél a légyen at a békaig. A human sejt-
kultirdk is szdmos informéciot szolgéltatnak a sejtciklus folyamatairél. Fontos megjegyeznink, hogy
szamos esetben a tumorok kialakuldsanak a sejtciklus kontroll folyamatainak hibaja az oka (lasd: Tu-
morok bioldgiaja).

18.2. A SEJTCIKLUS SZABALYOZASA: ELLENORZO PONTOK (CHECK POINTS)

A sejt meglehetésen sériilékeny a sejtciklus egyes folyamatai alatt: a sejt gdmbdlylvé valik, elveszti a
kontaktust a tobbi sejttel, a DNS tartalom szorosan ésszecsomagolodik és nem alkalmas transzkripci-
Ora, és fontos, hogy a teljes DNS allomany replikaciéja soran szamos fehérjének kell meghatarozott
rendben mikodnie.

A sejtciklus ellen6rzé rendszere a ciklusbdl magabdl kap jeleket. A ciklus csak akkor haladhat elére,
ha az egyes fazisok teljesek, és a folyamatot az ellenérzd rendszernek késleltetnie kell, ha javitasra
van sziikség. Meghatarozott pontoknal (ellenérzé vagy check pontok) sokszor a fazisok kozotti fon-
tos atmenet taldlhat6. Ezeknek az atmeneteknek a fébb jellemezbi:
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= aciklus elére halad vagy nem halad tovabb (on/off), irreverzibilis médon
= azellenérzd rendszer meghizhatéd és hatékony
= arendszer kulsé vagy belsé jelekre reagal.

A négy f6 szabalyozd atmeneti pontja (check pontok) a sejtciklusnak:

= restrikcios pont (élesztében: start pont) a késéi G1-ben
= S fazis ellenérzé pont

=  G2/M atmenet

= metafédzis/anafazis &tmenet.

Ezeknél a pontoknal a sejtciklus ellenérzé rendszer dontéseket hoz, vajon indit-e esszencialis folya-
matokat a ciklusban vagy sem — miutan figyelembe vette a sejt allapotat és a kdrnyezetbél érkezd
jeleket. A restrikcidos pont a sejtciklus kezdetének dontdé szakasza; ez utan a pont utan a sejtnek
végig kell vinnie az egész sejtciklust, csak atmenetileg &llhat le, ha probléma adddik, amig azt meg
nem tudja oldani.

A sejtciklus szabalyozéasa: a ciklin/Cdk komplexek

A ciklinek azok a fehérjék, amelyeknek szintje a sejtciklus folyaman valtozik. A Cdk-k (ciklin
dependens kindzok) mennyisége allandd, de aktivitdsuk valtozik a ciklinek és méas szabélyozé fehér-
jék mennyiségétdl fiiggben (lasd kés6bb: Cdk aktivitas szabalyozasa). Emberben 4 osztalya van a
ciklineknek, és tdbb mint 20 tipusa a Cdk fehérjéknek. Az egyes ciklinek (D, E, A, B) a sejtciklus meg-
hatarozott fazisaiban jelennek meg: G1/S, S, M és G1 ciklinek (lasd abrat az eléadas anyagban). A
ciklinek specidlis Cdk-khoz kotédnek és azokat aktivaljak. Az egyes ciklinek bizonyos fokig tudjak
egymast helyettesiteni. Emberben legaldbb 12 kildnb6zé ciklin/Cdk komplex képzddik. Amikor egy
ciklin Cdk-hoz kotédve azt aktivalja, akkor a Cdk, kinaz aktivitasanak koszonhetéen a fehérjék egy
adott csoportjat foszforilalja, elinditva ezzel a sejtciklus adott fazisara jellemz6 eseményeket és aktivi-
tasokat. Ez torténhet poszttranszkripcionalisan, de a sejtciklus szabalyozésa folyhat a transzkripcié
szintjén is. Egy foszforilalt fehérje megvaltoztathatja az aktivitasat, vagy szubsztratja illetve célja lehet
egy masik fehérje aktivitasanak.

A Cdk aktivitds szabalyozasa

Altalaban a ciklin Cdk-hoz kétédése elengedhetetlen, de nem elegendd Iépés a Cdk teljes aktivitasa-
nak eléréséhez. Ez kulbndsen a restrikciés ponton val6d athaladas szabalyozaséara igaz, amelynek
soran a donté lépés tébbszordsen is kontrollalt.

A Cdk aktivalas egyéb lehetéségei:

1. Foszforilacio
= aktivalo hatdsu foszforilacié a Cdk-aktivald kinazok (CAK) révén
= gétlé hatasu foszgorilacié (pl. Weel)
= foszfatazok (Cdc25 eltavolitja a Weel gatld hatasu foszfat csoportjat — M-Cdk aktivitas
kontrollja)
2. Gatlé fehérjék kotédése
= Cdk gatl6 fehérjék (CKl): Cdk-hoz vagy ciklin-Cdk komplexhez kétédnek (G1/S és S-
Cdk aktivitas szabalyozasa)
3. Intracelluléris lokalizacid (elhelyezkedés)
= Aciklinek és a Cdk-k is a citoszolban szintetizalédnak és a magba kell jutniuk, hogy
kapcsolatba lépjenek (a G2/M ellenérzd pontban foszforilalt ciklin B a sejtmagban fel-
szaporodik).
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4. Fehérje lebomlas (degradacio)
= Az ubiquitin kapcsolédasa révén valosul meg. A cél fehérje lehet ciklin, Cdk, gatlé (inhi-
bitor) fehérje vagy mas funkcioju fehérje. Egy példa a mitézis metafazis/anafazis atme-
net szabalyozasa. A két f6 mod, ahogy a fehérje lebomlas részt vesz a sejtciklus szaba-
lyozasaban a kdvetkezd: vagy az E3 ubiquitin ligaz cél fehérjéje foszforilalodik, vagy az
ubiquitin ligaz foszforildlodik és aktivalodik ilyen modon.

A sejtciklus kiils6 aktivatorai

Mitogének és novekedési faktorok képesek elinditani a sejtciklust olyan valtozasok el6idézésével,
amelyek segitségével a sejt tuljut a restrikciés ponton. Az emlitett faktorok a sejtre a jelatvitel utakon
keresztll hatnak. A legtobb jelatviteli aktivitas a G1 fazisban zajlik le (lasd a Jelatvitelrdl szol6 fejezetet
a részletekért). A legtdbb Gtvonal ezek koziil magaba foglalja a MAPK aktivitast, és a transzkripcids
célok kodzoétt szamos sejtciklus szabalyozo géntermék van (pl. ciklinek).

A sejtciklus szabalyozéas és a tumorképz6dés kapcsolata

Szamos lehetéség van arra, hogy a sejtciklus szabalyozas zavara kéros sejtburjanzashoz vezessen:

= Kkulsé jelatviteli ut kontroll nélkili aktivalédasa
= mutaciok: proliferativ jel aktivalodasa, vagy fehérje degradacié elmaradasa (ciklinek)
= szabalyoz6é mechanizmusok elvesztése. (Lasd: Tumorképz&dés fejezet)

A tumor szuppresszor gének szerepére a sejtciklus szabalyozasaban példak talalhatok az eléadas-
anyagban (p53 és Rb fehérje).

Egyéb példak a sejtciklus szabalyozdé mechanizmusaira: a prereplikativ komplex aktivalasa; sejtciklus
szabélyozés és DNS repair (javitds) kapcsolata; anafazis promotélé komplex (APC) szabalyozésa.






19. MITOZIS ES MEIOZIS

Mind a mitdzis, mind a meiodzis a replikaciot koveti (lasd sejtciklus és replikacio)

19.1. MITOZIS (SZAMTARTO OSZTODAS)
A mitdzis az eukariota sejtekre jellemzd folyamat, mely soran a sejt kett6, azonos utédsejtté osztodik.
Profazis soran a laza kromatin allomany kromoszoémakba kondenzalédik. A nukledusz eltlinik.

A centroszomak a sejt ellentétes poélusaiba vandorolnak. A centroszémak az interfazis soran kett6z6d-
tek meg.

Prometafazis soran a nuklearis membran telesen fragmentalédik (nyitott mitozis).

Az osztdédasi orsO a prometafazis soran formalodik a citoszkeletonbol. Az osztddasi orsé a két
centroszémabdl és az azokhoz kacsolddo a mikrotubulusokbdl all, szerepe a kromoszo6mak mozgata-
sa és a citokinézis. A mikrotubulusok egyik vége mindig a centroszomahoz kapcsolodik.

= Kinetokér mikrotubulusok: a kromoszémak kinetokér régidihoz kapcsolédnak, azok mozga-
tasaert felel6sek.

= Interpolaris mikrotubulusok: a két centroszémat kotik 6ssze.

= Asztralis mikrotubulusok: a sejt polaris régiéjahoz kapcsolddnak.

mikrotubulusok megkétése és azok stabilizalasa.

Metafazis Az osztddasi orso kialakulasa a metafazisban fejezédik be. A kromoszémakat a kinetokor
mikrotubulusok a sejt egyenliti sikjaba rendezik.

Osztédasi orso ellendrzési pont (mitotic spindle checkpoint vagy spindle assembly checkpoint (SAC)).
Az SAC fehérjék ellenérzik a megfelel§ kinetokor-kinetokdr mikrotubulus kapcsolddas |étrejottét.
Amennyiben akar egyetlen kinetokor régié is szabad marad, az ellendrzési pont fehérjéi megallitiak a
mit6zist az MPF szint magasan tartasaval.

Anafazis soran két, egymassal parhuzamos folyamat jatszadik le:

Anafazis A: A testvér kromatiddkat dsszetart6 fehérje komplexeket, kohezineket specialis protedzok, a
szeparazok hidrolizaljak. Az elvalasztott testvér kromatidakat a megrévidilé mikrotubulusok hizzak
szét egymastdl. A  mikrotubulusok megrévidilése els6ésorban a felépitd egységek
depolimerizaciojanak kdszonhetd.

Anafazis B: A centroszOmék még inkabb a polaris régidk felé mozdulnak el, egyrészt az interpoléaris
mikrotubulusok meghosszabbodasa és egymason valé elcsiszasa, masrészt az asztralis
mikrotubulusok megroévidulése kdvetkeztében.

Telofazis a metafazisban és profazisban léterjétt valtozasok visszaalakitasa. A pélusok tovabb tavo-
lodnak egymastél. A maghartya ujraalakul. A nukledluszok ujrarendezédnek. A kondenzalt kromatin
allomany dekondenzalédik. Ujraszervezédik a Golgi complex és az ER.

Citokinézis a telofazissal egy idében indul. A két allati utédejtet egy kontraktilis aktin-miozin gyGrd
vélasztja el.
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Hibak a mitézisban

A mitdzis hibai ritkdk, mert egyrészt nagyon szigordan szabalyozott folyamat, masrészt a hibak altala-
ban végzetes kdvetkezményekkel jarnak az oszt6doé sejtre nézve.

Kromoszoma nondiszjunkcio: a testvér kromatidak nem valnak el egymastol ami aneuploiditdshoz
vezet.

Cellularis nondiszjunkcid: citokinézis hibaja két sejtmaggal rendelkezd sejtekhez vezet.

19.2. MEIOZIS (SZAMFELEZO OSZTODAS)

A meibzis egy specialis sejtosztddas, mely folyomanyaképp az utddsejtek kromoszémaszama felez6-
dik. A meidzis haploid gamétakat generdl, melyek emberekben a petesejtek és spermiumok 23 kro-
moszdmaval.

A mitézishoz hasonléan a meidzis el6tt is megkett6z6dik a sejt genomialis DNS allomanya a replikacié
soran.

A meiozis folyamata két nagy lépésre oszthatd, melyek a meidzis | (profézis |, metafazis |, anafazis |
és telofazis |) illetve a meidzis Il (profazis Il, metafazis |l anafézis Il, telofazis Il és citokinézis). Fontos
azonban észben tartani, hogy a hasonldsagok ellenére nem két mitozis jatszddik le egymas utan! A
kovetkezbkben csak a legfontosabb részekre térunk ki, a részletekért lasd a vonatkozo el6adast.

Profazis I: A homolog kromoszémak egymas mellé rendez6dnek. A parosodott kromoszémak kozott a
homoldég szakaszok kicserél6dhetnek, mely folyamatot crossing overnek vagy genetikai
rekombinaconak is hivunk. A rekombinacié fontos mechanizmusa a genetikai diverzitas fenntartasa-
nak, mert segitségével az allélok Uj kombinacidjai alakulhatnak ki.

Metafazis I: A homolég kromoszémaparok az egyenlitéi sikba rendezédnek a kinetokér
mikrotubulusok segitségével.

Anafazis I: A kromoszomaparok elvalnak egyméstdl, de a testvérkromatiddk nem! Az anyai és apai
kromoszomak megoszlasa a két létrejovd utddsejtben véletlenszerl, ami hozzajarul az utédok geneti-
kai variabilitasdhoz.

Telofazis I: A kromoszomak elérik a polusokat, ahol dekondenzalédnak. Kialakulnak a sejtmaghartyak.
A meiodzis Il a DNS megkett6zédése nélkil kdveti a meiozis I-et.

Profazis Il: Eltlnik a sejtmaghartya és nukledluszok. A kromatin allomany kondenzalédik.

Metafazis Il: A kromoszomak (nem kromoszomaparok!) az egyenlitSi sikba rendezddnek.

Anafazis 1l: A kohezinek elhasitdsdval a testvérkromatiddk elvalnak egymastél. A kinetokér
mikrotubulusok a polusok felé huzzak éket.

Telofazis 1l és citokinézis: Kialakul a sejtmaghartya, a kromatidak dekondenzalédnak. Az utddsejtek
elvalnak egymastol.
Hibak a meidzis soran

A meidzis soran fellépd hibak kozll a legjelentdsebb a kromoszoémék nem elvaldsa (nondiszjunkcio).
Részletekért lasd a kromoszéma rendellenességek fejezetet!
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19.3. A MITOSIS ES MEIOZIS ROVID OSSZEHASONLITASA

Mitézis Meibzis

Sejtosztédasok szama 1 2
Utddsejtek szama 2 4 (1)
Kromoszémaszamr 2n->2n | 2n->1n
Homolég rekombinacié nem Igen
Utddsejtek azonosak Igen nem







20. JELATVITEL

20.1. BEVEZETES

A sejtek az extracellularis jeleket kdzvetitd molekuldkat képesek felismerni a sejtfelszinen specifikus
receptorok segitségével vagy, kisméretl és hidroféb hirvivé molekula esetén, a plazmamembranon
atjutva intracellularis receptorok révén. Ezt a mechanizmust nevezziik jelatvitelnek, mely soran a sej-
tek képesek a kiils6 ingerekre adekvat médon reagalni. Ez a folyamat tarja fent a sejtek aktivitasat, igy
a sejtek képesek tulélni a valtozé kortlmények kozott is.

20.2. A JELATVITELI RENDSZEREK ELEMEI

A jeléatvitel tipusai az extracellularis hirvivé molekulak szerint

A sejtek extracellularis hirvivé molekulakkal kommunikalnak egymassal. Ezek az extracellularis hirvivé
molekuldk egy része csak rovid tavolsagot tud megtenni, ezért azokat a sejteket tudjak stimulalni,
amelyek kézel vannak a hirvivé forrasahoz, masik részik képes az egész szervezetben vandorolni,
igy elérik a nagy tavolsagban 1évd sejteket is és stimulaljak azokat (lasd eléadas abra).

1. Autokrin jelatvitel: a sejt az altala termelt molekulakat az extracellularis térbe juttatja. A hir-
vivé molekulak a kibocsaté sejt membranjan 1évé receptorokhoz kétédnek, ezaltal a hirvi-
vét kibocsaté sejtek sajat magukat stimulaljak.

2. Parakrin jelatvitel: egy sejtcsoport altal termelt hirvivé révid tavolsagot tesz meg az
extracellularis térben, igy a kdzelben l1évé sejtek (altalaban egyazon szerven beliil) miko-
dését képes befolyasolni Ezek a molekuldk altalaban instabilak, vagy enzimatikusan le-
bomlanak illetve az extracellularis matrixhoz kétédnek.

3. Endokrin jelatvitel: a hirvivé molekuldk a vérbe szekretalddnak és a vér Utjan szallitodnak a
célszervbe. igy hosszu utat tesznek meg a keletkezés helyétdl a felhasznalas helyéig. Az
endokrin hirvivéket hormonoknak is nevezik.

4. Juxtakrin jelatvitel: A sejt egy membranhoz kotétt hormon prekurzort (inaktiv molekula)
termel, ami a szomszédos sejt felszinéhez kotédik. A molekula a szomszédos sejt recepto-
rahoz valo kétédést kdvetkeztében aktivalddik és jelet tovabbit a célsejt citoplazmajaba.

5. Neurokrin jelatvitel: Hasonl6 a parakrin jelatvitelhez, de ebben az esetben neuronok kdzott
megy végbe. A jelmolekuldk a neuronok altal szekretalt neurotranszmitterek. A
neurotranszmitterek keresztiilvandorolnak a szinaptikus résen és a posztszinaptikus
membranon lévé specifikus receptoraikhoz kétédnek.

6. Intakrin jelatvitel: egy endokrin inaktiv prekurzor (Hi) egy szervben termelédik és felszaba-
dul. Miutan eléri a célszervet endokrin aktiv hirvivévé alakul (Ha) és kifejti hatasat a célsej-
ten.

7. Kriptakrin jelatvitel: Hasonlo a parakrin jelatvitelhez. A jelatviteli molekula egy zart térbe
szekretélodik a sejtek kozott, igy nem tud eldiffundalini és csak a téren bellli sejteken tudja
a hatasat kifejteni.

8. Ferokrin jelatvitel: kémiai hirvivék, a feromonok, melyek a kdrnyezetbe szekretalédnak és
az azonos fajhoz tartoz6 egyedekre hatnak. Szerepiik van a parvalasztasban és a szapo-
rodasban.
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9. Fotokrin jelatvitel: a fény befolyasolja a szem mik&dését (retina) és a jeleket az agyba to-
vabbitva szabalyozza a szervezet napi ritmusat.

A jelatviteli atvonalak fébb tipusai- jelatvitel elemei

A jelatviteli utak mindig egy hirvivé molekula felszabadulasaval kezdédnek. Ez az extracellularis térbdl
érkezé molekula az elsédleges hirvivo. A sejtek felszinén talalhaté receptorok képesek felfogni eze-
ket az extracellularis molekuldkat/stimulusokat és ezdltal képesek valaszt is generélni. A receptorok
felismerik és megkétik a ligandokat, azonban egy receptor csak egy fajta ligand megkdtésére képes,
vagyis specifikus az adott molekulara. A receptorhoz kapcsol6dé ligand altalaban konformacié valto-
zast okoz a receptoron, igy a jel tovabbitddik a plazmamembranon keresztil a receptor intracellularis
része fele.

Két f6 utvonal van, melyen keresztiil az extracellularis jel a sejt belsejébe tovabbitddik, ahol is a sejt
feldolgozza és a megfelel§ mddon valaszol ra (l4sd el6adas abra).

1. Az extracellularis ligand, az elsédleges hirvivé a receptorhoz kétédik, mely kotédés a re-
ceptor intracelluléris részének konformécié valtozasahoz vezet. A receptor maga, nem
rendelkezik enzimatikus aktivitassal, igy az aktiv receptor magahoz vonz egy jelétviteli
molekulat (G fehérje), ami aktival egy effektor molekulat. Az effektor molekula &ltaldban
egy enzim, mely aktivalédast kdvetéen un. masodlagos hirvivéoket termel. A masodlagos
hirvivék kilonbozé jelatviteli molekulakat aktivalnak, melyek lehetnek enzimek pl. kinazok,
vagy lehetnek transzkripcios faktorok. Az aktiv enzim elindit egy aktivaciés kaszkadot,
mely tobb fehérjébdl épll fel. Ez a kaszkad rovid vagy hosszu tavon képes megvaltoztatni
a sejt aktivitdséat (pl. transzkripcio, talélés, fehérje szintézis, mozgéas, metabolikus valtoza-
sok).

2. Az extracellularis ligand, az els6dleges hirvivd a receptorhoz kétédik, igy a receptor
intracellularis részének konformacio valtozasat okozza. Az intracellularis domén egy en-
zim, altalaban kinaz, ami el6szor sajat magat foszforilalja specifikus aminosavakon
(autofoszforilacid). A foszforilalt aminosavakhoz ezt kévet6en jelatviteli fehérjék kapcso-
I6dnak. Az aktivalt jelatviteli fehérjék jelatviteli kaszkadot alkotnak, melynek végén
citoplazmatikus enzimek vagy transzkripciés faktorok aktivalédnak. A célfehérjék vagy a ci-
toplazmaban (rovid tava valtozas pl. emelkedett enzimaktivitas) vagy a sejtmagban fejtik ki
hatasukat (hosszu tavu hatas pl. kilénb6zd gének transzkripcids rataja valtozik meg).

A sejt és a jel tipusatdl fliggden a célfehérjék altal generalt valasz érintheti a génexpressziét (transzk-
ripcio), megvaltoztathatja a metabolikus aktivitast, a citoszkeleton atszervez6dését okozhatja, ezaltal
megvaltoztathatja a sejt mozgasat, megvaltoztathatja a membran permeabilitasat, aktivalhatja a DNS
szintézist vagy akar sejthalalt is okozhat.

Egy jelatviteli utvonal fehérjék sorozatabdl all. Amikor a célfehérje aktivalodik, az megvaltoztatjia a
sorban kovetkezd fehérje szerkezetét. A konformacié valtozast altalaban a foszforilacié valtja ki. A
célfehérjék az aktivalt receptortdl kapjak a jeleket, majd megvaltoztatjdk a célsejt aktivitasat. A teljes
folyamatot, mely magaba foglalja az extracellularis hirvivét, a receptort, jelatviteli fehérjéket (effektor),
masodlagos hirvivéket (ha termelédnek) és a célfehérjéket, egylttesen jelatvitelnek nevezziik.

A jelatviteli atvonalak fébb tipusai- altalanos jelmegszakito lehetéségek

1. Ajel megsziintetésének egyik lehetséges modja az extracellularis hirvivé molekula
enzimatikus lebontasa extracellularis enzimekkel.

2. Areceptor kinaz defoszforilalasa gatolja a jeltovabbité fehérjék receptorhoz vald kétédését.
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A receptor internalizal6dhat az ubikvitin ligaz hatasara. Az enzim ubikvitin molekuldkat kot
a receptor intracellularis részére. Az ubikvitinilacié hataséara a receptor klatrin burkolt
vezikulumban a sejtbe kertl. Ezt kbvetéen e burok levalik és az endoszéma egy
lizoszémaval egyesil. A receptor fehérje bizonyos esetekben recirkularizalédik a plazma-
membranba, a ligand pedig lebontédik a lizoszémaban.

A foszforilaciés kaszkadot a foszfatazok tudjak leallitani. Mig a kindzok egyetlen alegy-
ségbdl allo fehérjék, addig a foszfatazok altalaban rendelkeznek egy katalitikus és egy
szabdlyozé alegységgel, ez utdbbi felelés a szubsztrat specificitasért (vagyis egy foszfataz
csak egy bizonyos kinazt tud inaktivalni, mig a kinazok tébb kiilénb6zé fehérjét képesek
aktivalni) (lasd eléadas abra).

Extracellularis hirvivok

Szamos extracellularis molekula mikédhet extracellularis hirvivéként (elsédleges hirvivd) a célsejten a
sejtfelszini vagy az intracellularis receptorokon (citoplazmatikus/sejtmagi) keresztil.

1.

Kismolekulak, mint pl. az aminosavak és a szarmazékaik, amelyek neurotranszmitterek
vagy hormonok (dopamin, adrenalin, noradrenalin, acetilkolin, tiroid hormonok). A tiroid
hormonok citoplazmatikus receptorokkal rendelkeznek, mivel képesek atjutni a plazma-
membranon.

Gazok, mint pl. NO vagy CO. A gazok képesek atdiffundalni a plazmamembranon, igy
intracellularisan hatnak. Gyorsan eldiffundalnak az extracellularis térbél, igy csak parakrin
aton hatnak.

Szteroidok, amelyek koleszterinbdl szintetizalodnak (pl. mineralokortikoszeroidok,
glukokortikoszeroidok és androgének, dsztrogének). A szteroidok szintén képesek atjutni a
plazmamembranon, mivel hidroféb molekulak. A szteroidok a nuklearis membranon 1évé
nuklearis szteroid receptorokhoz kétédnek.

Polipepdtidek és fehérjék, mint a szekretalt fehérjék, membran fehérjék, az extracelluléris
matrix komponensei.

Eikozanoidok 20 szénatomos molekulak, melyek zsirsav oldallancokat tartalmaznak
(arachidon sav szarmazékai). Szereptik van a gyulladasos folyamatokban, fajdalomérzéke-
Iésben, vérnyomas szabalyozasban és a véralvadasban.

Receptorok

A receptorok megtalalhatok a sejt felszinén illetve a sejt belsejében is. A receptorok f6 feladata az
extracellularis ligandok megkdtése és a jel tovabbitasa a sejtbe. Ezt kdvetden a sejt adekvat moédon
valaszol aktivitasanak megvéltoztatdsaval.

1.

GPCR-ek (7-TM (transzmembran) fehérjék) - G fehérjéhez kapcsolt receptorok: A recep-
tor egy specidlis GTPaz fehérjéhez kapcsolodik, ami képes az effektort aktivalni. Az
effektor enzim masodlagos hirvivoket termel, amelyek a jelet tovabbitjak a jelatviteli fehér-
jék felé.

Enzim kapcsolt receptorok: Ezek a receptorok a sejt extracellularis felszinén talalhatok,

harom doménbdl allnak: extracellularis ligand kété domén, transzmembran domén, és

intracellularis domén, mely altalaban enzimaktivitdssal rendelkezik.

a) RTK-Receptor protein tirozin-kinadz (vagy tirozin-kinaz receptorok): A receptor jelatviteli
fehérjéket gyljt maga koré (dokkol6 és adapter fehérjék), amiket a receptor kinaz
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doménje aktival. Az adapter fehérjék tovabbi jelatviteli fehérjéket kétnek meg, amik to-
vabbitjak a jelet a célfehérjék felé foszforilacio atjan.

b) Tirozin-kinaz asszocidlt receptorok: nincs sajat enzimaktivitasuk, hanem
citoplazmatikus tirozin- kinazokat kétnek meg a jeltovabbitashoz.

c) Receptor szerin/treonin kinazok: kdzvetleniil foszforilalnak szerin és treonin amino-
savakat sajat magukon és az asszocialt késbi génszabalyozo fehérjéken.

d) Hisztidin-kindz-asszocidlt receptorok: két komponensd jelatviteli utat aktivalnak,
amely soran a kinaz sajat magat foszforilalja a hisztidineken, majd rogtén atadja a fosz-
fat csoportokat egy masodik jelatviteli fehérjére.

e) Receptor guanilat cikldzok: kdzvetlenul katalizaljak a ciklikus GMP termel6dését a
citoszolban.

f) Receptorszerii tirozin foszfatazok: specifikus intracellularis jelatviteli fehérjékrél tavo-
litjak el a tirozinokon 1évd foszfat csoportokat. Azért ,szer(i” fehérjék, mert tényleges
ligandjuk még nem ismert.

Ligand-fliggé csatornak: lonok szallitasat végzik a plazmamembranon (pl. cGMP fliggé
kationcsatorna) vagy az endomembran rendszerben (pl. IP+-fliggé Ca2+ csatornak). Ké-
pesek megvaltoztatni a membran potenciélt (depolariz&cié vagy hiperpolarizacio) vagy
megvaltoztatjak bizonyos citoplazmatikus enzimek aktivitdsat (CaM kinazok).

Szteroid hormon receptorok (ligand-szabdlyozott transzkripcios faktorok): A szteroid
hormonok képesek atdiffundalni a plazmamembranon, mivel apolaros molekulak. A recep-
toraik a sejtmag membrénjdban talalhaték. A receptor-hormon komplex a sejtmagba
transzlokalodik és specifikus hormon reszponziv elemekhez (HRE) kétddik bizonyos gének
promoéter szekvencigjan. A receptor-hormon komplex megvaltoztatja bizonyos gének
transzkripcios ratajat (noveli vagy csokkenti). Ezeknek a géneknek féként a szénhidrat me-
tabolizmusban, a natrium és kalium ionok kivalasztasaban, terhesség soran és a nemi
differenciacié soran van szerepuk.

B-sejt és T-sejt receptorok: Egyedi médon hatnak, mivel az immunrendszerben van sze-
replk és a fert6zésekkel szembeni kiizdelemben vesznek részt. Képesek idegen antigéne-
ket felismerni és citoplazmatikus protein tirozin kindzokkal kapcsolodni.

Masodlagos hirvivé rendszerek

A masodlagos hirvivé molekulakat receptor aktivalt enzimek termelik. Az aktivacidjuk indirekt folyamat,
mivel egy G fehérje tovabbitja a jelet az aktiv receptortdl az effektor enzimhez. A masodlagos hirvivé-
ket harom f6 csoportba lehet sorolni:

1.

Hidrofil molekulak:
a) vizoldékonyak
b) a citoszolban talalhatok
c) cAMP, cGMP, IP3, Ca**

Hidroféb molekulak:

a) vizben nem old6dnak

b) a plazmamembran intracellularis lemezéhez kapcsolddnak
c) vagy a membran lemezek k6zé diffundalnak

d) DAG-diacilglicerol

e) PIl-Foszfatidilinozitolok
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Gazok:

a) atdiffundalnak a plazmamembranon

b) a citoszodlban is diffaziéval vandorolnak
c) NO, CO, H,S

Az eukariota sejtekben 6t masodlagos hirvivé rendszer mikodik (lasd GPCR-ek tovabbi részletekért).

1.

CcAMP rendszer:

a) ligandok neurotranszmitterek (adrenalin, acetilkolin) és hormonok
b) (ACTH, ANP, FSH, glukagon)

c) tovabbitd molekuldk: stimulatoros G fehérje és inhibitoros G fehérje
d) effektor enzim: adenilat ciklaz

e) masodlagos hirvivd: cCAMP

f) mésodlagos effektor: protein kindz A

cGMP rendszer:

a) ligandok gazok (NO) illetve hormonok (ANP) vagy a fény (foton)
b) tovabbité molekulak: Gt-transzducin (retina)

c) effektor enzim: guanilat ciklaz

d) masodlagos hirvivd: cGMP

e) masodlagos effektor: protein kiaz G, cGMP-dependens kation
f) csatorna

Tirozin kindz rendszer:

a) ligandok névekedési faktorok (PDGF, EGF, IGF) vagy
b) hormonok (inzulin)

c) tovabbitd molekula: a receptor tirozin kinaz doménje
d) masodlagos hirvivé: protein foszfatdzok

Foszfoinozitol rendszer:

a) ligandok neurotranszmitterek (acetilkolin, adrenalin)
b) hormonok (TRH, GHRH, Oxitocin)

c) tovabbité molekula: G,

d) effektor enzim: foszfolipaz C

e) masodlagos hirvivé: IP3 (inozitol-trifoszfat) és DAG
f) (diacilglicerol)

g) masodlagos effektor: Ca** and protein kindz C

Arachidonsav rendszer:

a) ligand: hisztamin

b) tovabbité molekula: G protein

c) effektor: foszfolipaz A

d) masodlagos hirvivd: arachidonsav

e) masodlagos effektor: lipoxigenaz, cikloxigenaz

20.3. KOMMUNIKACIO A JELATVITELI UTVONALAK KOZOTT

A jelatviteli utak konvergélhatnak, divergalhatnak, és keresztezhetik egymast, igy szabalyozhatjak
egymast a kozos jelatviteli komponenseken keresztil. Konvergencia soran kilénb6zé sejtfelszini
receptorok szabalyozzak ugyanazt az effektor molekulat a sejtben. Egyazon ligandtdl érkezé jelek
divergalhatnak, igy kilonb6z6 effektorokat, ezaltal pedig kilonb6z6 jelatviteli utakat aktivalhatnak. A
kulénbdz6 jelatviteli utak nagyszamu jelatviteli fehérjét aktivalnak, mellyel hosszu vagy révid tavu val-
tozéast okoznak a sejtben. Mivel a jeleket a sejt oda-vissza szallithatja az utak kdzott, igy keresztezhe-
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tik egymast. Az eltéré utakban jelen levd jeltovabbitok szabalyozzak vagy befolyasoljak az effektor
enzimek aktivitasat, az intracellularis hirvivék szintézisét és a jelatviteli fehérjék aktivitasat.

A konvergenciara egy nagyon j0 példa a GPCR és az RTK kozotti kommunikacié a sejt felszinén. A
GPCR egyik tipusa aktivalodik ligand kotés altal, igy aktivalodik a hozza kapcsolodé Gq fehérje. A Gq
fehérje a foszfolipaz C effektor enzimet aktivalja, igy az két kiilénb6zé masodlagos hirvivét termel, az
IP3-at és a DAG-ot. Az IP3 molekulak az IP3 receptorokhoz kétédnek a sima felszin endoplazmas
retikulumon, és kinyitjak a Ca2+ ion csatornakat, ezaltal névelik a citoplazmatikus Ca** koncentraciot.
A DAG a protein kinaz C-t aktivalja. A ligand altal aktivalt RTK konformacié valtozason esik at, igy
aktivalédik az intracellularis kinaz doménje. A receptor kiilonb6zé effektor fehérjéket aktival (divergen-
cia). Az egyik ilyen effektor a foszfolipaz C ugyanazokat a masodlagos hirvivéket termeli, mint a
GPCR altal aktivalt efektor (lasd el6adas abra).

Egy masik példa a konvergenciara harom kilénb6zé receptor (integrin, GPCR, RTK) aktivaciéja ha-
rom eltéré ligand kotédése altal. Az aktiv receptorok ugyanannak a dokkol6 fehérjének, a Grb2-nek
biztositanak kétéhelyeket. Ez a fehérje az Sos/GEF adapter fehérjét kéti meg, ami a Ras GTPaz akti-
vaciojaért felels (lasd eléadas abra).

A divergencia soran egyetlen jel képes tobb, kilénb6zé jelatviteli utvonalat aktivalni. Az IP3-kinadz
PIP2 molekulakat foszforilal a plazmamembranban, igy PIP3 molekuldkat general, melyek kapcsolo-
dasi pontok a PH (pleckstrin homolégia domén) doménnel rendelkezé fehériék szdmara. A PDK-1
(fodzfatidil dependens kindz-1) és a PKB/Akt (protein kindz B) képes a PIP3 molekulakhoz kétni. A
PDK-1 foszforilalia a PKB molekulat, majd a PKB fehérje autofoszforilalia a kindz doménjét. A
foszforilacié a PKB aktivacio feltétele. A PKB kiilonb6z6 folyamatokat szabalyoz a sejtben pl. fehérje-
szintézis, glikogén szintézis, glukdz felvétel.

A cAMP molekulat haszndld utvonalak keresztezik egymast (lasd elbadas abra). Az epidermalis ndve-
kedési faktor receptort az EGF kotédés aktivalja. A receptor kinaz doménje a konformécié véltozas
kovetkeztében autofoszforilalja a tirozin aminosavait. A foszfotirozinok megkotik a Grb2-Sos/GEF
fehérje komplexet. Az Sos aktivalja a Ras-MAP kinaz kaszkadot, ami végsé soron foszforilalja a CREB
transzkripcios faktort a szerin oldalldncokon. Az aktiv transzkripcios faktor a DNS lancok specifikus
helyeihez kotédik. A ciklikus AMP a cAMP fiiggé kinazt, a PKA-t aktivalja, igy gatolja a jelatvitelt a Ras
és a Raf fehérjék kozott, igy inaktivalodik a MAP kindz kaszkad. Ugyanakkor a PKA képes ugyanazt a
CREB transzkripcios faktort aktivalni foszforilacio utjan. igy a két Gtvonal ésszekapcsolédik egy fonots
effektor molekula Gtjan, a CREB trasnszkripcids faktoron keresztil.

20.4. G FEHERJEHEZ KAPCSOLT RECEPTOROK

A GPCR elnevezés a receptor és a heterotrimer G fehérje kézoétti kapcsolatb6l szarmazik. A receptor
6nmaga nem rendelkezik enzimatikus aktivitassal. A G fehérje szerepe a receptor és az effektor ko-
z6tti kapcsolat megteremtése. Tébb mint 700 human GPCR ismert, egerekben pedig még ennél is
tobb, 1000 talalhaté. Minden GPCR-nek hasonl6 a szerkezeti felépitése. Az alap GPCR tartalmaz egy
extracellularis, egy transzmembran és egy intracellularis domént. A receptor extracellularis része ha-
rom hurokdoménbdl all, melyek egylttesen alkotjak a ligand kété helyet. A GPCRek egyik f6 tipusa
hét transzmembran doménnel (TM) rendelkezik. Ezek a TM domének a-hélixek. A ligandkdtést kdve-
téen a TM domének kdzelebb keriiinek egymashoz, igy megvaltozik az intracellularis hurokdomének
elrendez6dése. Ez a konformacio valtozas sziikséges a G fehérje kdtédéséhez.
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A GPCR-ek osztalyozasa

A GPCR-ek osztélyozasa a szekvencia homologia és az evollciés kapcsolatok alapjan torténik. A
GPCR-eket hat csoportba soroljuk:

A osztaly: Rodopszin-szer{ receptorok (pl. szaglo receptorok, vizualis rodopszin, prosztaglandin
receptor, amin receptorok (adrenalin, szerotonin, dopamin), melatonin receptor és tachikininek)
B osztély: Szekretin-szer(i receptorok (pl. szekretin, glukagon, névekedési hormon releasing
hormon (GHRH), vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP))

C osztaly: Glutamathoz k6t6dé receptorok

D osztaly: Gomba feromon receptorok

E osztély: cAMP receptorok

F osztaly: Archeak (archeabaktériumok) opszin receptorok

Az utolsd harom osztaly az eml8s sejtekben hianyzik, de ezekben a sejtekben tovabbi két receptor
csalad is megtalalhatd, amik az el6z6 csoportositasba nem férnek bele:

1. Adhézios receptor csalad

2. Iz érzékeld receptor csalad

GPCR-rel interakciéba Iépd fehérjék (GIP fehérjék))

Ezek a fehérjék képesek mddositani a receptor funkcidjat azaltal, hogy megvaltoztatjdk a szerkeze-
tét vagy a ligand kotd helyet:

= aligand két6 helyhez kapcsolédva megvaltoztatjak a ligand affinitasat

= gatoljak a receptor dimerizaciojat vagy oligomerizaciéjat

= szabalyozzak a receptor elhelyezkedését, beleértve a plazmamembranba vald bejutasat vagy
eltavolitasat onnan

= olyan jelatviteli fehérjék kapcsolédasét segitik, amik gétoljak a receptort a G fehérjéhez valé
kotédéseében

G proteinek

A G fehérjék két f6 tipusa a heterotrimer G fehérjék és a monomer G fehérjék (lasd késébb a tirozin
kindz receptoroknal). A heterotrimer G fehérjék obligat mediatorai a GPCR-n keresztili jelatvitelnek,
ezek a fehérjék tovabbitjdk a jelet a receptorrél az effektor enzimre.

A heterotrimer G fehérjék tulajdonsagai
(lasd el6adas abra)

= Harom alegységbdl allnak: a, B ésy

= Mindhdrom alegység a plazmamembranhoz kétédik

= Az a alegység a katalitikus alegység, GTP4az aktivitassal (megkéti és hidrolizélja a GTP-t
GDP-re+Pi-re)

= A By alegységek a regulatoros alegységek

= Amikor a regulatoros alegységek megkétik a GDP-t hordoz6 a alegységet a G fehérje inaktiv
allapotban van

= A Ga alegység nukleotid k6t helye hurokdoménekbdl all, melyek a hat B-lemez szélérdl
agaznak le

= Harom kapcsol6 domén és tovabbi 6t G régié elmozdulasa sziikségez ahhoz, hogy a GDP
GTP-re cserélédjon.
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G-1 regié magaba foglal egy glicinben gazdag foszfat kété helyet (P-hurok) és egy konzervalt
lizin aminosavat, amit egy szerin kovet

G-2 regi6 az l-es kapcsol6 doménben talalhaté. Rendelkezik egy kdzponti treoninnal, melynek
a GTP hidrolizist kovet6 szerkezeti visszarendezédésben van szerepe

G-3 regi6 a ll-es kapcsol6 domén része. A konzervalt glicin amidja koordinalja a y-foszfatot
G-4 regi6 részben felelés a guanin bazis megkotéséért

G-5 regi6 segiti a guanin bazis felismerését és megkotését

A GTP hidrolizishez egy vizmolekula nukleofil tAmadasa szikséges a GTP termindlis foszfat-
jan (lasd el6adas abra)

lI-es kapcsol6 domén (Ga) tartalmaz egy konzervalt glutamint, ami segiti a vizmolekula tama-
daséat az aktiv helyen

lll-as kapcsol6 domén stabilizalja a 1l-es kapcsold domén kinyuld hélixét a GTP kété konfor-
macioban. A GTP koté konformacidban a lll-as kapcsolé domén oldallancai a Il-es domén
megfeleld oldallancaival alakit ki kapcsolatokat.

A B alegység tartja fenn a G fehérje stabilitasat

A (3 alegység rendelkezik egy specialis B-propeller szerkezeti elemmel, ami ismétl6dd szek-
venciakbdl un. WD-ismétlédésekbdl éplil fel (lasd eléadas abra)

A B-propeller gyakori szerkezeti motivum a fehérje-fehérje interakciokban szerepet jatszo
doménekben

A heterotrimer G fehérjék mikodése

(lasd el6adas abra)

1. GPCR megkoti a ligandjat és aktivalodik

2. G fehérje az aktiv receptor intracellularis részéhez koétédik

3. az a alegység felszabadul a regulatoros alegységekrdl

4. az a alegység kicseréli a GDP-t egy Uj GTP-re és aktivalodik

5. az aktiv katalitikus alegység az effektor enzimhez kotédik és aktivalja azt

6. az effektor enzim masodlagos hirvivéket termel, amig az a alegység hidrolizalja a GTP-t
7. azaalegység elhasitja a GTP-t és levalik az effektorrol

8. az effektor enzim inaktivalodik

9. aza alegység visszakotédik a regulatoros alegységekhez

10. a heterotrimer G protein kész a kévetkezd aktivacios ciklusra



Heterotrimer G protein izoformak
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A heterotrimer G proteineknek 6t f6 csaladja létezik: Gs, Gi, Gq, Gi,, Gg,. Tovabbi csoportositasuk az
a alegység aktivitasan alapszik: Gs, Golf, Gi, Go, Gt, Gq, G1, a legfontosabb tipusok (lasd tablazat).

Csalad Alegyseg Szoveti elrendezédés Effector,en2|mek es
izoforma csatornak
Os Altalanos Adenilat ciklaz 1
Gs
Oyt Agy/szaglé neuronok Adenilat ciklaz 1
Adenilat ciklaz |
Q; Széles elterjedés, neuronokban is Ca’* csatornak !
K" csatornék 1
Adenilat ciklaz |
_ (o Neuronok, agy, sziv ca’* csatornak !
Gi K" csatornak 1
a Mellékvese kromaffin sejtjei, neuronok, Ca” csatornak |
z vérlemezkék K" csatornak 1
. cGMP foszfodiészteraz
O Retina
i
foszfolipdz CB 1
I p63-RhoGEF 1
G Altalanos Tirozin kinaz 1
K" csatorna 1
Gq O11 Altalanos p63-RhoGEF 1
Qg Sztéma, epitélidlis sejtek Tirozin kinaz 1
s Mieloid sejtek K" csatorna 1
Q16 Mieloid sejtek
01 Altalanos foszfolipaz D 1
G, .
O3 Altalanos foszfolipaz Ce 1t
foszfolipaz C32
GRly Adenilat ciklaz 1

G fehérje szabélyozok

(lasd el6adas abra)

Szamos fehérje képes a G fehérjékhez kotddni. Ezek kdz6tt vannak olyanok, amik aktivaljak és olya-
nok, amik gatoljak a G fehérjéket.

1.

RGS/GAP: G fehérje jelatvitelt szabalyozék (Regulators of G protein signaling) vagy

GTPaz aktivalo fehérjék (GTPase activating proteins) negativ regulatorai a G fehérjéknek.
Amikor a G fehérje GDP-t kot akkor inaktiv, ha GTP-t két, akkor aktiv. A GAP fehérjék no-
velik a GTP hidrolizist, ezaltal gyorsitjak a G fehérje inaktivaciét. A GAP fehérjék specifiku-
sak az a alegységre. A human genomban kb. 25 RGS fehérje kddolt, mindegyik meghata-
rozott G fehérjékkel tud csak kapcsolodni. Gyakran egy (+) toltési arginin a GAP fehérjé-
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bél a katalitikus alegységbe éplil és segiti a tranziciés atmenet stabilizalasat. Ebben a fo-
lyamatban az arginin a GTP hidrolizis soran annak terminalis foszfatcsoportjaban lévé ne-
gativ toltést O atomokkal 1ép interakcidba.

GEF: Guanin nukleotid kicserélé faktorok segitik a GDP/GTP kicserélédést. igy a GEF fe-
hérjék pozitiv szabalyozéi a G fehérjéknek. A GEF faktoroknak kdszonhetéen a G fehérjék
gyorsabban le tudjak cserélni a GDP-t, igy a fehérje aktiv marad. GEF faktorok altalaban
indirekt hatnak: dsszekotik a G fehérjét az aktiv receptorral. A GEF fehérjéknek kulcsfon-
tossagu szerepe van a monomer G fehérjék aktivaciéjaban (lasd késébb).

AGS: G fehérje jelatvitel aktivatorok (Activators of G protein signaling) a GPCR-t8l fligget-
lendl hatnak a G fehérjéken. A fehérjék egy részének GEF aktivitdsa van.

20.5. A G FEHERJEHEZ KAPCSOLT RECEPTOROKON KERESZTULI JELATVITEL

1.

Gs- A ligand (pl katekolaminok, glukagon) a receptorhoz kétédik, a receptor intracellularis
része konformacio valtozason esik at. A Gs-protein hozzakotédik a receptorhoz és az a
alegység levalik a regulatoros alegységekrél. Az a alegység lecseréli a GDP-t egy GTP-re,
majd az effektor enzimhez, az adenilat ciklazhoz kétédik. Az adenilat ciklaz egy nagymé-
ret(i, t6bb transzmembran doménnel rendelkezé fehérje, melynek a katalitikus doménje a
plazmamembran citoszodlikus oldalan. Az eml&sdkben nyolc izoforma létezik, ezek t6bbsé-
ge G fehérjék és Ca2+ altal szabalyozott. Az enzim cAMP masodlagos hirvivét termel
ATP-bél. A cAMP molekulak a protein kinaz A masodlagos effektort aktivaljak (lasd keé-
sébb), ami foszforildlja a citoplazmatikus enzimeket és a sejtmagban Iévé transzkripcios
faktorokat.

Gi- A G fehérjék ezen tipusa gatolja az adenilat ciklaz aktivitdsat, ezaltal csdkkenti a citop-
lazma cAMP koncentracidjat. Az inhibitoros G fehérje regulatoros alegységei kézvetlendl
szabalyoznak kation csatornakat a plazmamembranban. Példaul a nervus vagus altal kibo-
csatott acetilkolin csékkenti mind a szivritmust mind pedig az 6sszehlzodas ersségét. Ezt
a hatast a muszkarinos acetilkolin receptorok (GPCR) valtjak ki a Gi fehérjék aktivalasaval.
A By alegységek a szivizomsejtek plazmamembranjaban 1évé kaliumcsatornakhoz két6d-
nek és nyitjak 6ket. A csatornak nyitasa neheziti a sejt depolarizaciéjat, igy hozzajarulnak
az acetilkolin szivizomra gyakorolt gatlé hatasahoz.

Gg- A receptorok, melyek a Gq fehérjével miikddnek az inozitol foszfolipid jelatviteli utat
aktivaljak (lasd eléadas abra). A Gq aktivalja a foszfolipaz C-B enzimet, ami két kiilénb6z6
hatasu masodlagos hirvivét general: inozitol 1,4,5-trifoszfat (IP3) és diacilglicerol
(DAG). Mindkett6 a PIP2 (foszfatidil inozitol 4,5 biszfoszfat) hasitasaval keletkezik. Az IP3
vizoldékony molekula, kis intracellularis mediatorként hat. Elhagyja a plazmamembréant és
atdiffundal a citoszolon. Amikor eléri az endoplazmas retikulumot, akkor az IP3-fiigg6 kal-
cium csatornakhoz kétédik (11P3 receptorok). Az ER-ben térolt Ca2+ ionok kiaramlanak a
csatornakon a citoszélba. A citoszélikus Ca2+ koncentracio-emelkedés jelet general, azal-
tal, hogy megvaltoztatja a Ca2+ szenzitiv fehérjék aktivitasat (lasd késébb). A DAG a
plazmamembranban marad és aktivalja a kalcium-fliggd protein kinaz C (PKC) molekula-
kat. A PKC molekuldk transzlokalédnak a citoszélbél a plazmamembran citoszdlikus olda-
lara. A PKC molekulak a kalcium, DAG és a membran foszfolipid, a foszfatidilszerin mole-
kulak aktivalhatjak. A PKC a sejttipustol fliggéen kilonbdzé célfehérjéket foszforilalhatnak.
A PKC-nak harom f6 osztalya létezik: konvencionalis PKC molekulakat Ca2+ és DAG ak-
tivalja, Uj PKC enzimek DAG altal aktivaltak, illetve az atipikus PKC molekulak, amiknek
a Ca2+ és DAG molekulakon kivil egyéb molekulak is aktivaljak. A PKC enzimek horgony-
z6 vagy védoéfehériékhez kapcsolédnak a sejt kiilonbdzé kompartmentjeiben. Ezek a fehér-
jék hatarozzak meg, hogy mely szubsztratokat foszforilalja a PKC. Altalanos célmolekulai a
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glukagon receptorok, EGF receptor, inzulin receptor, 3-adrenerg receptor stb.. A DAG mo-
lekuldk tovabb hasadhatnak arachidonsavva, ami jelatviteli molekulaként vagy mas kismé-
ret(i szignal lipidek szintézisére hasznaloddik fel, mint az eikozanoidok (pl.
prosztaglandinok).

4. Gt- Atranszducin egy specialis G fehérje, ami csak a retinaban talalhaté meg, és kulcsfon-
tossagu a latas folyamatdban. A transzducin receptora (GPCR) a rodopszin. A rodopszin
két részbdl all: cisz-retinal és opszin. A rodopszin ligandja nem egy molekula, hanem a
fény, a fotonok. Egy foton megkotése utan a cisz-retinal transz retinalla alakul, ami az
opszin konformacio valtozasahoz vezet. Ezt kovetden a receptor TM doménijei kozott talal-
haté ionos kétések felhasadnak. A TM domének atrendez6dése az intracellularis hurkok
konformécio valtozaséat okozza, igy a receptor kész a transzducin megkétésére. A transz-
ducin a alegysége aktivdlja a ciklikus GMP foszodiészterazt, ami hidrolizalja a ciklikus
GMP-t, igy a citosz6l cGMP szintje cstkken. Ez a cGMP koncentraciéesés csokkenti a
cGMP-kapuzott kation csatorndkhoz két6dé cGMP mennyiségét, igy a csatornak zarul-
nak. A csatorndk zarédasa a plazmamembran hiperpolarizaciéjahoz vezet. A vizudlis va-
lasz a leggyorsabb G fehérje medialta valasz a gerincesekben. A fototranszdukcios appa-
ratus a palcikék (fekete-fehér latas) kiils6 szegmensében talalhaté, ami korongok oszlopéa-
bél &ll, mindegyiket membran hatérolja, amiben beagyazva talalhat6 a fényérzékeny
rodopszin molekula. A kilsé szegmens koruli membran tartalmazza a cGMP-fliggé kation
csatornakat (lasd eléadas abra). Ezek a csatornak a citoszélikus cGMP koncentracié koz-
vetlen szabalyozasa alatt allnak. A cGMP koncentracio fligg a transzducin és a ciklikus
molekulak fény-indukalta aktivaciéjatol fiigg, a csokkené cGMP koncentracio zarja a kation
csatornakat a kérnyez6 plazmamembranban. A vizualis valasz negativ visszacsatolassal
szabalyozédik. A rodopszin kinaz (RK) foszforilalja az aktiv rodopszin citoszdlikus végén
lévd szerin aminosavakat, mely folyamat részben gatolja a transzducin aktivalasat.
Arresztin molekulak kotédnek a foszforilalt rodopszinhoz és elinditja az internalizalasat.
Az RGS fehérje szintén képes az aktiv rodopszinhoz kétédni és gyorsitani a GTP hidroli-
zist, igy a rodopszin inaktivalédik. Végul a kation csatorndk, amik a fény hatasara zardd-
nak, nemcsak natriumra, hanem kalciumra is permeabilisek. Amikor a csatornak zaréd-
nak, a normal kalcium bearamlas gatolt, igy a citoszol kalcium koncentraciéja csékken. Ez
stimuldlja a guanilat ciklazt, hogy Ujra szintetizalja a cGMP molekulékat. A guanilat ciklaz
aktivalasaban egy specifikus kalcium szenzitiv fehérje (nem a kalmodulin!) vesz részt. Ez a
fehérje inaktiv, mikor kalciumot két, aktiv mikor nem. igy akkor aktivalja az enzimet, amikor
a kalcium szintje esik a fotoreceptor citoszdéljaban.

5. Golf- specifikus GPCRek a szagl6 receptorok (neuronok), amik képesek szaganyagokat
felismerni. Ezek a receptorok csak a sejt felszinérdl kinyulé csillok felszinén talalhatok meg
(lasd elbadas abra). A receptorok egy szaglas specifikus G fehérjével, a Golf fehérjével
mikodnek. Ez a G fehérje aktivalja az adenilat ciklazt, ami ndveli a cAMP szintet. A cAMP
nyitjia a cCAMP-fiiggo kation csatornakat, igy a natrium ionok bearamlanak a sejtbe ezzel
depolarizaljak a szaglé neuront és idegi impulzust generalnak (akcios potencial). Az idegi
impulzus végigfut az axonon az agyba.

CcAMP és protein kindz A

A cilikus AMP (cAMP) kis, intracellularis hirvivé molekula mind a prokariéta, mind pedig az eukariota
sejtekben. A normal szintje a citoplazméban 107 M, azonban egy extracellularis jel a GPCR-en ke-
resztll akar huszszoroséra is emelheti masodperceken belill (lasd eléadas abra). A ciklikus AMP ATP-
bél keletkezik a plazmamembranhoz horgonyzott adenilat ciklaz enzim mikddése kovetkeztében,
ciklizaciés reakcioban. A cAMP gyorsan és folyamatosan bontédik le a cilikus AMP
foszfodiészteraz enzim altal katalizalt reakciéban: hidrolizalja a cAMP molekulakat adenozin 5’-
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monofoszfatta (5'-AMP) (lasd eléadas abra). A ciklizacios reakcid soran két foszfat csoport tavolitddik
el, ezt nevezzik pirofoszfatnak. A pirofoszfataz enzim pedig hidrolizalja a pirofoszfatot foszfatta.
Tehat a cAMP instabil molekula és specifikus foszfodiészteraz enzimek bontjak le. Eltéré sejttipusok
kilénb6zé moédokon reagalnak az emelkedé cAMP koncentraciora. A sejtvalasz fligg az aktivalt
GPCR-t6l (lasd tablazat). A pillanatnyi cAMP szint a sejtben az aktiv Gs és Gi fehérjék szamatdl fligg,
mivel a Gs aktivalja, a Gi pedig géatolja az adenilat ciklazt (lasd eléadas abra).

A cAMP az éltala aktivalt cAMP-fiiggé protein kinaz A (PKA) enzimen keresztil hat a sejtben. Ez a
kindz enzim a célfehehérjék szerin és treonin aminosavait foszforilalja. Ezek a fehérjék lehetnek jelat-
viteli és effektor fehérjék is. A célfehérjék sejttipusonként valtoznak, ez a f6 oka, hogy a cAMP eltéré
modon hathat a sejtekben. Inaktiv llapotban a PKA két katalitikus és két regulatoros alegységbdl (RI
és RII) épul fel. Az inaktiv PKA holoenzimek szubcellularis elhelyezkedése is eltéré lehet. Az Rl alegy-
ségeket tartalmazd PKA tdbbnyire citoszdlikus elhelyezkedésl, mig az RII tartalmd PKA molekuldk
nagy része membranokhoz és sejtalkotékhoz kétédik. A cAMP kétédése a regulatoros alegységekhez
megvaltoztatja azok szerkezetét, igy képesek levalni a komplexrél (lasd el6éadas abra). A felszabadult
katalitikus alegységek pedig aktivalédnak és a célfehérjéket foszforilaljdk. Az RIl regulatoros alegysé-
gek (A-kinaz) hatarozzak meg az enzim elhelyezkedését a sejtben. A ciklikus AMP-fliggé protein
kinazt horgonyzo fehérjék (AKAP) membranokhoz, mikrotubulusokhoz és més subcellularis elemek-
hez kapcsolédnak, igy 6sszekodtik a regulatoros alegységeket a citoszkeletalis elemekkel, illetve a
sejtalkoték membranjaival (lasd el6adas abra). Néhany AKAP fehérje képes mas jelatviteli fehérjékhez
kotédni, igy részt vesz a jelatvitelben. Az RIlI-tipusti PKA sokkal hatékonyabb, mivel kdzelebb helyez-
kedik el a szubsztratokhoz, illetve az AKAP képes a foszfodiészterazokat is megkdtni, igy gyorsan
eliminalni tudja a cAMP molekulakat és megallitja a jelatvitelt. Ily médon a cAMP-re adott valasz erds,
rovid és lokalis PKA aktivacio. Az RII-PKA molekuldknak kisebb a cAMP affinitdsa, mint a RI-PKA-nak.
A RI-PKA 2-8-szor kisebb cAMP szint hatasara is aktivalédik, mint a RII-PKA. Ennek oka, hogy a RII
tartalmaz egy autofoszforilaciés pszeudoszubsztrat 6sszekoté szekvenciat a dimerizaciéos domén és a
cAMP modul kdzott. A katalitikus alegységek foszforilaljdk az RIl doméneket, igy azok nem képesek
visszakotédni a PKA-hoz, csak akkor, ha elébb defoszforilalédnak.

A szomatosztatin hatasa a transzkripciéra —példa a PKA aktivitasra
(lasd el6adas abra)

Egy extracellularis hirvivé molekula kétédése a megfelelé GPCR-hez aktivalja az adenilat ciklaz enzi-
met a stimulatoros G fehérjén keresztil, és néveli a cAMP koncentraciét a citoplazmaban. A cAMP
szint emelkedése aktivalja a PKA enzimet, majd a felszabadulé katalitikus alegységek bejuthatnak a
sejtmagba, ahol aktivaljak a CREB transzkripcids faktort. A foszforilalt CREB koaktivatorokat, CBP
fehérjéket gylijt maga koré, igy stimulalja a transzkripciét. A szomatosztatin gén szabalyozé régidja
tartalmaz egy rovid felismerési szekvenciat, CAMP reszponziv elemet (CRE), mely egyébként szdmos
mas gén szabaylozo régiéjaban is jelen van. A CREB felismeri ezt a szekvenciat a promaéter région és
hozza koétédik. igy a CREB képes atalakitani a révid cAMP jelet egy hosszl tavi valtozassa a sejtben.
Ez a folyamat pl. az agyban fontos szerepet jatszik a tanulasban és a memoria kialakulasaban.

Ca-jel

A Ca jelet az IP3 masodlagos hirvivé hozza létre. Ez a molekula a PIP2 hasitdsaval jon létre a plaz-
mamembranban. Mivel az IP3 vizoldékony, a plazmamembranrél levalva atvandorol a citoplazman és
az ER IP3 receptoraihoz kapcsolédik. Az IP3 receptorok kalcium csatornak, amikor nyitva vannak a
Ca ionok kijutnak az ER-bdl a citoszodlba, igy Ca jelet hoznak létre. A Ca2+ ionok jelként hatnak, mivel
a koncentraciojuk a citoplazmaban nagyon alacsony (~10~ M), mig az extracellularis térben (~10‘3 M)
és az ER belsejében magas. igy egy nagy Ca gradiens jon létre a citoszol és plazmamembran kiilsé
felszine valamint az ER kozott. Az emelked® Ca szint a citoszdlban aktivalja a Ca2+-reszponziv fe-
hérjéket.
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Az IP3 receptorok mellett a Ca2+ ionok a rianodin receptorokon (elnevezésiik a névényi alkaloiddal,
a rianodinnal szembeni érzékenységukbdl szarmazik) keresztil is bejuthatnak a citoszélba. A rianodin
receptorokat a Ca2+ ionok kotédése nyitja, igy erdsitik a Ca jelet. A Ca2+ ionok szintén aktivaljak az
IP3 receptorokat, de csak IP3 jelenlétében, vagyis a Ca szignal rendelkezik pozitiv visszacsatolas-
sal, ami tovabb néveli a citoszélikus Ca koncentraciot. A nagyon magas Ca szint inaktivalja a recepto-
rokat/csatornakat, igy megallitja a Ca ionok tovabbi kidramlaséat az ER-bél.

Szadmos mechanizmus létezik, amellyel a sejt fenntartja az alacsony citoszélikus Ca2+ koncentraciot
(lasd eléadas abra):

1. Ca2+-pumpa a plazmamembranban ATP hidrolizisébdl szarmazé energiat hasznalja fel a
Ca2+ ionok citoszolbdl torténd kijuttatdsahoz.

2. Azizom és idegsejtek rendelkeznek tovabbi Ca2+ transzport fehérjével. Ez a Na+ altal haj-
tott Ca2+ kicseréld csatorna a plazmamembranban helyezkedik el, Ca2+-ot juttat ki és Na+
ionokat szallit a sejtbe.

3. A Ca2+pumpa az ER membranban: ez a csatorna lehetévé teszi, hogy az ER nagy meny-
nyiségl Ca2+ iont vegyen fel a citosz6lbdl a koncentracié gradiens ellenében, akkor is, ha
a citoszol Ca2+ koncentraciéja nagyon alacsony.

4. Alacsony affinitasa, nagy kapacitasu Ca2+ pumpa: a mitokondrium belsé membranja-
ban taldlhatd, melynek f6 szerepe a Ca2+ szignal limitaldsa és megszintetése.

5. Kalciumkoto fehérjék: Ca2+ ionokat kdtnek meg és tovabbitjak a jelet a célfehérjékhez.

Ha a sejt citoszoélikus Ca2+ koncentracidjanak valtozasat figyelemmel kisérjik, akkor lathatd, hogy a
kezdeti Ca jel kicsi és csak egy vagy néhany helyre korlatozédik a sejten belll. Ezeket a Ca csucsokat
az ER Ca csatornainak lokalis nyitasa okozza. Ha az extracellularis jel elég er6s és folytonos, akkor a
lokdlis valasz szétterjed a citoszélban. Egy Ca2+ csucsot gyakran tobb masik csucs kovet. A Ca2+
oszcillacié addig marad fenn, amig a receptorok aktivak a sejt felszinén. Az oszcillaciok az IP3 re-
ceptorok és a rianodin receptorok Ca2+ kotésétdl fliggenek. A felszabadult Ca2+ ionok tovabbi Ca
felszabadulast okoznak mindkét receptoron keresztil, egészen addig, amig a Ca szint olyan magas
lesz, ami mar gatolja a tovabbi Ca2+ felszabadulast (lasd eléadas abra). A Ca2+ oszcillacié frekvenci-
aja tukrozi a stimulus ersségét, ez a frekvencia tulajdonképpen a sejt frekvencia-fliggé valasza (lasd
eléadas abra).

A citoszolikus Ca2+-koté fehérjék tovabbitjak a Ca-jelet a célfehérjékhez. A legfontosabb ezek kozil a
kalmodulin, ami minden eukariéta sejtben megtalalhatd, a mennyisége elérheti az dsszfehérje meny-
nyiség 1%-at. A kalmodulin egy tébbfunkcioés intracellularis Ca2+ receptor. Egy erésen konzervalt,
polipeptidlancbdl all, négy nagy affinitdsi Ca2+-kété hellyel (lasd eléadas abra). A molekula sulyzo
alaku, két globularis fejjel rendelkezik, amelyek szamos célfehériéhez képesek kapcsolédni. A
globularis feji régidkat egy hosszu a-hélix koti 6ssze, ez a hélix felelés a kiilénb6zd konformaciok ki-
alakitasaért, attél fliggéen, hogy milyen célfehérjéhez kétédik a molekula. Mindkét feji résznek két-két
Ca2+-kété doménje van. Amikor Ca2+-ot kétnek, konformacié valtozason esnek at. Mivel a fehérje a
Ca-szint emelkedésére valaszol, igy legalabb két Ca2+ ion sziikséges a szerkezeti valtozashoz.
Ca2+/kalmodulin fehérjének nincs enzimatikus aktvitasa, igy a hatasat mas fehérjéken a kapcsolo-
das réven fejti ki. Az aktiv Ca2+/kalmodulin a célfehérjéhez kot, majd a kalmodulin szerkezete ennek
hatasara tovabb valtozik. A kalmodulin enzimeket és membran fehérjéket szabalyoz (pl. Ca2+-pumpa
a plazmamembranban).

Mivel a kalmodulin nem rendelkezik enzimatikus aktivitassal, a szerepe a Ca-jelatvitelben indirekt. A
Ca2+/kalmodulin aktivdlja a szerin/treonin protein kindzokat, az un. Ca2+/kalmodulin-dependens
kindzokat (CaM-kindzok). Néhany CaM-kindz génszabalyozé fehérjéket (pl. CREB) foszforilal, igy
aktivalja vagy gatolja bizonyos gének transzkripciojat.
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A CaM-kinaz Il a legtdbb eml6s sejtben megtalalhatd, de nagy mennyiségben féként az idegrendszer-
ben lokalizalodik. Az egyes teriileteiben az 6sszfehérje mennyiség akar 2%-at is eléri, magasan kon-
centrélt a szinapszisokban. A CaM-kinaz II-nek két f6 funkcioja ismert:

1. Molekularis memdriaban résztvevd fehérje. Aktiv allapotba kertl, amikor a
Ca2+/kalmodulin hozza kotédik, és a kalcium szignal lecsengése utan is aktiv marad.

s sz

dekodolasara. Ez a tulajdonsag nagyon fontos a szinapszisokban. Az intracellularis Ca2+
szintek emelkedése a posztszinaptikus sejtben a neuronalis aktivitas kévetkezménye, ami
hosszutavu valtozashoz vezethet a szinapszis miikodésében.

A CaM-kinaz Il egy nagyméretii fehérje, mely 12 alegységbdl épil fel. A Ca2+/kalmodulin hianyaban
az enzim inaktiv. Ebben az allapotban az enzim katalitikus doménjéhez a fehérje inhibitoros doménje
kapcsolodik (lasd eléadas abra). A CaM-kinaz a Ca2+/kalmodulin kétédése utan foszforilalja magat
(autofoszforilacio) az inhibitoros doménen, igy az nem képes a katalitikus doménhez kapcsolodni,
még akkor sem, ha a Ca2+/kalmodulin levalik a fehérjérél. Az enzim akkor is aktiv marad, ha nincs
Ca2+ (Ca2+ fuggetlen forma), igy névelve az aktiv allapot idétartamat. Az enzim mindaddig aktiv,
amig a szerin/treonin fehérje foszfataz defoszforilalja és inaktivalja a kinazt (lasd el6éadas abra). A
CaM-kinaz ll-nek fontos szerepe van a gerincesek memédria kialakulasaban és a tanulas folyamata-
ban.

A CaM-kinaz Il frekvencia dekoderként is mikodik. Alacsony frekvenciaju Ca2+ csucsok esetén az
enzim inaktivalodik minden csudcs utan, mivel az enzimaktivitas nem elég hosszi ahhoz, hogy az
autofoszforilacié megtorténjen. Magasabb frekvencianal az autofoszforilacié fenntartja az enzim aktivi-
tasat a két Ca2+ csucs kozott is.

A GPCR-ek jel terminacidja

A tulaktivalas elkeriiléséhez a receptorok aktivitasat kell megsziintetni, igy nem képesek tovabbi G
fehérjéket aktivalni. Az extracellularis hirvivékkel szembeni érzékenység megdrzéséhez a receptor-
nak, a G fehérjének és az effektoroknak is vissza kell térnie inaktiv allapotukba.

1. Deszenzitizacié (lasd el6éadas abra): ez a folyamat gatolja, hogy az aktiv receptorok to-
vabbi G fehérjéket aktivaljanak. Az aktiv GPCR citoplazmatikus doménjét egy specifikus
kinaz, a G protein kapcsolt receptor kindz GRK) foszforildlja. A GRK egy szerin/treonin pro-
tein kindz, ami csak az aktivalt GPCR-eket ismeri fel. A foszforilaciot kdvetéen egy specifi-
kus fehérje, az arresztin kotédik a GPCR-hez és gatolja a G fehérje kapcsolddast. Az
arresztin kotése véd a tovabbi G fehérje aktivaciotol. Az arresztin molekulak képesek
klatrin molekuldkat megkétni, igy el6seqitik a foszforildlt GPCR internalizaciéjat,
endocitézissal (klatrin burkolt vezikulumban). A receptor az endoszémabdl visszakeriilhet
a plazmamembranba defoszforilaciot kdvetéen, vagy lebontddik a lizoszémaban. A B-
arresztin képes citoszélikus foszfodiészterazokat is megkétni, igy az enzim kézel kertil a
cAMP képzbdési helyéhez, gyorsitva a jel lecsengését.

2. A Ga hidrolizalja a GTP molekulat GDP + Pi-re (GTPaz). A Ga alegység gyenge GTPéaz
aktivitassal rendelkezik, mely lehetévé teszi a GTP lassu hidrolizisét és az inaktivalédast. A
valasz gyorsabb lecsengését a G fehérje jelatvitelt szabalyoz6 fehérjék (RGS) segitik. Az
RGS fehérje kétédése gyorsitja a GTP hidrolizist a katalitikus alegységen. A GDP jelenléte
a Ga alegységen a regulatoros alegységekhez valé visszakotédést segiti.

3. A protein foszfatdzok A foszfat csoportok eltavolitasat katalizaljak (hidrolizis) az aktiv fe-
hérjékrél (el6zéleg a PKA foszforilalta 6ket). A jelatviteli fehérjék inaktivalasa a jelatvitel le-
allasat eredményezi.
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4. A foszfodiészterazok az arresztin molekuldk nélkil is aktivalédnak és elhasitjak a CAMP
molekuldkat 5’AMP molekulakka, igy gatoljak meg a PKA tovabbi aktivalédasat.

Az extracellularis szignal amplifikalasa masodlagos hirvivékkel

A jelerdsités elsé l1épése az aktiv receptor és a G fehérjék kozott létrejovd kapcesolat, illetve a G fehér-
jék kapcsolodasa az effektor enzimekkel, az adenilat ciklazzal. A stimulatoros G fehérje relativ enzim-
aktivitasat figyelembe véve 15 méasodperc alatt az aktivalt adenilat ciklaz 225 cAMP molekulat termel
mielétt a Gs hidrolizalja a GTP-t. Egyetlen GPCR aktivalasakor 10000-szeres jelamplifikacio torténik a
sejtben.

A vizudlis jelatvitelben egyetlen aktivalt rodopszin molekula tébb szaz transzducin molekulat aktival,
nagyjabol 1000 molekula/méasodperc sebességgel. Minden egyes transzducin molekula aktival egy
cGMP foszfodiészterdz enzimet, mindegyik enzim 4000 cGMP molekulat hidrolizal masodpercenként.
Ez a cGMP koncentracié csokkenés tobb szaz kation csatorna zar6dasat eredményezi. Vagyis egyet-
len palcika egyetlen fotonra oly médon reagal, hogy az megvaltoztatja a fotoreceptortél az agyba ér-
kezb jeleket (l4sd eldadas abra). Az inozitol foszfolipid jelatvitelben az extracellularis jelben bekdvet-
kezd nanomolaris valtozas mikromolaris véltozast okozhat az intracellularis mediatorok koncentracio-
jaban. Egyetlen extracellularis hirvivé molekula tébb ezer fehérje miikédését képes megvaltoztatni a
célsejtben az amplifikacios kaszkad soran.

20.6. TIROZIN-KINAZ RECEPTOROK

Az enzim-kapcsolt receptorok harom doménbél épllnek fel: extracellularis ligandkété domén, transz-
membran domén és intracellularis domén, amely enzimaktivitdssal rendelkezik. A receptor tirozin
kindzok sokkal diverzebb csoport, mint a GPCR-ek. A leggyakoribb szignal tovabbitasi médszerik az
oligomer szignal transzdukcioés partikulumok létrehozasa az aktivalt RTK dimeren. A RTK-k lehet-
nek epidermalis névekedési faktor receptorok (EGFR), vérlemezke-derivalt névekedési faktor recepto-
rok (PDGFR), fibroblaszt névekedési faktor receptorok (FGFR), hepatocita ndvekedési fator receptor
(HGFR), inzulin receptor, inzulinszeri névekedési faktor receptor (IGF1R), vaszkularis endotélidlis
névekedési faktor receptor (VEGFR), makrofag kolonizaciét stimulalé faktor receptorok (MCSFR),
efrin receptorok és neurotrofinok, beleértve az idegi ndvekedési faktort (NGF), ami szintén RTK-hoz
kotédik.

A human genomban hozzavetdlegesen 60 gén kddol receptor tirozin kinazt. Ezeket a receptorokat
tobb mint 16 szerkezeti alcsalddra lehet osztani (lasd el6adas abra). A funkcionalis szerkezeti
domének altalaban a ciszteinben gazdag, immunglobulin-szer(, fibronektin- Ill-as tipusd, EGF domén,
leucinban gazdag domén, kadherin, diszkoidin, kringle domén, tirozin-kinaz és SAM (S-adenozil-
metionin) domének. Néhany RTK tartalmaz egy hosszl inszertet a tirozin-kindz doménben (pl.
PDGFR).

A jelatviteli folyamatban az RTK extracellularis ligandja a ligand kotd helyhez kapcsolddik, ami megin-
ditia a receptor dimerizaciéjat vagy oligomerizaciéjat és konformécié valtozast okoz az
intracellularis doménben. A tirozin-kindz domén aktivalédik, majd foszforilalja a tirozin oldallancokat a
receptoron, majd azokon a jelatviteli fehérjéken, amik a receptor foszfotirozinjaihoz kotédnek. A
dimerizacié utdn a két kinaz domén kozelebb kerlll egymashoz, aktivadloédnak és keresztfoszforilaciét
végeznek a masik tirozinjain. Ez a folyamat a transzautofoszforilacié (lasd eléadas abra). A tirozinok
foszforilaciéja a kinaz doménben noveli a kindz aktivitasat és a tovabbi tirozinok foszforilaldséat teszi
lehetévé a kinaz doménen kivil, igy nagy affinitasi dokkold helyek jonnek létre az intracellularis jelat-
viteli fehérjék szamara. Kilonb6zé jelatviteli fehérjék képesek a foszfotirozinokhoz kétédni specialis
foszfotirozin-koté doménekkel (SH2, PTB domének, lasd késébb). A transzautofoszforilacié elésegiti
az intracellularis jelatviteli komplex dsszeszerel6dését, ami tovabbitja a jelet a sejt kilonbdzé régidiba
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(lasd el6adas abra). Mivel az eltéré RTK-k kiilénbdzé kombinacidban aktivaljak a jelatviteli fehérjéket,
igy eltéré valaszokat is aktivalnak.

Er6sen konzervalt foszfotirozin-k6t6 domének:

1. SH2 domén: Src homolégia régio, SH2-t tartalmazo fehérjék nem kovalens komplexeket
képeznek a tirozin-foszforilalt fehérjékkel. Az SH2 fehérjék egy részének nincs enzimatikus
aktivitdsa, ezek az un. adapter fehérjék. Az SH2 domének a foszfatidilinozitolok foszfat
csoportjahoz is képesek kapcsolédni a plazmamembranban.

2. PTB domén: foszfotirozin-koté modul, konzervalt arginineket tartalmaz, hogy semlegesitse
és koordindlja a negativ toltés( foszfotirozinokat. Példaul IRS-1, inzulin receptor szubsztrat
egy dokkolo fehérje, melynek nincs enzimaktivitasa.

Néhany jelatviteli fehérje csak SH2 és SH3 doménekbdl éplil fel és kizardlag adapter fehérjeként
mikddnek. F6 szerepik a foszfotiroznnal rendelkezd fehérjék megkdtése és olyan jelatviteli fehérjék-
kel val6 dsszekapcsolasuk, amelyek nem rendelkeznek SH2 doménekkel (lasd eléadas abra). Példaul
az inzulin receptor megkéti a ligandjat, az aktivalt receptor foszforilalja a tirozinjait. A foszfotirozinok
megkotik az IRS-1 dokkol6 fehérjét a PTB doménjén keresztiil. Az IRS1 masik specialis doménje a
PH domén a plazmamembran belsé felszinén elhelyezked6 foszfoinozitidekhez kapcsolédik. Az aktiv
receptor az IRS-1 tirozinjait is foszforilalja, ezek kozil egy megkoti a Grb2 adapter fehérjét, annak
SH2 doménjén keresztiil. A Grb2 az egyik SH3 doménjével a monomer GTPaz aktivalé fehérje, az
foszfoinozitidjeihez két6dik a PH doménen keresztul. A Grb2 képes un. scaffold fehérjéket megkotni
az SH3 doméneken keresztil. A scaffold fehérjék tovabbitjak a jelet az aktiv inzulin receptortdl a
citoszdlikus jelatviteli fehérjékhez.

Monomer G proteinek

A monomer G fehérjék csak egyetlen alegységbdl épiilnek fel, ez az a-alegység, ami homoldg a
heterotrimer G fehérjék a-alegységével. A monomer G proteinek GTP&zok, aktivak ha GTP-t kdtnek
és inaktivak GDP koétése esetén. A GTPazok Ras-szerli szupercsaladja szerepet jatszik a jelatvitel-
ben. A monomer kis G fehérjék 6t alcsaladba sorolhatok:

1. Ras csoport (Ras, Rap, Ral): a mitogén valasz szabalyozéi, génexpressziét és kemotaxist
szabélyoznak

2. Rab csoport (t6bb mint 60 tag): a vezikularis transzport szallitast szabalyozzak

3. Rho csalad (Rho, Rac, Cdc42): az aktin citoszkeletont és a transzkripciot szabalyozzak
Ran csoport: mikrotubulus szabalyozdk, illetve a nukleocitoplazmatikus fehérjék szallitasat
szabalyozzak

4. Arf csoport (Arf1-6, Arl1-7, Sar): endocitézis és vezikularis transzport szabalyozék
Ras-GTPazok

Az emberben harom f6 Ras fehérje mikodik: H-, K- és N-Ras. Ezeknek a GTPazoknak kiilénb6zé a
funkcidjuk, de ugyanugy mikddnek és ugyanaz a hatasuk a jelatviteli utba tartoz6 célfehérjéken. A
Ras GTPazok egy vagy tébb kovalensen kapcsolt lipid csoportot tartalmaznak, melyek segitenek a
fehérjét a membran citoplazma fel6li oldalahoz horgonyozni. A fehérjék a membran feldl érkezb jelet
tovabbitjak a sejt mas részei fele. A Ras gyakran szilkséges a sejtosztédas vagy a differencialédas
stimulalasahoz.
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A Ras fehérjék aktiv jeltovabbitdk, de csak akkor miikddnek, ha GTP talalhaté a guanin nukleotid ko-
téhelylikon. A Ras GTPazoknak nagyon alacsony az enzimatikus aktivitasa. A mikodésiukhoz szik-
ségesek kiegészitd fehérjék, GTPaz aktivator fehérjék (GAP) és guanin nukleotid kicserél6 fakto-
rok (GEF).

1. GAP: A GAP fehérjék kapcsolddasa alapvet6éen fontos a jel leallitasaban. Noveli a GTP
hidrolizis sebességét, ezaltal inaktivalja a Ras-t.

2. GEF: lehet6évé teszi a Ras-GDP szamara, hogy 6sszekapcsolédjon az adapter fehérjével

3. GDI: guanin nukleotid disszociaciét gatlé fehérje a Rho és Rab fehérjéken fejti ki a hatasét.
GDI fehérje segiti a G fehérje levalasat a membranrdl, ami ezt kdvetéen a citoszdlban van-
dorol. Ezen kivil gatoljak a GDP lecserél6dését GTP-re, vagyis inaktivaljak a G fehérjét.

A monomer G fehérjéknek egy katalitikus helyik és felszini két6helyeik vannak a regulatorok és
effektorok szdméra. A G-domén (G-boxok vagy G-régiok) erésen konzervalt és kulcs aminosavakat
tartalmaz a GTP hidrolizishez. Az N-termindlis régié szorosan tekeredett szerkezettel rendelkezik,
benne hat B-lemez korililvéve 6t a-hélix-szel. A B-lemez és az a-hélixek tiz polipeptid hurokkal kap-
csolodnak. Ot hurok alkotja a katalitikus kbzpontot, és itt aktivalodik a kapcsolé mechanizmus is.

G-1 régi6 tartalmazza glicinben gazdag pirofoszfat-k6té hurkot (P-hurok) és tartalmaz egy konzervalt
lizint és egy konzervalt szerint. A glicinben gazdag rész lehet6vé teszi, hogy a hurok a foszfatok koéré
tekeredjen, és az amid nitrogének pozitiv toltési teret adnak, a negativ toltési foszfatok mellett. A
konzervalt lizin segiti a tranzicids allapot stabilizalasat a GTP hidrolizise alatt, semlegesitve a y-foszfat
negativ toltését.

G-2 régio az l-es kapcsolé domén, az elsé a- hélix és a masodik B-lemez kozotti hurokban helyez-
kedik el. A G-2 box tartalmaz egy esszencilis treonint, ami koordinalja a GTP hidrolizishez szikséges
Mg® iont. Az I-es kapcsol6 (akar a ll-es) mobilis elem, melynek a szabalyozok és effektorok megko-
tésében van szerepe.

G-3 régid A masodik a-hélix N-terminalis részén talalhato és a ll-es kapcsolé domén egyik részét
képezi minden G fehérjében (monomer és heterotrimer) része. Egy allandé aszpartat koordinalja a
magnézium iont egy vizmolekulan keresztil, és a konzervalt glicin iranyitja a y-foszfatot. A teljes ll-es
kapcsolé domén a harmas B-lemeztél a negyedik hurkon keresztll a masodik a-hélixig tart.

G-4 régio az o6todik B-lemez és a negyedik a-hélix kozotti hurokban helyezkedik el, a guanidin bazis
megkotésében van szerepe.

G-5 régio a hatodik B-lemez és az 6todik a-hélix kozott fut és segiti a guanidin bazis felismerését és
kotését.

A kapcsold mechanizmus tulajdonképpen egy hidrolizis altal hajtott konformécio valtozas a Ras fehér-
jében. A konformacié valtozast a GTP y-foszfatja, a magnézium ion és a kapcsolo régidkban 1évd
kulcs oldallancok kapcsolédasa okozza (lasd el6adas abra).

A mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) kaszkad

A tirozin foszforilacio és a Ras aktivacio is aktivalt RTK altal katalizalt és altalaban gyorsan lecseng.
Ahhoz, hogy a sejtet osztédasra vagy differencialasra késztessik, a révid tava hatast, hosszu tavu
hatassa kell alakitani a sejtben, igy a jel eljut a sejtmagba, ahol megvaltoztathatja a génexpresszio
mintazatat. A mitogén-aktivalt protein kindz modul (MAP kinaz modul) képes fogadni, fenntartani és
tovébbitani a jelet az aktiv receptortdl a sejtmag fele. A rendszer harom komponense egyiitt alkot egy
funkcionalis jelatviteli modult (lasd eléadas abra).
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A novekedési faktorok jelatviteli Gtjainak jellegzetességei kozé tartozik a kinazok aktivalasa. Ezek a
MAP kinaz kinaz kindz (MAPKKK) pl. Raf, ami MAP kinaz kinazt (MAPKK) aktival foszforilacioval. A
MAPKK-ok célfehérjéi a MAP kinazok, amik citoplazmatikus szerin/treonin fehérje kinazok. Ezek akti-
vaciot kdvetéen a sejtmagbdl a citoszolba transzlokalédnak, ahol transzkripcis faktorokat aktivalnak.

Az eml6és Ras-MAP-kinaz jelatvietli Utban, az alabbi harom kinaz vesz részt: Raf (MAPKKK), Mek
(=MAPKK) és Erk (MAPK). Az Erk MAP kinaz belép a sejtmagba és foszforilalja a génszabalyoz6
komplex egy vagy tobb elemét. Ez elinditja szdmos azonnali, korai gén transzkripcidjat. Ezek a gének
olyan génszabdlyozé fehérjéket kodolnak, melyek tovabbi géneket aktivalnak (lasd eléadas abra). A
Raf a legels6 fehérje a MAPK kaszkadban, és az elsédleges effektor enzime a Ras fehérjének. A Raf
egy szerin/treonin kinaz, amelynek harom human izoformaja létezik részben atfedd funkcidkkal:

1. &ltalanos Raf-1 vagy C-Raf
2. A-Raf
3. B-Raf: a neuronalis szévetekben magas, méashol alacsony a szintje

Mind a harom izoforma rendelkezik konzervalt régiokkal: CR1, CR2 és CR3. A fehérje C-termindlis
része tartalmaz egy szerin/treonin kindz domént, ami megegyezik a CR3 régidval. Az N-terminalis
fele a fehérjének egy komplex szabélyozo régiot alkot, mely tartalmazza a CR1-et. A CR1 tartalmazza
a Ras-koté domént és egy ciszteinben gazdag domént, ami egy cink-ujj motivum. Nyugalmi alla-
potban a Raf citoszdlikus elhelyezkedésil és csak a Ras-GTP megjelenésének hatdsara mozdul a
membréan fele. A CR1 és CR2-ben lévd szerin foszforilacids helyek gatoljak, mig a CR3 régioban lévé
foszforilaciés helyek aktivaljdk a Raf fehérjet. A CR1 és CR2 szerineket a PKA vagy az Erk
foszforilalja.

A klasszikus elképzelés a MAP kinaz kaszkad enzimek aktvilasarol, az, hogy az elemek interakciéba
I[épnek egymassal diffazio és ltkozés altal. A MAPK (tvonal enzimei két-harom elembdl allé kazetta-
kat alkotnak. igy a Ras—MAP-kinaz jelatviteli Gt a jeleket a sejt felszinérél a sejtmagba tovabbitja, ahol
megvaltoztatja a génexpressziés mintazatot

Szamos faktor befolyasolhatja a valasz idétartamat, koztik pozitiv és negativ visszacsatolasok,
amiben tovabbi MAP kinazok is részt vesznek. Ezek a kinazok kombinalédhatnak, ezaltal megvaltoz-
tathatjak a valasz tipusat: fokozatos, ki-be kapcsolhato, rovid vagy hosszu idétartamu.

A MAPK enzimeknek 6t csaladja létezik, mindegyiket kettds foszforilacio aktivalja a tirozin oldallanco-
kon:

1. Extracelluléris jel altal szabalyozott kinaz (Erk1 és Erk2)
2. Stressz-aktivalt protein kindz (SAPK), mas néven c-Jun N-terminalis kindaz (Jnk1, Jnk2 és

Jnk3)
3.  p38 kinaz homoldgok (p38a, p38pB, p38y és p389)
4. Erk3/4
5. Erk5

Scaffold

Az eukaridta sejtekben haromkomponensi MAP kinaz jelatviteli modulok mdkoédnek. A kulénbdzé
modulok eltéré valaszt valtanak ki ugyanabban a sejtben. Ezek a MAP kinaz modulok egy vagy tébb
azonos kinazt hasznalnak, kilénbozé effektor fehérjéket, igy eltéré valaszokat valtanak ki. Egyik lehe-
téség a kilonb6z8, parhuzamosan futd jelatviteli Utvonalak kézotti kommunikacié kivédésére az un.
scaffold fehérjék felhasznalasa (lasd eléadas abra). Scaffold mechanizmusok mikdédnek az élesztdk-
ben is. A sarjadzé éleszt6k legalabb hat haromkomponensi MAP kinaz kaszkaddal rendelkeznek. A
szaporodasi valasz és a magas ozmolaritasu kornyezetre adott valasz ezekben a sejtekben két kilon-
bdz6 scaffold fehérjével torténik, igy elkerulik a keresztreakciot. A szaporodasi valasz akkor indul el,
amikor egy ellentétes tipusu éleszt6 szaporodasi faktora a maésik élesztésejt megfelel6 GPCR-hez
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kotédik. Ez aktivalja a G fehérjét, amirdl a regulatoros alegységek aktivaljak a MAPKKK-t (kindz A). A
Kinaz A tovabbviszi a valaszt. Egy masik MAP kinaz (kinaz C) szamos fehérjét aktival foszforilaciéval,
amelyek kivaltjak a szaporodasi valaszt, mely soran az élesztésejt osztddasa leall és felkészil a fuzid-
ra. Ebben a modulban harom kulénb6zé kinaz talalhato, ami az 1-es scaffold fehérjéhez kapcsolédik.
Amikor az élesztdsejt magas ozmolaritasu kdzegbe kerl, glicerint kezd el szintetizalni, hogy névelje a
sajat belsd ozmolaritasat. Ezt a valaszt egy ozmolaritas receptor valtja ki, ami eltéré6 MAP kinaz kasz-
kadot aktival egy masik scaffold fehérjével. Még ha a két Utvonal ugyanazokat a MAP kinaz kinaz
kindzokat is aktivalja, nincs kommunikacié a két utvonal kdzétt az eltéré scaffold fehérjék miatt. A
scaffold fehérjék az 6sszes vagy néhany kinazhoz kapcsolédnak minden MAP kinaz modulban, komp-
lexet képeznek és igy segitenek fenntartani a valsz specifikussagat.

Az emlbs sejtek szintén ezt a védelmi mechanizmust hasznaljdk a MAP kinaz modulok kdzoétti kom-
munikacio elkerllésére. Legalabb 6t parhuzamos MAP kindz modul mikddik az emlds sejtekben.
Ezek a modulok 12 MAP kindz, 7 MAP kinaz kinaz, és 7 MAP kinaz kinaz kinaz fehérjébdl épiinek fel.
Két modult JNK és p38 kaszkadoknak nevezik, amelyeket kilénb6z8 stressz folyamatok, mint UV
sugarzas, hésokk és ozmotikus stressz, gyulladasos citokinek (lasd eléadas abra) inditanak el. A
scaffold stratégia csokkenti annak a lehetéségét, hogy a jel megsokszorozddjon és atterjedjen a sejt
tébbi részébe.

PI3-kinaz utvonal

A foszfoinozitid 3-kinaz (PI13-kindz) a plazamembranhoz kétédik és RTK vagy GPCR egyarant akti-
valhatja. Ez a kinaz enzim inozitol foszfolipideket foszforilal nem pedig fehérjéket. Fontos szerepet
jatszik a sejt talélésében és ndvekedésében.

A foszfatidilinozitol (P1) egy membran lipid, ami képes reverzibilis foszforilacién atesni az inozitol feji
régidjaban |évd foszforilacids helyeken, igy jonnek létre a foszforilalt lipidek, a foszfoinozitidek (lasd
el6adas abra). Aktivalt allapotban a PI-t foszforilalja a Pl kinaz, az igy keletkezett PI(4)P-t a PIP kinaz
foszforilalja és PI(4,5)P2 jon létre. Ez utébbi molekulat a PI3 kinaz foszforilalja az inozitol gylri har-
madik poziciéjat, igy PI(1,4,5)P3 molekula képzdédik (lasd el6éadas abra). A PI(4,5)P2 molekulat a
PLCB vagy a PLCy elhasitja. Az elébbi enzim GPCR és Gq fehérje altal aktivalt effektor enzim, az
utébbit RTK aktivélja. Az aktivaciot kovetden a PLC szolubilis IP3 és membran-kotott DAG molekulé-
kat general. A PI(3,4,5P3 nem hasitodik, a plazmamembranban marad, amig egy specifikus
foszfoinozitid foszfataz (pl. PTEN foszfataz) defoszforilalja. A PI(3,4,5)P3 molekulak dokkol6 helyként
szolgalnak az intracellularis jelatviteli fehérjék szamara. Az I-es osztalya PI3-kindzok heterotrimerek,
melyek egy katalitikus és kiilénb6z6 regulatoros alegységekbdl épllnek fel. A regulatoros alegység
adapter fehérjeként mikodhet, ami az aktivalt RTK két foszfotirozinjahoz kotdédik a két SH2 doménen
keresztll. A GPCR-ek altal aktivalt PI3-kindzok altalaban a G fehérje regulatoros alegységeihez ko-
tédnek.

A PI(3,4,5)P3 dokkold helyekhez specifikus PH doménnel rendelkezd célfehérjék kapcsolddnak. A
PH doménnel hozzavetblegesen 200 human fehérje rendelkezik, egy kozulik a mar korabban emlitett
Ras-GEF/Sos.

Akt/Protein kinaz B

A legfontosabb PH-domént tartalmazé fehérje a szerin/treonin protein kindz az Akt. Ez a f6 jelatvite-
li atvonal, amit az inzulin aktival. Az Akt Gtvonal fontos szerepet jatszik a tulélés és a ndvekedés sza-
balyozasaban, szamos sejtben.

Az extracellularis ligandok az RTK-khoz kapcsolédnak, ezek aktivaljak a P13-kinazt, ami PIP3 moleku-
lakat termel. A PIP3 molekuldk két protein kindzt vonzanak a plazmamembranhoz, amik a PH
doménjeikkel kapcsolddnak: Akt vagy PKB és a foszfoinozitid-fiiggé fehérje kinaz-1 (PDK1). A PIP3-
hoz kapcsol6dd Akt a fehérje aktivacidjdhoz vezet. A PDK-1 szintén képes foszforilacioval (szerin
aminosavakon) aktivalni az Akt-t. Az Akt szamos fehérjét foszforildl a plazmamembranban, a
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citoszdlban és sejtmagban (lasd el6adas abra). Az Akt hatasa a legtdbb ismert célfehérjéjén, azok
inaktivalasa foszforilacio atjan.

A PIP3-kindz-Akt utvonal hatasa a sejtben egy nagyméretl, szerin/treonin fehérje kinaztél, a TOR
(rapamicin célfehérjéje) fehérjétél fiigg. Az emlds sejtekben ezt a fehérjét mTOR-nak hivjak. A Tor két
eltérd funkcionalis multiprotein komplexként mikédik. Az mTOR komplex 1 tartalmazza a raptor
fehérjét. Ez a komplex érzékeny a rapamicinre, stimulalja a sejt névekedését, a fehérje szintézis ser-
kentésével. Az mTOR komplex 2 egy masik fehérjét, a rictort tartalmazza, ez utdbbi nem érzékeny a
rapamicinre. Segiti az Akt aktivaciot, illetve a Rho GTPazok szabélyozédsaval iranyitja az aktin
citoszkeletont (lasd eléadas abra). Az mTOR komplex 1-et novekedési faktorok aktivaljak a P13-kinaz-
Akt Utvonalon keresztll. Az Akt foszforilacidval aktivalja az mTOR komplex 1-et, illetve gatolja a Tsc2
GAP fehérjét. A Tsc2 a monomer Ras-szer(i GTPaz-on a Rheb fehérjén fejti ki hatasat, inaktivalva azt.
A Rheb aktiv allapotban az mTOR aktivatora. Az Akt szintén aktivalja az mTOR-t és el6segiti a sejt
novekedését.

Rho GTPaz

A Rho csaladba tartoz6 monomer GTPazok az aktin és mikrotubulus citoszkeletont szabéalyozzak.
Szabalyozzak a sejt alakjat, polaritasat, motilitAsat és adhéziéjat, valamint szabalyozzak a sejtciklust,
gén transzkripciét és a membran transzport folyamatokat. A Rho csalad harom legjobban kortilirt tagja
a Rho, Rac és Cdc42. Ahogy a Ras-MAP kinaz kaszkadndl is lattuk, GEF fehérjék aktivaljak és a
GAP-ek inaktivaljak a Rho GTPazokat. A GEF és GAP fehérjék egy része specifikus a Rho csalad
egy-eqgy tagjara, a tobbi pedig kevésbé specifikus. Az inaktiv Rho GTPazok gyakran guanin nukleotid
disszociacios inhibitorokhoz kotédnek (GDI) a citoszoélban, ezek gatoljak a Rho-GEF kapcsolédast a
plazmamembranban.

Az Efrin receptor tirozin kindz a motor neuronok sejtfelszinén talalhaté és az axon csucsanak (ndve-
kedési cslcs) mozgasat iranyitja a célsejt fele (lasd el6éadas abra). A sejtfelszini efrin fehérje az efrin
receptorhoz (EphR) kapcsolédik, igy a névekedési cslcs dsszeesését okozza. A valasz egy GEF
fehérjétdl fiigg, amit efexinnek neveznek. Ez a fehérje az Eph receptor citoszélikus farkahoz kapcso-
I6dik. Amikor az efrin aktivalja az Eph receptort, a receptor aktivalja a citoplazmatikus tirozin kinazt,
ami foszforildlja az efexint a tirozin aminosavakon. igy az efexin képes mar aktivalni a Rho fehérjét, a
RhoA-t. Az aktiv RhoA GTP-t két a katalitikus helyén, majd effektor fehérjék szabalyozasaval a ndéve-
kedési cslics 6sszeesését okozza: stimulalja a miozin-fiiggé aktin citoszkeleton kontrakcidjat. Amikor
az efrin nem kapcsolédik a receptorhoz, az efexin a Rho csalad harom tagjat egyarant aktivalja
(Cdc42, Rac és RhoA), igy segitve elé a ndvekedési csics megnyulasat.

20.7. CITOKIN RECEPTOROK ES JAK-STAT JELATVITEL

A citokin receptorok lokalis mediatorokat citokineket és hormonokat kdtnek meg (pl. prolaktin, néve-
kedési hormon). Ezek a receptorok nem rendelkeznek enzimatikus aktivitassal, ezért citoplazmatikus
tirozin kindzokkal kétédnek, ezek a Janus kinadzok (JAK). A Janus kinazok foszforilacio atjan akti-
valnak génszabalyoz6 fehérjéket, jeltovabbitd és transzkripcié aktivatorok (signal transducers
and activators of transcription, STAT). A STAT fehérjék citoszdlikus, kés6i génszabalyozé fehérjék.
Csak a sejtmagba tudnak vandorolni és aktivalt allapotban bizonyos gének transzkripcidjat szabalyoz-
zak.

A citokin receptorok dimerek vagy trimerek és stabilan asszocidlédnak egy vagy két JAK fehérjével a
négy kozil (JAK1, JAK2, JAKS, és Tyk2). A citokin kétédése megvaltoztatja a receptor intracellularis
részét és a konformacié valtozas kovetkeztében a két JAK molekula kdzelebb kertl egyméashoz, igy
transzfoszforilalhatjdk egymast. Ezt kovetéen a Jak fehérjék foszforilaljak a tirozineket a citokin re-
ceptoron, ezzel foszfotirozin dokkolo helyeket hoznak létre a STAT fehérjék szamara (lasd eléadas
abra). Az eml6s sejtekben leglabb hat STAT fehérje talalhat6. Mindegyik rendelkezik SH2 doménnel,
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melyen keresztil a foszfotirozin helyekhez tud kétédni a receptoron. A JAK fehérjék foszforilaljak a
STAT fehérjéket a tirozin aminosavakon, ezaltal a STAT fehérjék levalnak a receptorrél. A felszabadult
STAT molekulak egyméashoz kapcsolddnak az SH2 doméneken keresztiill és heterodimereket alkot-
nak. A STAT dimerek a sejtmagba vandorolnak, ahol méas szabalyozé faktorokkal egyiitt specifikus
DNS elemekhez kotédnek a promoter régiokban, aktivalva ezen gének transzkripciojat. Kiilénbozé
citokinek és receptorok kilonb6zé kombinaciéju JAK-STAT fehérjéket aktivalhatnak, ezaltal eltérd
sejtvalaszt valthatnak ki (lasd tablazat). A JAK-STAT jelatvitel szabalyozasa negativ visszacsatolassal
szabalyozadik:

1. A STAT dimerek olyan géneket aktivalnak, melyek géatl6 fehérjéket kédolnak, ezek leallitjak
a valaszt.
a) az inhibitoros fehérjék képesek a foszforilalt JAK molekulakhoz kétédni és inaktivalni
6ket és az aktiv receptorokat is
b) mas inhibitoros fehérjék a foszforilalt STAT dimerekhez kétédnek, és gatoljak azok
DNS-hez valé kétédését

2. A JAK és a STAT fehérjéket a foszfotirozinek defoszforilacioja inaktivalja. Ezt a reakci6t
protein tirozin foszfatazok katalizaljak. Ezeknek a foszfatazoknak egy része kettés
specificitasu, a célfehérjék szerin és treonin aminosavairdl is el tudjak tavolitani a foszfat
csoportot. A foszfatazoknak készonhetben a tirozin foszforilacio csak rovidtavu.

20.8. TGFB/BMP-SMAD JELATVITEL

A transzformalé névekedési faktor-B (TGF) szupercsalad két csaladot tartalmaz a TGFf/aktivin csa-
ladot és a nagyobb csont morfogén fehérjék (bone morphogenetic protein, BMP) csaladot. Ezek a
molekuldk hormonként vagy lokalis medidtorként is mikddhetnek igy szabdlyozhatjadk pl. a mintazat
képzbdést, osztédast, specifikaciot, differenciaciot, az extracellularis matrix komponenseinek termelé-
dését vagy a sejthalalt. Szerepilk van a széveti regeneraciéban és az immunszabalyozasban. A re-
ceptoraik enzim-kapcsolt receptorok, amelyek egyetlen transzmembran régiéval rendelkezé fehérjék
szerin/treonin kindz doménnel a plazmamembran citoszdlikus oldalan. A receptoroknak két tipusa
ismert, I-es és ll-es tipusu. A TGFB és a BMP receptorokat ez a két tipus eltéré6 kombinaciéban al-
kothatja (dimerek). A dimerek létrejotte a kinaz doméneket kbzelebb hozza egyméashoz, igy az I-es
tipusu receptor foszforildlja és aktivalja a ll-es tipusu receptort. A receptor dimerek aktiv tetramer
receptor komplexet képeznek.

Az aktivalt Il-es tipusu receptor kdzvetlentil megkot és foszforilal késbi génszabalyozé fehérjéket,
Smad csaladba tartoz6 fehérjéket (Sma in C. elegans and Mad in Drosophila). A TGF/aktivin recep-
torok a Smad?2 vagy Smad3 fehérjéket foszforilaljdk, a BMP receptorok pedig inkdbb a Smadl, Smad5
és Smad8 fehérjéket aktivaljdk. Az aktivalt Smad fehérjéket R-Smad-nak nevezzik. A foszforilaciot
kovetéen levalnak a receptorrél. Az aktiv Smad fehérje a Smad4-hez (ko-Smad) koétédik. A Smad4
barmelyik R-Smad molekulaval képes komplexet képezni. A Smad komplex a sejtmagba vandorol,
ahol specifikus gének transzkripcidjat szabalyozza (lasd eléadas abra).

A jelatviteli Utvonalat negativ visszacsatolasos mechanizmusok szabalyozzak:
1. Areceptor inaktivalasa ubikvitinizaciéval, majd internalizdlasa és degradalasa a sejtben.

2. Szekretdlt gatlo fehérjék a jelatviteli molekulakhoz kétédnek, igy gatoljak a célsejt recep-
torainak aktivalédasat. Példaul noggin és chordin géatoljak a BMP-ket, mig a follisztatin ga-
tolja az aktivineket.
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3. Azinhibitoros Smad-ok, Smad6 vagy Smad7 az aktiv receptorhoz kétédnek és gatoljak a

jeltovabbitast:

a) versengenek az R-Smad molekulakkal a receptor kétésért

b) egy ubikvitin ligazt, a Smurf enzimet vonzzak a receptorhoz, ez az enzim ubikvitinalja
a receptort, mely a receptor internalizaciéjahoz és degradaciéjahoz vezet

c) protein foszfatazokat vonzanak a receptorhoz, melyet defoszforilalnak, igy
inaktivalnak

d) a gatl6 Smad molekulak a ko-Smad-hoz (Smad4) is képesek kapcsolddni, ezaltal gatol-
jak, hogy az R-Smad-ok komplexet hozzanak létre a Smad4-gyel valamint serkentik a



21. APOPTOZIS

A tobbsejti él6lények fejl6édése és fenntartasa nem csak a sejtek osztédasanak itemén mulik, hanem
éppugy azok specifikus pusztulasatol is. Egy atlagos felndtt szervezetben a sejtek ugyanolyan ratéaval
pusztulnak el, ahogy szaporodnak. Sejtek pusztulnak el valamilyen bantalom, vagy fert6zés esetén is,
hogy az szervezet egészségét fenntartsdk. Ezeknek a sejteknek a halala nem random folyamat, mole-
kularis események jél programozott sora, mely soran belilrél pusztitjak el magukat, végul a kérnyezé
sejtek faljak fel 6ket, nyomot nem hagyva. Az ,apoptdzis” gordg eredetli szo, jelentése: ,falevelek
hullasa”.

Az apoptozis szOt gyakran hasznaljdk a programozott sejthalal szinonimédjaként, a két sz6 azonban
nem jelenti ugyanazt: az apoptozis csupan egyetlen médja annak, ahogy a sejtek kontrollalt médon
elpusztulhatnak. Az apoptoézis volt az elséként leirt programozott sejthalal folyamat, azonban ma mar
tobb ide tartoz6 més mechanizmust is ismerunk.

Az apoptozis jelenségét els6ként a Cenorhabditis elegansban fedezték fel, amikor annak fejl6dését
vizsgélva azt talaltdk, hogy a hermafrodita féreg fejlédése végére 1090 sejt alakul ki, de mindig ugya-
naz a 131 sejt pusztul el, ahogy a kis féreg fejlédése végére érkezik (a kifejlett hermafrodita féreg igy
959 sejtet tartalmaz). A fejlédés leirasa utan sziiletett a gondolat, hogy ez a haladl mechanizmus nem
egy random esemény.

Az ,apoptozis” szét el6szdr John F. Kerr és munkatarsai hasznaltak 1972-ban.

Azért, hogy 0sszehasonlithassuk az apoptotikus folyamatot a ,random” sejthalallal, fontos a nekrozis
fogalmét ismerniink. A nekrézis olyan sejthalal, amit sulyos fizikai, vagy kémiai hatas volt ki. A morfo-
l6giai véaltozasok tipikusak, a sejt megduzzad, a kromatin kondenzalédik a sejtmagban és szétszort
csomokba rendezédik. A membran séril, igy sejtalkotok szivarognak az extracellularis térbe, imi gyul-
ladast indukal: makrofagok érkeznek a teriiletre és fagocitaljak a sériilt sejteket.

Az apoptozis morfoldgiai valtozasai tobb ponton eltérnek a fent leirt folyamattdl. Belsé, illetve kllsé
faktorok is elindithatjak a folyamatot (lasd késébb). Els6ként a sejt vizet veszit és zsugorodni kezd. A
mag kromatinja kondenzalédik a magmembran alatt és DNS endonukleazok hasitjadk a genomot apré
darabokra. Enzimek karositjak a citoszkeletont, ami igy 6sszeesik és a kiilsé sejtfelszin hullamossa
valik, fodrozddni kezd, hélyagok képzdédnek (blebbing) majd ugynevezett apoptikus testek valnak le a
sejtrél. A szomszédos sejtek fagocitaljak az apoptotikus testeket. Ebben az esetben makromolekulak,
vagy sejttérmelék nem jut ki a kérnyezetbe, igy ez a folyamat nem indukdl immunvalaszt. Az egyik
legkorabbi jel az apoptdzis indukcidjara, hogy foszfatidilszerin rendezédik at a bels6 membranokbdl a
kils6be, ami aztan a tobbi sejt fagocitézisat inditja be.

Apoptézis

Nekrozis
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21.1. Az APOPTOZIS FOLYAMATA

Iniciacioé

Az apoptozis biztositja a felesleges sejtek haldlat, igy az apoptozisnak kdszdnhetéen a sejtek csak
addig élnek, amig hasznosak. A sejtek elpusztulhatnak, mert valami valtozott bennik (pl. sérilt a
DNS-uk), vagy mert nem sziikségesek tdbbé az organizmusnak és az megvonja t6lik a tulélési fakto-
rokat (pl.: novekedési faktorokat, vagy hormonokat). Ezek a tilélési faktorok 6vjak meg a sejteket a
sajat ongyilkos mechanizmusaitél, ezek nélkil a sejt apoptézis Gtjan elpusztul.

A folyamatot meginditd szignalokat 2 csoportba soroljuk:
Kilsd stimulusok:

= Halal receptorok (pl.: tumor nekrézis faktor a (TNFa) receptor)
= Tulélési faktorok megvonasa (pl.: novekedési faktorok, hormonok)

Bels6 stimulusok:

= DNS kéarosodas (sugéarzas, kémiai modosité anyagok)
= Intracellularisan haté mérgek és gyogyszerek

Két Utvonal:

1. Mitokondium eredeti (=intrinsic ut)
2. Halél ligandok atal indukalt (=extrinsic Gt)

Intrinsic Gtvonal
Mitokondrium-eredet( Utvonal

Van néhany olyan molekula a mitokondrium belsejében, ami apoptozist képes indukalni, amennyiben
felszabadul a mitokondriumbdl és kijut a citoplazméba, pl.: citokrom-c, SMAC molekuldk. Ezek az
anyagok akkor juthatnak ki a citoplazmaba, ha a mitokondrium membranja permeébilisabba valik,
vagy specifikus membran csatorndk nyilnak meg. A molekularis mechanizmusok elinditéja egy belsd
szignal, vagy a sejt sériilése.

Citokrom-c

A citokrom-c intracellularis apoptotikus stimulus hataséara szabadul fel a citokrombol. A citokrom-c az
Apaf-1 adaptor fehérjével aktivalni képes a kaszpaz kaszkadot, ami aktivalja a kaszpazok effektor
mechanizmusait, végil a sejt apoptotikusan elhal. Az Apaf-1 fehérje részlegesen szétnyilik, ahogy a
citokrom-c aktivalja. 7 aktivalt Apaf-1 fehérje alkotja az uUgynevezett apoptoszémat. Ez az
apoptoszéma képes megkotni kaszaz-9 molekulakat, az ugyenvezett CARD (caspase recruitment
domain) segitségével (minden Apaf-1 molekula megkét egy kaszpaz-9 molekulat). A kaszpaz-9 ezzel
aktivalédik és meginditja a kaszpaz kaszkadot.

Specifikus fehérjék befolyasoljak a mitokondrium permeabilitdsat a citokrom-c-re nézve (pl.: a Bcl-2
csokkenti a permeabilitast).
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SMAC

Az SMAC egy fehérjecsoport neve, jelentése: ,second mitochondria-derived activators of
caspases”=kaszpazok masodik mitokondrium-eredetl aktivatorai. Ha z SMAC molekulak felszabadul-
nak a mitokondriumbdl és kijutnak a citoplazmaba, hozza kétédnek az apoptézis-inhibitor-fehérjékhez
(IAP) és gatoljak azok munkéjat.

Bcl-2

A Bcl-2 név egy fehérjecsoportot jelll, ami az apoptdzist gatolja, néhany képviselbje a folyamat elindu-
lasat akadalyozza meg, masok akar a folyamat megallitasat is elérhetik. (A legfontosabb képvisel6ik a
Bcl-2 és Bcl-x, fehérjék)

A Bcl-2 és Bcl-x, fehérjék a mitokondrium kils6 membranjaban helyezkednek el és specifikus csator-
nafehérjéken hatnak: gatoljak a citokrém-c kiaramlasat a mitokondriumbal.

A sejt sériilése esetén proapoptikus BAX fehérék gatoljdk a Bcl-2 és Bcl-x, fehérjék mikodését: igy
nem tudjak megakadalyozni a molekulak kiaramlasat a mitokondriumbol. A citokrém-c kijutva a citop-
lazméaba apoptoszomat hoz létre az Apaf-1 fehérjével. Az apoptoszOma pedig aktivalja a kaszpaz
kaszkadot: els6ként a kaszpaz 9-et, ami aktivalja a kaszpaz 7-et és 3-at. Ez utobbi 2 lesznek a folya-
mat effektor=kivégz6 kaszpazai.
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Osszefoglalo
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Extrinsic utvonal: Hal&l receptorok (death receptor=DR)

Az apoptdzis ugynevezett halal-receptorokon keresztill is aktivalhaté (Fas, TNFaR, DR3, DR4, és
DR5). A halalreceptorok altalaban oligomerizalédnak, ha a megfelel ligand kétédik, ez specifikus
adaptor fehérjék koétédését inditia meg, majd ez aktivalja a kaszpaz kaszkadot. Ezen a mddon 6lik
meg a T sejtek a fert6zott sejteket is (Fas-FasL)

A FasL (=Fas Ligand) a Fas, a TNFa a TNFRL1 trimerizaciojat indukalja, ami a kaszpaz-8 és 9 iniciator
kaszpazok aktivalasat inditja meg adaptor fehérjéken (Ggyenevezett haldl domaineken) keresztil. A
kaszpaz-8 és 9 2 folyamatot aktival:

1. Indukdlja a citrokréom-c felszabadulasat a mitokondriumbal (ezzel beinditja az intrinsic Gt-
vonalat is)
2. Aktivalja a kszpaz-3-at, ezzel a kaszpaz-kaszkadot.

Ajanlott video: https://www.youtube.com/watch?v=9KTDz-ZisZ0
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p53

A p53 fehérje molekulasulyardl kapta a nevét. A pS3 egy ellenérzépont a G1/S fazis koz6tt a sejtciklus
soran. Ha a DNS karosodik, vagy hiba lépett fel a masolas soran, a p53 foszforilalédik, lekapcsoladik
az MDM-2 fehérjérdél, ami igy mas gének transzkripciéjat képes meginditani, transzkripcids faktorként
viselkedve.

A p53 fehérje indukélhatja a p21 fehérje atirdsat: a p21 a ciklineket és a ciklin dependens kinazok
aktivitdsat gatolja, amik fontosak lennének a sejtciklus folytatasa soran. Enek eredményeképpen a
sejtciklus ledll, a sejt nem 6rokiti tovabb a rossz, sérilt DNS-t.

A p53 ugyancsak elindithatja a sériilt DNS kiajvitaséat, repair fehérjék atirasanak indukalasaval.
Amennyiben azonban a sértlés tll nagy, a folyamat az apoptézis irdnyaba fog eltolédni.

Apoptoézis indukalasa: a p53 fehérje a BAX fehérje promoteréhez kotédik, segiti annak atirasat. Az
atirt BAX fehérje a Bcl-2 miikddését fogja gatolni (Iasd intrinsic utvonal).

Amennyiben a p53 fehérje mutalédik és a fehérje nem képes mikddni, korlatlen osztédas jéhet lére és
tumor képzddhet. (A tumorok tdébb, mint felében a p53 fehérje nem aktiv, vagy nincs jelen.)

DNS karosodas, masolasi
hiba hipoxia, problémak
a sejtciklus soran

\

foszforilalédik

DNS repair

DNS karosodas é rep e\
kijavitdsa fehérjék
—— e — —

bax p21
Gitoljaa Bcl-2-t, €— . ej \% . —> megill a sejtciklus
igy végbemehet az
apoptézis
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Tehat a p53 megallitja a sejtciklust és tobb Gtvonalat aktivalhat: a DNS karosodas kijavitodhat, vagy
apoptdzis indul.

Effektor fazis

Ebben fazisban az effektor molekulak (enzimek) létrehozzak az apoptoézisra jellemzé morfoldgiai val-
tozasokat, példaul az effektor kaszpazok feldaraboljak a fehérjéket, az endonukledzok a DNS-t, mi
ahhoz vezet, hogy a sejtmag felbomlik, a DNS fragmentalédik, a kromatin pedig kondenzalodik. A sejt
elkezd zsugorodni, a membran fodrozddik és apoptotikus testek kapcsolédnak le réla.

Résztvev6 enzimek

= endonukleazok
= transzglutaminazok
= kaszpazok

Endonukleazok

Az endonukledzok Ca®* -fiiggé enzimek, megemelkedett Ca** szint aktivalhatja ¢ket. A legfontosabb
funkcidjuk a DNS fragmentalasa 2 lépésben: elséként 50-300kbp hosszu darabokra, majd 180 bp
hosszu darabokra vagja fel a genomot. Az apoptdzis folyamatanak megindulasat ezeknek a révid DNS
szakaszoknak a detektalasaval is felismerhetjik (pl.: gélelektroforézissel, Tunel reakcioval, ami a sza-
bad DNS végeket festi).

Transzglutaminazok

A transzglutaminazok keresztkétéseket hoznak létre fehérjék kozott, igy fehérje-aggregatumok jonnek
létre. Ezek a keresztkotések irreverzibilisek. Ezek az enzimek is Ca** -fuggdk.

(A transzglutaminazok fontosak mas folyamatokban is, pl.: a koagulacié soran a fibrin szalakat is
transzglutaminazok kotik éssze. , fontosak a keratinocitak elszarusodasaban is.)

Kaszpéazok

A kaszpazok proteazok, amik ciszteint tartalmaznak a szerkezetiikben (az aktiv régidjukban) és a
célfehérjét specifikusan aszparaginsavnal hasitjak; ezért hivjuk 6ket kaszpazoknak (caspases: c a
ciszteinbél és asp az aszparaginsavbol).

A kaszpazoknak 2 csaladjuk van, egyiknek van csak szerepe az apoptézisban (Ced-3), a masik (ICE)
a gyulladasi folyamatokban vesz részt. A hasité kaszpazok is tartalmaznak aszparaginsavat a szerke-
zetiikben, egymast hasitva aktivalnak mas kaszpazokat, ezzel egy egyre er6s6dé proteolitikus kasz-
kadot hoznak létre. Ez a kaszpéz-aktivalé folyamat az ugynevezett kaszpéz kaszkad.

Iniciator kaszpazok inditak meg a folyamatot (kaszpaz-2, 8, 9, 10). A folyamat végén vannak az
effektor=kivégz6 kaszpazok (kaszpaz-3, 6, 7), amik a fehérjéket hasitjak. Az effektor kaszpazokat az
inicidtor kaszpézok aktivaljak. Az effektor kaszpazok aktivalasa univerzalis. Az iniciator kaszpazok
aktivalasa ezzel szemben specifikus. (Az apoptotikus Utvonalak egymastdl eltérhetnek, azinban a
végso effektor kaszpazaltalanosan a kaszpaz-3.)
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Apoptozis inhibitorok: 1AP

Els6sorban azokat az enzimeket géatoljdk, amik részt vesznek az apoptotikus utvonalban
(endonukleazokat, transzglutaminazokat). Virusok is rendelkezhetnek apoptézis inhibitorokkal, amik
fels6bbrendl él6lényekbdl szarmaznak: egy fert6zés soran a sert6zott sejt elpusztithatatlanna volik.

XIAP: a leghatékonyabb ismert inhibitor csoport, ami az iniciator és az effektor kaszpazokat is gatolja.

SMAC
/XIAP\
kaszpaz-7 J~ kaszpaz-9
kaszpaz-3

Apoptoazis vs. sejtosztddas

Az apoptdzis normal esetben nem artalmas folyamat, fontos szerepe van a normal egyedfejl6désben
és mas pozitiv folyamatokban (lasd el6adas diak). 10" darab sejtposztul el minden nap egy feln6tt
emberben (nem szliskéges sejtek, autoreaktiv T-sejtek, ...). Az apoptézisnak szerepe van a normal
sejtszam fenntartasaban. A korlatok nélkili sejtosztédas a sejtek normalis haldla nélkil abnormalis
folyamatokat indit. A sejtosztédas és az apoptédzis egyensulyban kell hogy miikédjén, szabalyozott
moédon az emberi szervezetben. Mivel az apoptézis tll- és alulmikddése is sulyos betegségeket
okozhat (pl.: autoimmun betegségek, tumorképz6dés), fontos, hogy hatasos és biztonsagosan hasz-
néalhat6 apoptdzis indukaldkat és inhibitorokat taléljunk terapias célokra.






22. TUMOROK MOLEKULARIS BIOLOGIAJA

22.1. BEVEZETES

A radkos megbetegedések egy szomatikus sejtben fellépé génmutacié eredménnyeképpen jonnek
létre. A mutacié miatt megvaltozik az érintett gén kifejez6dése (génexpresszid). A rakos sejtekre jel-
lemz6 a kontrollalatlan proliferacié, amely rosszindulati daganat képz6déséhez vezet. Amig a da-
ganat szolid jellegl (lokalizalt), a rak sebészeti Uton eltavolithaté. A rosszindulatd daganatok hajlamo-
sak attéteket létrehozni (metasztazis, masodlagos daganatok létrejotte). Az ilyen esetek hatékony
kezelése nehéz (a mltéti megoldas nem elegendd, mivel csirasejtek aramlanak a testben, amelyek
szinte barmely szervben képesek dagnat létrehozéséra).

A rak napjaink kdzponti kutatasi témaja, a kutaték hatékony megoldasokat keresnek a betegség keze-
Iésére, valamint a rdkos folyamatok mind jobb megismerésére térekszenek.

22.2. A TUMOROK CSOPORTOSITASA
ElsGsorban az érintett szdvet eredete alapjan csoportositjuk a daganatokat (szdvettani tipusok):

= Carcinoma: a leggyakoribb tipus, endo- vagy ektodermalis szdveti eredetl (tlrd, vastagbél,
emld, prosztata, gyomor, hasnyalmirigy, bor)

= Sarcoma: mezodermalis eredetl szbvetet érint

= Leukémia és lymphoma: vérképz6 (hemopoietikus) sejtek rosszindulatu proliferacioja

- Leukemia: egy sejtbdl indul ki

- Lymphoma: nyirokszévet rosszindulatu tulszaporodasa

22.3. A DAGANATOK KIFEJLODESE

A rak tdbblécsés folyamat eredményeképpen jon Iétre, szamos Iépés genotipikus és fenotipikus valto-
zassal jar. A lépéseket értelmezhetjik Ugy is, hogy a betegség attdri a szervezet rak elleni
védekezdrendszerének egy-egy elemét. A mutaciét okozhatjdk mutagén agensek, vagy egyéb kor-
nyezeti tényez6k. A daganatok kialakulasanak lépéseit az aldbbiakban foglaljuk éssze:

1. Onkogén aktivacié: A proto-onkogének a normal sejtosztédasban téltenek be szerepet.
Prot-onkogént érinté mutacio esetében onkogének jonnek létre, a proliferacié felgyorsul,
annak ellenére, hogy a sejtnek az adott kériimények kdzott nyugalomban kellene lennie.

2. Tumor-szuppresszor gén aktivacié: A tumor-szuppresszor gének osztédast gatld szig-
nalként mikodnek. Ha egy mutéacio inaktivalja ezeket a géneket inaktivalja, a sejt felszaba-
dul a gatlas aldl, ndvekedésnek, osztddasnak indul. Ez hozzaadddik az onkogén aktivacio
hatasahoz.

3. Programozott sejthalal (apoptozis) géatlasa: Az apoptdzis szoros szabalyozas alatt allo
folyamat, amely sorén a szervezet megszabadul a szokatlan viselkedési sejtektél. Sikeres
raksejtekben az apoptotikus folyamat kikapcsolt allapotban van, igy a sejt képessé valik
malignus lednysejtek lIétrehozasara. Az apoptdzis “kikapcsolasanak” [épései:

a) pro-apoptotikus gének aktivalasa
b) apoptotikus szignalok figyelmen kivil hagyasa
c) atulélési szignalok hianyanak figyelmen kivil hagyasa

4. Angiogenezis: a tumorok fejlédésik soran képessé valnak ra, hogy stimulaljak véredé-
nyek kialakuldséat a tumorszévetben. Ezéaltal névekszik a tumorszovet oxigén- és tap-
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anyagellatasa, ami el6segiti tumorszovet terjedését. Az angiogenezis kezdeti szakaszaban
a tumorsejtek angiogén faktorokat szekretalnak.

Immmortalizal6das: Az egészséges sejtek szaporodasi képessége limitalt, a sejteknek
van egy maximalis élettartama. Ez a jelenség a minden sejtciklusban rovidiilé telomerek
révén szabalyozddik, amely soran an. krizis utan apoptézis kdvetkezik be (telomer: bizo-
nyos kromoszomak végein talalhaté régid). A rakos sejtekre jellemzé a telomeraz enzim
kifejezodése, ami differencialt sejtekben hianyzik. A telomeraz a réksejtekben a telomer
szakaszokat meghosszabbitja, igy azok “mentesiiinek” a generaciés 6ra hatasai aldl, ese-
tikben az apoptdzis nem kdvetkezik be.

Invazié — metasztatikus gének aktivaladsa: Az elsédleges tumorok évekig névekedhetnek
egyazon szerv teriletén belll, am amint a sejtek attorik a gatat és bekeriilnek a véraram-
ba, mas szervekbe is vdndorolhatnak és ott kolonizalédnak. Ez a metasztazis, a rakbeteg-
ség legveszélyesebb folyamata.

Az immunrendszer elkerilése — blokkolas és rejtézés

22.4. A RAKOS SEJTEK TULAJDONSAGAI

Novekedési kontroll hianya

A rakos sejtek nem vélaszolnak olyan hatasokra, amelyek egészséges sejtekben a néveke-
dési és osztédasi folyamatok lealldsdhoz vezetnek. Novekedési és osztddasi sebességilk a
normal sejtekéhez hasonlé, de az egészséges sejtekkel ellentétben a raksejtek ndvekedési
faktorok hianyaban és kornyezé sejtekkel valo kapcsolédas nélkil is képesek névekedni.

Réteges ndvekedés
Az egészséges sejtekbdl allé tenyészetek egy rétegben nének, a rakos sejtek azonban tébb-
rétegll csomok formajaban. A tumorsejtek képesek ndvekedni anélkil is, hogy valamilyen
alapra kitapadnanak.

Szambeli kromoszomalis eltérések (aneuploidia)

A normal sejtek diploidok, a rdkos sejtek azonban genetikailag instabilak és gyakran eltérd
kromoszomaszamokkal rendelkeznek. Ezek Iétrejohetnek a mit6zis ellenbrzési pontjaban ke-
letkezett hiba vagy az abnormalis szamu centromér jelenlétének eredményeképpen.

Apoptoézis hiba
Amikor egy egészséges sejt kromoszémakészlete zavart szenved, az apoptézis folyamata
aktivalédik. Rakos sejtekben az apoptotikus sejtvalasz hibas, vagy hianyzik.

Magas metabolikus kévetelmények

A réksejtek gyakran fuggenek a glikolizis folyamatatol, ami anaerob Utvonal. Ez jelezheti a
tumorsejtek magas anyagcsereigényét, és a tumor rossz vérellatottsdgéat. Hypoxia esetében
(csokkent O,-szint) a raksejtekben aktivalédik a HIF transzkripciés factor, amely serkenti (]
véredények kialakulasat és noveli a sejtek vandorlasi képességét. Ezek hatasara a tumor
novekszik és terjed.
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22.5. RAKKELT® HATASOK

= Karcinogének: rakkelté agensek: DNS-t karosité 4gensek
- Kémiai mutagének (nagy mennyiségben vannak jelen cigarettdban, koromban)
- lonizal6 sugéarzas (rontgen, UV)

=  DNS és RNS tumor virusok: olyan géneket hordoznak, amelyek terméke részt vesz a sejt-
osztodas szabdalyozasaban
- DNS virusok: polyoma virus, simian virus 40 (SV40), adenovirus, herpes-szer(i virusok
- RNS virusok (retrovirusok): szerkezetiik a HIV virushoz hasonld

= Alegtobb rakos megbetegedés oka maig ismeretlen

= A taplalkozéasi szokasok befolyasoljak a rdk kockazatat
- Pl azsir és az alkohol névelik a kockézatot
- gyumolcsok, zoéldségek szamos dsszetevéje csokkentik a kockazatot
- egyes gyogyszerek megel6z6 hatasa igazolt (aspirin, indomethacin)

22.6. A RAK GENETIKAJA

A rosszindulati daganatok kialakulasa (tumorigenezis) tobblépcsés folymat. A tumorigenezis minden
lépése genetikai okokra vezethetd vissza, tehat a folyamat értelmezheté ugy is, mint genetikai eltéré-
sek halmozodé sorozata. A rak egyetlen sejt kontrollalatlan osztédasanak kovetkeztében jon Iétre, gy
mondjuk, a rdk monoklondlis.

Az emberi testben sejtek milliardjai osztdédnak nap mint nap. Ezek a sejtek hordozzak annak lehetésé-
gét, hogy tumorsejtekké mutalédjanak. A tumorigenezis azonban csak a teljes populacié egyharma-
daban jatszadik le életiik folyaman, mivel a rosszindulatl transzforméaciohoz egyetlen genetikai eltérés
nem elegendd. Vannak azonban olyan 6rokl6dé mutacio tipusok, amelyek az egyént a rak kialakula-
séara fogékonyabba teszik. Az 6roklott gének (csiravonal mutacid) hatassal birnak a rak kialakulasa-
nak kockazatara, de a legjelent6sebb tényez8k az egyedi élet soran bekdvetkezé mutaciok (szomati-
kus mutéacio).

A rakhoz vezet6 genetikai valtozasok fokozatosan kdvetkeznek be, igy a vonalon belili sejtek:

= egyre kevésbé reagalnak a szabalyozasra
= és egyre inkabb alkalmasak betdrni normal szdvetekbe

Ennek megfeleléen a tumorigenezishez szlikség van egy sejtre, amely a rak iniciaciojaért felelés. Ez a
sejt nagyszamu sejtosztodas kivitelezésére képes. Ez a kdvetelmény felhivta a figyelmet azokra a
sejttipusokra, amelyek hordozzak a daganatsejtté valas lehetéségét.

Az elsb Iépés a joindulaty daganat kialakuldsa: kontrollalatlan szaporodasu sejttdmeg, amely nem
metasztatizal (nem képez attétet).

A karcinogenezisben részt vevé gének altalaban az alabbi folyamatokeért felel6sek:
a) sejtciklus szabélyozéas

b) adhézié (tapadas)
c) DNS repair

189



190

GYOGYSZERESZI BIOLOGIA

A génmutaciok sorozata befolyasolja a rak kifejlédését.

= Genetikai mechanizmusok: Pontmutéacio / Transzlokacié / Amplifikacié > Abnormadlis kontroll
- Noévekv6 proliferaciés rata > Tumor

= Nem-genetikai mechanizmusok: Protoonkogének funkcionalis eltérései specifikus faktorok
(gyulladas vagy virusinfekcio) vagy epigenetikai folyamatok hataséara

22.7. ONKOGENEK

Az onkogének olyan fehérjéket kddolnak, amelyek elésegitik a ndvekedési kontroll elvesztését, és a
sejt atalakulasat malignus allapotba. A legtébb onkogén gyorsitja a sejtproliferaciot, genetikai instabili-
tashoz vezet, gatolja az apoptdzist, vagy el6segiti a metasztazist. Az onkogének dominans maédon
hatnak. Transzformalé virusok genomjaban fedezték fel 6ket els6ként, mint a tumorigenezisért felelés
géneket. A virusok altal hordozott onkogéneket viralis onkogéneknek nevezzik (v-onc). Néhany
transzform@lé virus és onkogénjeik:

= Rous sarcoma virus - RSV (onkogén: src)

= Humén papilloma virus - HPV (oncogének: E6, E7)

= Eppstein-Barr virus - EBV (onkogén: LMP1)

= Kaposi sarcoma-asszocidlt herpesz virus - KSHV (onkogén: FGF4)

A retrovirdlis onkogének gazdasejt-eredetli proto-onkogénekbdl szarmaznak (c-onc), mint az RSV
esetében (ezért megkilonboztetiink v-src és c-src onkogéneket). Amikor a virus a gazdasejttel
telalkozik, igyekszik azt megfertdézni. llyenkor Iétre jbhet termékeny fertézés — a gazdasejtet ilyenkor
permissziv sejtnek nevezzilk: a gazdasejt a litikus ciklusban elpusztul. A virus DNS-e replikalodik a
citoszolban, az (] virusdarabok 6sszeszerel6dnek és a sejt halalaval az Uj virusrészecskék kiszaba-
dulnak. A transzformacio6 ritkdbban, Un. nonpermissziv gazdasejtben toérténik: abortiv infekcié révén a
viralis DNS a gazdasejt genomjaba integralodik. Ez a genetikai véltozéas fenotipikus — pl. alaki és mé-
reti — valtozasokat idéz el6 a sejtben. A virus genom integracidja véletlenszeri folyamat, és ha pl. egy
proto-onkogénben okoz valtozast, az onkogén aktivalodhat és ezzel a tumorigenezis elsé Iépése befe-
jezédik.

A sejtes onkogének normal sejtes, Un. proto-onkogénekbdl szarmaznak, amelyek a normalis sejt-
osztodasban vesznek részt, amelyek nem rendelkeznek ismert funkcioval. Alabb talalhatd néhany,
ismert funkci6ju proto-onkogén:

=  Novekedési faktorok

= Novekedési faktor receptorok

= Jelatviteli fehérjék

= Transzkripciés faktorok

= Sejtciklust szabalyoz6 fehérjék
=  MicroRNSek

Barmely proto-onkogén esetében fellépé szerkezeti eltérések onkogéneket aktivalhatnak:
a) strukturalis mutaciok

b) regulaciés mutaciok
c) epigenetikai eltérések
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A proto-onkogén aktivacio kilénbdzé atvonalai:

1.

A normal funkcio hidanya: A génmutacio kdvetkeztében a géntermék olyan mértéki elté-
rése, amelynek hatadséara a géntermék nem képes a feladatat ellatni.

Gén amplifikacié (er6sités): A gén egy vagy tobb alkalommal is duplikalédik, a kédolt fe-
hérjébdl tobblet termelédik.

Kromoszoma atrendezédés kovetkeztében tavoli DNS szakaszok kdzel kerlilhetnek egy
proto-onkogénhez, amelynek hatasara a génkifejez6dés, vagy a géntermék természete
(szerkezete, miikddése) valtozhat.

Ahhoz, hogy egy sejt malignussa valjon, egy tumorszuppresszor-gén mindkét alléjanak ki kell esnie,
€s egy proto-onkogén aktivalodasanak is meg kell térténnie.

Példédk onkogénekre

Kulénbdzd tipusu tumorokban kilénb6zd onkogének aktivalédnak, amely a kilénbézd sejttipusok
jelatviteli folymatainak sokféleségét tiikrozi.

1.

Novekedési faktorok és azok receptorai:

= Simian sarcoma virus: A sis onkogént tartalmazza, amit egy sejteredetli génbél szar-
mazik (PDGF kodol6 gén). A PDGF overexpresszidja 6sszefliggésbe hozhato kilénbo-
z6 agytumorok (gliomak) kialakulasaval.

= A madar eritroblasztozis virus onkogénje, az erbB egy hibas EGF receptor kialakulaért
felelés, amely a sejtet EGF jelenlétében stimulélja. A megvaltozott receptor allandé sti-
mulacié alatt tarja a sejtet, a ndvekedési faktor jelenlététdl fliggetlendl.

= Néhany rakos sejt a normal sejtekhez képest sok sejtfelszini receptorral rendelkezik,
ami érzékenyiti 6ket az alacsony koncentracioban jelenlévé ndvekedési faktorokkal
szemben > a sejtosztdédés talzott stimulacidja.

Citoplazmatikus protein kinazok:

= Raf szerin-threonin kindz (MAP kinaz kaszkad része). Mutacié — onkogén — az enzim
mindig ,bekapcsolt” allapotban.

= Src tirozin kinaz — jelatviteli fehérjék foszforilacidja - citoszkeleton, sejtes adhézid
kontrollja.

Nuklearis transzkripciés faktorok:
= Myc fehérje: a sejtek a Gy szakaszbdl visszatérnek a sejtciklusba. Overexpresszié >
kontrollalatlan proliferacio

Apoptdzist befolyasolo6 faktorok:
= A Bcl-2 gén tultermelédése - apoptézis elnyoméasa > abnormalis sejtproliferacié >
tumor kialakulasa

22.8. TUMOR-SZUPPRESSZOR GENEK

A tumor-szuppresszor gének altal kédolt fehérjék tobbsége a sejtosztodas negativ regulatora (fék
funkcid), amelyek kiesése kontrollalatlan proliferaciohoz vezet. Ezen kivil részt vesznek a genetikai
stabilitas fenntartasaban is. Ez felel a rdkos sejtekben megjelend aberrans kariotipusok megjelenésé-

ért.

Az onkogének proto-onkogénekbdl alakulnak ki, funkciényeréses (gain-of-function) mutaciék nyoman.
Uj funkciéval rendelkezd géntermék jelenik meg, amely részt vesz a rak kialakulasaban. A tumor-
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szuppresszor gének ezzel szemben funkcidvesztéses mutacd és/vagy epigenetikus inaktivacié
eredményeként nem képesek a sejtndvekedés gatlasara. Az onkogének a sejtproliferacié gazpedalja-
ként, a tumor-szuppresszor gének fékpedalként mikodnek. Az onkogénekkel ellentétben a tumor-
szuppresszor gének mutacidi recessziv modon oroklédnek (mindkét kromoszéman jelen kell lennie a
mutaciénak a hatas kifejez6déséhez).

A tumor-szuppresszor gének csoportositasa

1. Sejtfelszini molekulak (TGFp receptor, DCC)
2. Jelatviteli fehérjék (NF-1, GAPs, APC)
3. Transzkripciés faktorok (RB, p53)
4. DNS repair gének (BRCA1, BRCA2, XP gének)
5. MicroRNSek
Példak

Intracellularis jelatviteli fehérjék

Neurofibromatosis: NF-1

— Ras GTPaz aktivacid, proliferacié gatlasa

Adenomatosis polyposis coli (APC)

— B-catenine degradaci6 serkentése; a B-catenine serkenti a sejtosztodast
Transzkripciés faktorok

Retinoblastoma

Az RB gén volt az elséként felfedezett tumor-szuppresszor gén. Kapcsolatban all egy ritka gyermekko-
ri szemet érint6 rakos mebetegedés, a retinoblastoma kialakuldsaval. A betegség lehet 6rokl6dé vagy
sporadikus. Oroklott retinoblastoma esetében a csaladban halmozottan megjelend jelleg a betegség
kialakulasara val6 hajlam, genotipikusan az egyik RB génkdpia deléciés mutacioja. A betegség
fenotipikus megjelenéséhez azonban szikséges mindkét képia hianya vagy megvaltozasa. Tulajdon-
képpen egy masodik sporadikus mutacié lesz a betegség megjelenésének végsé oka. Oroklott
retinoblastomaban szenvedd betegekben fennall életiik soran mas rakos megbetegedések kockazata,
féleg lagy-szoveteket érintd sarcomak (inkabb mesenchymalis mint epihelidlis eredetli tumorok kiala-
kuldsanak veszélye &ll fenn). llyen tumorsejtek in vitro ,kezelhet6ek” vad tipusu RB gének bevitelével,
amely képes elnyomni a rékos fenotipust. Ez bizonyitja, hogy a génfunkcié kiesése lIényegesen hozza-
jarul a rak kialakulasahoz. Az RB gén altal kédolt fehérje (pRB) a sejtciklusban a G, - S atmenetet
szabalyozza. A pRB az E2F csalad transzkripcios faktorait célozza. A G1 fazisban az E2F fehérjék
normalisan kétédnek a pRB-hez, ami megakadélyozza, hogy aktivaljanak olyan géneket, amelyek az
S-fazis mikodéséhez sziikségesek (pl. ciklin E és DNS polimeraz). Ha egy sejt elveszti pRB aktivita-
sat a RB mutaciéjanak hatasara, elvész az E2F inaktivalasanak képessége, és vele az S-fazisba |é-
pés bizonyos korlatai. A sejtciklus G; nyugalmi szakaszban tartdsa (amit a pRB iranyit), sziikséges a
normal sejtdifferencialédasahoz.

A p53 fehérje

A p53 fehérjét emlegetik ugy is, mint a ,genom 6rz6je”, mivel a tumorok kialakulasat gatolja és fenn-
tartja a genetikai stabilitast. A p53 gén talan a legfontosabb tumor-szuppresszor gén a human genom-
ban (A TP53 a leggyakrabban mutalédott gén human rakos szovetekben). A p53 transzkripcioés faktor-
ként mikodik, genetikai sérllés esetében gatolja a G;-S atmenetet annak érdekében, hogy a sejt idét
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nyerjen a DNS repair folyamatok elvégzéséhez. Ezen kivil a p53 képes beinditani az apoptézis fo-
lyamatat annak érdekében, igy tavolitva el a genetikailag sérilt sejteket. A DNS repair hibas mikodé-
se esetében abnormalis sejtek jonnek létre, amelyekben potencidlisan rakos folyamatok indulhatnak
be. A p53 fehérje megfelelé6 mikodése nagyon érzékenyen reagal az aminosav szekvencia kismérté-
ki valtozasara is.

Egyéb tumor-szuppresszor gének
Néhany raktipusban kimutathaté az RB-n és p53-n kivil mas tumor-szuppresszor gének hatasa.
1. Vastagbélrak: Az APC tumor-szuppresszor gén 6roklétt delécioja.

2. Oroklétt emlérak: a BRCA tumor-szuppresszor géncsalad egy tagjanak mutécioja (A BRCA
transzkripcids faktorként mikodik, a DNS repairben van szerepe).

MicroRNSek: U] jatékosok a rak genetikajaban

A microRNSek (miRNS) révid RNS molekuldk, amik egy cél mRNS expresszidjat negativan szabé-
lyozzdk. Néhany miRNS proto-onkogéneket kédold6 mRNS-t gatol. A miRNS hidnydban az onkogén
fehérje nagy mennyiségben termelédik, ami a rak kialakuldsanak kedvez. Mivel ezek a miRNSek géa-
toljak a tumorigenezist, tumor szuppresszoroknak nevezheték. Egyes miRNSek inkabb onkogénként
mikddnek, pl. egy miRNS géncsoport nagy mennyiségben expresszalddik egyes limfomak esetében.
A miRNSek megvaltozott expresszidja vélhetéen a tumorsejtek invaziv természetével és az attétkép-
z6déssel is dsszefliggésbe hozhato.

22.9. A RAK ELLENI KUZDELEM UJ STRATEGIAI

A hagyomanyos rakellenes terapiak mellékhatasa a tumorsejteken til az egészséges sejtek elpuszti-
tasa. Folyamatban van olyan Uj terapias megoldasok kidolgozasa, a kordbbi mddszerek levaltdsa. Az
un. célzott kezelések kidolgozasakor felhasznaljak eddigi ismereteinket a rakos folyamatok molekula-
ris alapjairdl, amelyek a kutatasok nyoman egyre bévilnek. Egy kezelés akkor tekinthet§ célzottnak,
ha kizarolag a rakos sejteket tamadja, az egészségesekre viszont nincs hatdsa. Mas szavakkal: a
kezelés olyan fehérjéket céloz, amelyek inaktivalasa a rakos sejtek tulélését vagy novekedését gatol-
ja. A kezelés célzottan iranyulhat egy bizonyos beteg rakos sejtjeire a szomatikus mutaciok egyedi
mintdzatanak alapjan. Szadmos 0j és Ujonnan fejlesztett kezelés igen hatékonynak bizonyult célzott
terapiaban, igy az ilyen iranyu kutatasok igen népszeriek.

Uj stratégiak:

1. Antitestek tumorsejtek ellen.
2. R&kos folyamatot elindit6 fehérjék gatlasa.
3. Arakszdvet taplalasaért felels vérerek nbvekedésének gatlasa.

Immunterapia
Passziv immunterapia

A passziv immunterapia mesterséges kornyezetben (laboratériumban) termelt antitesteket alkalmaz,
amelyek a betegbe juttatva védettséget adnak a betegség ellen. A passzivimmunterapia a vakcinaktél
eltéréen hat, vagyis nem a szervezet immunrendszerének aktiv valaszra serkentése a cél. Altalaban
monoklondlis antitesteket hasznalnak, amely egyetlen, raksejt-specifikus célponthoz kétédik, vagy
tumor-specifikus enzimet/fehérjét céloz meg. Ezért ezt célzott terapianak tekintjuk. Az antitest k6t6dé-
se apoptotikus folyamatot indit el a rdkos sejtben.
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faktorok elleni antitest) — az emlérakos esetek 25%-a érzékeny erre a kezelésre

= Rituxan: non-Hodgkin limfomaban B-sejtek sejtfelszini fehérjéihez kétédik (95%-ban sikeres
kezelés)

= Vectibix: vastagbél daganatos esetekben EGF receptorok ellen irAnyul6 kezelés

= Arzerra: krénikus limfocitas leukémia lehetséges kezelésére

= Fejlesztés alatt: radioaktiv atom vagy toxikus vegyulet hozzakapcsolasa az antitesthez —
szelektiv kbt6dés és a célzott sejt elpusztitasa.

Aktiv immunterépia

Az aktiv immunterapia serkenti az immunrendszert, hogy harcoljon a rakos sejtek ellen. A rakellenes
vakcinak féleg megel6zésre szolgalnak, azaz a betegség megjelenése elétt alkalmazhatok. A terapias
vakcindkat — pl. prosztatarak ellen — mar kialakult betegségben szenved&knek adjak be. A rakellenes
vakcindk szintén célzott kezelések, mivel hatasukra az immunrendszer a raksejteket tamadja, egy
vagy tébb specifikus tumor antigén felismerése révén.

= Dendritikus sejtek (immunsejtek) rakos betegbdl — kényszeritik rdkos fehérjék bemutatasara
— vissza a betegbe - a tumor megadllithato

= Mas megkozelités: telomeraz elleni vakcina kifejlesztése

= Mas személyre szabott kezelések fejlesztése

Immuntoxinok

Az immunotoxinok olyan mesterséges fehérjék, amelyekben egy antitesthez egy toxin kapcsolédik. A
toxin felelrésiti az antitest hatasat, az antitest pedig a kezelés specifictasat adja. A fehérje bekdt a
(rakos) sejt felszinére - endocitézis - a toxin elpusztitja a sejtet. Az immunotoxinok nem okoznak
allergias reakciot, a célsejt elleni toxicitds azonban megtartott. Oszefoglalva, az immunotoxinok kizaré-
lag a cél (rakos) sejtet pusztitjak el, mellékhatas nélkil. Két példa olyan toxinokra, amelyeket ilyen
terpidban antigénekhez lehet kapcsolni:

= ricin: a ricinus (Ricinus communis) magjanak olaja
= mellitin: a méhek fulldnkjaban talalhaté méreg komponense

Rakkeltd fehérjék gatlasa

A rakos sejtek viselkedéséért az abnormalis koncentraciéban jelen 1évé, vagy a normalistol eltéré
aktivitasu fehérjék felelések. Mas széval, a tumorsejtek onkogén-fiiggék: a mutans fehérjék folyama-
annak novekedését, csdkkentheti invaziv tulajdonsagat. A kutaték olyan kis molekulasulyu vegyuletek
egész arzenaljara tettek szert, amelyek az abnormalis fehérjék mikodését gatoljak. Maig az eredmé-
nyek mérsékelt sikert mutatnak, vélhetéleg azért, mert a vegylletek a tumoron belil nem a megfelel§
sejteket célozzak.

Uj vérerek képzédésének (angiogenezis) gatlasa

A tumorok fejlddése soran megtorténhet az un. ,angiogén valtas”, amikor a gydgyulasi esélyek jelen-
t6és csoOkkenése figyelhetd meg a metasztazis kialakulasanak veszélye miatt. Az (n. angiogenezis
inhibitorok gatoljak a tumor szaméara a tapanyagokhoz és oxigénhez jutast, igy ezek az anyagok
hasznalhat6ak a rak elleni harcban (pl. Avastin, a VEGF névekedési hormon gatlészere).



23. GENETIKA

23.1. BEVEZETES A GENETIKABA

A genetikai kéd

A genetikai informéacié aramlasa a sejt genetikai anyagaval, a DNS-el kezdédik, amely 4 kilonb6zé
nukleotidbdl épiil fel. Els6 Iépésben a DNS nukleotidokat az RNS polimerazok atirjak révidebb, komp-
lementer RNS molekulakra (transzkripcid). A maésodik atalakulas az RNS kodonok leforditasa
peptidekre a riboszomakon (transzlacié), amelyek polipeptid-lancokat épitenek fel. Erésen leegysze-
rlsitve:

transzkripcié transzlacié

DNS RNS Fehérje

A génkifejezddés (génexpresszid) szabalyozasa
A génexpresszid szabalyozasa tébb szinten lehetséges.

1. Transzkripcio szintjén

a) Az egyes gének a genomban tébb példanyban is jelen lehetnek, nagyobb kdpiaszam
er6sebb génkifejez6dést eredményez.

b) A transzkripci6 megkezdéséhez sziikséges bizonyos transzkripcids faktorok kétédése a
promoter régiéhoz, a promoter aktivitas megvaltozasa a génexpressziot befolyasolja.

c) Hasonloképpen, az an. upstream szabalyoz6 szakaszokhoz (enhancerek, silencerek)
kapcsolodo faktorok megvaltoztatjak a gén kifejez8dését.

d) A DNS metilaci6ja szintén hatassal van a génexpresszid szintjére.

2. Transzlaciod szintjén

a) Az mRNS molekulak életideje hatadssal van a génexpressziéra: hosszabb életid6 ma-
gasabb expressziot eredményez.

b) A kodonhasznélat befolyasolja a génkifejez6dést (a genetikai kdd degeneralt, Id. ,A
genetikai kod”).

c) Alternativ splicing kévetkeztében egy génrdl tobb kiilénb6zé mRNS transzkript szar-
mazhat, Id. ,mRNS érés”.

d) RNS interferencia léphet fel, kis RNS-ek csendesithetik az mMRNS-t azzal, hogy hozza-
juk kotédnek, és igy azok nem transzlalédnak.

3. Poszt-transzlacios modifikaciok
a) Kémiai modifikacié modosithatja a fehérje funkcidjat. Lokalizaciéjat target szekvencia
hozzaadéasa segitheti, diszulfid-hidak képzédése pedig a megfelel6 tekeredésben
(folding) lehet fontos. Az aminosavak hidroxilaciéja vagy foszforilacidja is szilkséges le-
het egyes fehérjetermékek funkcidjanak betdltéséhez.
b) A protein turnover a fehérje miikbdését befolyasolja.
¢) Inhibicié vagy allosztérikus valtozdsok befolyasolhatjak a fehérje miikdodését.

Alapfogalmak

= A genom egy élélény teljes 6rokl6dé genetikai allomanya (DNS).

= A gén az 6roklédés alapegysége, altalanossagban egy gén egy géntermék (polipeptid vagy
RNS) létrehozaséhoz szilkséges informaciot hordozza. Ezért a géneket a genetika alapegy-
ségének is nevezik.
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= AKkariotipus a fajspecifikus kromoszémak szamat és morfolégiajat jelenti (mas néven kromo-
széma mintazat).

= A géntérkép a gének elhelyezkedését mutatja a kromoszémakon.

= Acitogenetika a kromoszomak szerkezetét és 6roklédését tanulmanyozza.

= A szomatikus sejtek diploidok, vagyis két teljes kromoszémakészlettel rendelkeznek (ember-
ben ez 46 kromoszémat jelent), amelybél 22 par autoszéma, és egy par nemi kromoszéma
vagy alloszoma, X és Y (férfiakban XY, nékben XX).

= Acsiravonal sejtek monoploidok: egy kromoszémaszettel rendelkeznek (22 autoszéma és
egy nemi kromoszéma — X vagy Y).

= Homolég kromoszémak vagy homologok: egy kromoszémapar tagjai, amelyek azonos sza-
kaszokon (I6kusz) ugyanazt a gént, annak kiilénb6zé formait (allélek) hordozzak.

= Afenotipus a megfigyelhetd jellemzdk (jellegek) 6sszessége, a genotipus pedig az egyed
génjeinek Bsszességét jeldli.

= A homozigota egyedek két azonos alléllel rendekeznek az adott I6kuszon, mig a heterozigo-
tak kulénb6zé allélt hordoznak a homolégok adott I6kuszan.

Kromoszémak

A human kariotipus 46 kromoszémabdl all, amelybdl 44 autoszoma és 2 ivari kromoszéma (X és Y). A
kromoszomak morfologiailag a centromer helyzete alapjan irhatok le (az a szakasz, ahol a
testvérkromatiddk a mitdzis metafazisdban dsszekapcsoldédnak). Ez alapjan meghatarozhat6 a karok
relativ hossza (p jelzi a roévid kart, g a hosszit). A metacentrikus kromoszéméak esetében a centromer
kozépen helyezkedik el, tehat a karok hossza egyezik. Az akrocentrikus kromoszémak centromerje
az egyik kar végén van, az egyik kar tehat igen révid, a masik hosszu. Szubmetacentrikus kromo-
szomak képezik a kettd kdzotti atmenetet, egy révidebb és egy hosszabb karral.

A kromoszdémakat hosszuk és a centromer pozicié alapjan 7 csoportra osztjuk.

Giemsa festést kdvetéen kariogramot hozhatunk létre a kromoszémak parba allitasaval és méret
szerinti szamozasaval. Az idiogram a kariogram sematikus abrazolasa, amely a karakterisztikus G-
savozas mintazatat is tartalmazza, és ahol egy sav kb. 50 gént fed le. A savok szamozasa a
centromertdl kifelé novekszik, az elsé szam a régiot jelzi, a masodik a savra vonatkozik, amely utan
egy harmadik, al-savot jelzé6 szam is lehet. Pl. a huméan f6 hisztokompatibilitasi complex (MHC)
I6kusza a 6. kromoszdma rovid karjan, a 6p21.3 (“hat pé ketté egy pont harom”).

Kapcsolt gének
(Id. ,Genetikai kapcsoltsag”)

A meidzis profazis | alatt atkeresztez6dések, un. crossing overek térténhetnek (genetikai anyag ki-
cserélédése) a kromoszomaparok kézott, amelynek eredményeképpen rekombinans kromoszémak
jonnek létre. Amikor dsszetartozé kromoszomalis régiok (természetesen a homoldgokon) eltérnek, a
masik kromoszdémaval 6sszekapcsolédhatnak. Két kbzeli I6kusz nagy valdszinlséggel ugyanazon a
testvérkromatidan lesz megtalalhaté. Annak valoszinlisége, hogy egy crossover a két I6kusz kozott
torténik, a gének (I6kuszok) tavolsaganak fliggvénye. Az egymashoz kozelebb elhelyezkedd gének
nagyobb valészinliséggel 6roklédnek egyitt. Két gén tavolsagat centimorgan-ban fejezziik ki (cM —
Thomas Hunt Morgan genetikus irant valé tiszteletbél). Megjegyezziik, hogy a genetikai “tavolsag”
nem valddi fizikai tAvolsagot fejez ki.
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A human genom

A human genom 46 sejtmagi kromoszémabdl all (ezen felll rendelkeziink az Uun. mitokondrialis ge-
nommal, Id. ,Mitokondriumok” fejezet): 22 par autoszoma és egy par alloszéma (nemi kromoszéma). A
petesejtek és spermiumok genomja haploid, 3 milliard bazisparnyi DNS-bél all. A diploid testi sejtek
genomja 6 milliard bazisparnyi genetikai informaciét tartalmaz. A kiilénb6zé human genomok kozotti
kulénbség a 0,1% tartomanyban mozog, mig a human genom eltérése legkdzelebbi rokonunk, a
csimpanz genomjatél 4% kordli érték. A human genom szekvenciajanak felfedésére nagy eréfeszité-
seket tesz a tudomany: 2012-ben a Human Genome Project human genomok ezreinek bazissorrend-
jét hatédrozta meg. Tovabbi informéciéért a Human Genome Project kapcséan Id. a ,Human Genom
Projekt” fejezetet, ill. eldadas anyagot.

A human genom 20.000-25.000 fehérjekddold gént tartalmaz, ami csak egy kis, 1,5%-0s hanyadat
adja a teljes genomnak. A maradék nem-kodold DNS, mely az aldbbiakat tartalmazza:

= nem-kodold RNS-ek génjei (pl. tRNS és rRNS)

= pszeudogének

= intronok

= mMRNS-ek at nem ir6d6 szakaszai

= szabélyoz6 DNS szakaszok

= ismétl6dd DNS szakaszok

= mozgo genetikai elemekhez kapcsol6dd szakaszok

A pszeudogének nem-kédolé gének, amelyek az evolicié sordn duplikaciok és divergencia Gtjan
jelentek meg. Egyesek szabalyoz6 szerepet téltenek be (promoterek, splicing helyek), masok funkcio-
jukat elvesztették, nem expresszalddnak a sejtben. A pszeudogéneknek koézos 6se van egy funkcio-
nalis génnel, igy hasznalhatok evollcios dsszefiiggések vizsgalatara. Elhelyezkedésik osszefligg az
egyedfejl6édés soran megfigyelhetd expressziés mintazattal. Pl. az alfa-globin gén exon-intron minta-
zata szamos gerinces fajban konzervalodott (a human és ndvényi globin gének egyarant 3 intront
tartalmaznak). Az egyedfejl6dés soran valé kifejez8dés sorrendje ismétli az evoluciés sorrendet.

A géncsaladok hasonl6 gének csoportjai, amelyek az eredeti gén duplikacioja révén jelentek meg.
Példaul a huméan hemoglobin alegységeket kodold tiz gén két, kilén kromoszéman elhelyezkedd
klaszterben helyezkedik el: az alfa-globin és a béta-globin l6kuszokon.

A molekularis genetikai kutatdsok gyakorlati haszna kiilonb6z6 teriileteken, és vitatott kérdé-
sek

Molekularis medicina: Egy egyén DNS-szekvencidjanak ismerete szamos betegség diagndézisat elé-
segiteti, akar a betegség sulyossagat is tesztelhetjik. A Huntington-kor j6 példa erre. A neuronalis
diszfunkci6 oka a betegségben a kérosan meghosszabbodott huntingtin protein darabolasa soran
képz6dd toxikus fragmentek felhalmozodasa. A fehérje hossza egy kdrosan nagy szamu CAG triplet
ismétlédés (triplet repeat expanzio) miatt né meg: 10-35 a normal ismétlédés-szam; a 36-39 repeat-tel
rendelkezdk esetében el6fordulhat, hogy a betegség tiinetei nem jelennek meg, am 40-120 kozotti
ismétlés esetében szinte mindig manifesztaldik a betegség fenotipusa. 60 feletti repeat-szam eseté-
ben a betegség korai kezdetli formaja mutatkozik, 60 alatti szamnal idéskori megbetegedés a jellem-
z6.

A farmakogenomika Un. “egyedi gyogyszerek” kifejlesztésével foglalkozik, az egyén genetikai profil-
janak vizsgalatabol szerzett adatok alapjan. Rizikébecslés is végezhetdé hasonlo tesztek kiértékelésé-
vel azok szamara, akik sugarzasnak vagy rakkelté6 anyagoknak, illetve toxinoknak lehetnek kitéve.

A bioarcheolégia, antropoldgia, evolicié-kutatas és human migracié teriiletén a genomika az evoluci-
0s (leszarmazési vonalak csiravonal-mutacidinak vizsgalata) és népvandorlasi folyamatok (anyai
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oroklédés vizsgalata) megértésében segithet. Az Y kromoszéma mutéacidinak vizsgalataval kévethet-
juk a férfiak leszarmazasi vonalait és vandorlasat.

DNS-alapu személyazonositas: az igazsagligyben 6sszevethetik a gyanuasitott DNS-ét a bizonyiték-
kal, esetleg felmenthetnek addig tévesen elitélt személyeket, blintények és katasztr6fak aldozatait
azonosithatjak, vagy apasagi és egyéb rokoni kapcsolatot igazolhatnak genomikai médszerek
alkalmazasasval.

Okoldgiaban a molekularis genetika modszerei alkalmazhatok veszélyeztetett vagy védett fajok azo-
nositasara, vagy szennyezd mikroorganizmusok azonositasara.

Szervatiltetést megel6zéen a molekularis genetika megkdnnyitheti a donorok utani kutatast. A lehet-
séges donorok kore kibdvithet, mivel a csaladtagok nem minden esetben alkalmasak, viszont rokon-
sagban nem 4ll6 személyek is megfelelhetnek, ami genomikai médszerekkel gyorsan tesztelheté.

A mezdgazdasag és a bioprocesszalas teriiletén a molekularis genetika eredményei segithetnek a
koltségek csokkentésében, taplalébb és peszticid-mentes élelem termelésében, a hozam ndvelésében
és a hulladék mennyiségének csokkentésében. Vakcinak termeltetheték takarmanyndvényekben, igy
a vadallomanyt immunizalhatjuk bizonyos patogének ellen. Olyan alternativ alkalmazési teruleteket
fejleszthetnek ki, mint pl. annak a genetikailag modositott dohanyndvénynek az esetében, amely egy
bakterialis eredetli enzimet termel, ami képes az olyan robbanédszer-maradvanyok lebontaséara, mint a
TNT vagy a nitroglicerin.

A mikrobidlis genomika gyors és hatékony megoldast kinal patogének kimutataséara, valamint Uj ener-
giaforrasok (biolizemanyagok) termelésére. Genetikailag moédositott baktériumok apré biolizemekként
termelhetnek gyogyszereket, detergenseket, vagy akar mianyagot is.

A genetikai kutatas haszna mellett azonban felvet bizonyos kérdéseket is. Ezek kéz6tt vannak a gene-
tikai informacié személyes jellegére vonatkoz6 kérdések, az informaciokon alapuld diszkriminacio
lehetdsége is fennall. Ezen kivil, mivel a genetikai tesztek is magukban hordoznak egy minimalis
tévedési esélyt, a tesztek meghizhatésadga 100% alatt marad. Tovabbi kérdéseket vet fel a tesztek,
mint termékek piacra kerilése, az tzleti kérdés.

A reproduktivitas kérdése szerint bizonytalan, hogy a sziilék megértik-e a genetikai technoldgia korla-
tait és veszélyeit, ami alapjan helyes dontést hoznak az egyébként megbizhatd, de mégsem 100%-0s
eredmények ismeretében.

Klinikai irAnyelvek szerint a tesztek pontossagat és megbizhatdésagat ki kell értékelni, valamint az
egészségugyi dolgozdkat fel kell késziteni az Uj médszerek alkalmazéséara. Ezen kivdl itt is jelen van a
betegek szamara elérhetd és elegendd informacié kérdése, a helyes dontéshozatali képesség bizony-
talansaga.

Filozoéfiai kérdések is akadnak, az emberi felelésség, szabad akarat, genetikai determinizmus téma-
korében.

Végll, egészséget és kornyezet/természetvédelmet érinté problémak merilhetnek fel azt illetéen,
hogy a genetikailag médositott élelmiszerek biztonsdgosak-e az ember és a kdrnyezet szadméra.

Genetikai betegségek

A genetikai betegségek olyan rendellenességek, amelyek hatterében genetikai eltérések/mutaciok (is)
allnak. A velesziiletett rendellenességek sziiletéskor jelen vannak, masok az élet folyaman kés&bb
jelentkeznek (akar éregkorban, mint az Alzheimer-kér). Ha a betegség hatterében egy vagy tébb kro-
moszoma rendellenessége all, kromoszdmalis rendellenességrél beszéliink. Egyes betegségeket
tisztan genetikai tényez8k hataroznak meg, méasok a genetikai hattéren felil nem-genetikai trigger
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hatdséara alakulnak ki (multifaktoridlis betegségek). Egyetlen gén hibajara visszavezetheté rendelle-

s sz

sara fejez6dnek ki, in. poligénes betegségek.

A kromoszdmalis rendellenességeket az érintett kromoszéma, illetve a tiineteket okoz6 mutacio
természete alapjan osztalyozzuk. Ld. ,Kromoszémarendellenességek” fejezet.

1.

Az autoszomalis aneuploidia szindromék autoszomét érintenek, az adott kromoszéma a
normalistol (2) eltéré szamban van jelen, leggyakoribbak a kdvetkez6 triszomiak: Down-
szindroma (21. triszomia), Patau-szindréma (13. triszémia), Edwards-szindroma (18.
triszomia).

Az ivari kromoszomat érint6é aneuploidia szindromak alloszémat érintenek, amely
szambeli eltérést mutat. Az eltérés szarmazhat egy, a meidzis soran létrejové anyai
nondiszjunkciébdl. A Turner-szindrémas nék egyetlen X kromoszémaval rendelkeznek
(45,X), mig egy két X és egy Y kromoszémaval rendelkezd férfi Klinefelter-szindréméban
szenved (47, XXY).

Ivari kromoszomat érinté triploidia felel6s a tripla X szindroma tiineteiért (47, XXX).

A gyakori delécids szindromékat egy kromoszéma egy részének hidnya okozza, ami lét-
rejohet a meidzis soran egy hibas crossover nyoman. Az ilyen eltéréseket kariotipizalassal
lehet detektalni. Az 5. kromoszéma rovid karjanak részleges deléciéja okozza a Cri-du-chat
tlinetegyuttest (macskanyavogasos betegség).

A mikrodelécios szindromaékat olyan révid kromoszomalis deléciok okozzak, amelyek
kariotipizalassal nem detektalhaték, vizualizalhatéak azonban FISH technikaval (Fluoresz-
cens In Situ Hibridizacid). Angelman-szindrémaban az anyai eredetli 15. kromoszéma gén-
jeinek delécidja vagy inaktivacidja okozza a tlineteket, mig az apai eredetl képia az
imprinting miatt csendesités alatt all. Prader-Willi szindroméban hasonléan az apai eredeti
gén hianyzik, és anyai imprinting figyelheté meg.

Triplet repeat expanzié esetében instabil bazisharmas ismétlédés figyelheté meg. A je-
lenség all a Huntington-kér hatterében, ha a triplet ismétlédések szama 35 folotti. Az ab-
normalis HTT protein okozza a tuneteket. Fragilis X szindroma esetében, egy 200 feletti

csendesitve. A géntermék a normalis idegi fejlédéshez elengedhetetlen.

A monogénes (Mendeli) 6roklodésii betegségeket egyetlen génben fellépd mutacié okozza. Rész-
letekért Id. a “Monogénes (Mendeli) 6rokl6dés” c. fejezetet.

1.

Autoszomalis dominans oroklédésl betegségek: A heterozigétak is érintettek (betegek),
vagyis mar egyetlen mutans allél is tlineti megjelenéshez vezet. PI. achondroplasia, Hun-
tington-kér, Marfan-szindroma.

Autoszomalis recessziv 6roklédési betegségek: Csak homozigétak lesznek érintettek, a
tiineti megjelenéshez két mutans allél szikséges. Pl. alkaptonuria, cisztas fibrozis. Ha
mindkét allél mutans, de a két mutacio kiilonbozik, az egyedet dsszetett heterozigétanak
nevezzik: mint példaul a b-thalassemia bizonyos eseteiben. Ha egy egyén két mutaciot
hodoz kilonb6zé I6kuszokon, dupla heterozigétanak nevezzik.

X-kapcsolt recessziv 6roklédésl betegségek hatterében egy X-kromoszéman talalhaté
gén mutécioja all. Tébbségében kizarélag férfiakat érintenek ezek a betegségek, egy néi
vonalon keresztil, pl. Duchenne-izondisztrofia, hemofilia (vérzékenység), Voros-zold szin-
tévesztés.
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Poligénes oroklodés, komplex betegségek: Nem csak egyetlen gén felelés a betegség megjelené-
séért. Sokszor szamos gén (poligénes), vagy akar kornyezeti tényezdk (komplex) egylittes hatasara
alakul ki a betegség. Ld. a ,Poligénes oroklédés, komplex betegségek” fejezetet. Néhany példa az
Alzheimer-kor, Diabétesz mellitusz, magas vérnyomas.

Mitokondrialis 6roklédés alatt olyan atipikus mendeli 6réklédésmintazatot értliink, ami megfigyelhet6
olyan betegségeknél amiket mitokondridlis génmutéacidé okoz. Ezeket a betegségeket tisztan anyai
(maternalis) 6roklédésmintazat jellemzi, mint pl. a Leber-féle 6rokl6dé optikus neuropatia (LHON)
esetében megfigyelhetd. A mitokondridlis 0©roklédést Id. a “Mitokondrialis 06roklédés”, és a
~Mitokondriumok” fejezetben.

Mutéciok

A mutacié a DNS szerkezeti valtozasa, ami a leanysejtekbe tovabboroklédik. Az érintett sejtek ara-
nyanak figgvényében megklldnboztetiink szomatikus és csiravonal mutacidkat. A csiravonal muta-
ciok ivarsejtekben jonnek létre, igy a megtermékenyités utan a teljes utddszervezet hordozza a muta-
cioét. Szomatikus mutacio egy szervezet egyedfejlédése soran alakul ki egyetlen sejtben, igy csak a
sejtek egy része hordozza azt.

A mutéaciok csoportositasa szerkezeti vagy funkcionalis alapon tdrténhet.
Szerkezeti csoportositas:
1. Kromoszéma mutaciék: egy kromoszoma részének vagy egészének megvaltozasa
2. Génmutaciok: a genomialis DNS rovid szakaszdnak megvéltozasa
a) Pontmutacié = nukleotid szubsztiticio: egyetlen nukleotid megvaltozasa

A szubsztiticié tipusa alapjan tovabb csoportosithaté:
(1) Tranzicié: purin>purin (A>G vagy G>A) valtozas, vagy pirimidin—>pirimidin
(C>Tvagy T=>C)
(2) Transzverzio: purin—> pirimidin, vagy pirimidin—=>purin valtozas

A fehérjetermékre kifejtett hatasa alapjan tovabb csoportositva:
(2) Silent (csendes) mutacié: a kédolt aminosav nem valtozik (a genetikai kéd dege-
neralt)
(2) Missense mutéacio: aminosav-valtozast okoz
(a) Konzervativ: nincs hatasa a fehérje funkcidjara
(b) Non-konzervativ: a fehérje mikddése valtozik (pl. A>T sarlosejtes vérsze-
génységet okoz Glu—>Val szubsztiticio)
(3) Nonsense mutéacio: Uj STOP kodon jon Iétre, korai terminéaciét okozva
(4) Szabalyozasi mutacié = transzkripcios mutacié: regulaciés szakaszt érinté muta-
cio, ami megvaltozott mMRNS atirast okoz
(5) RNS processing mutacio: az mRNS processzalast érinté mutacié (splicing, 5'-
sapkaképzddés vagy 3’ poliadenilacio)
(a) A splicing hely mutécidi egy intron elején vagy végén jelenhetnek meg, exon
skipping (exon delécid) jon létre (a splice acceptor szakasz mutaciéja)
(b) Kriptikus splicing hely aktivalédas torténhet egy egyébként csndesitett splicing
hely mutaciéja révén, rovidilt exont eredményezve
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b) Delécid/inszercio: tdbb nukleotid hiany/tébblet, ide tartozik a duplikacio is.

(1) Kis delécidk/inszerciok: néhany nukleotid torlédése/inszercidja, eredhet “csuszasbodl’
(slippage): Replikacié soran mispairing (hibas bazisparosodas) torténik a komple-
menter szalak kozott.

(a) Frameshift (keret-eltolddasi) mutacio: A torlédott/inszertalt nukleotidok szama
nem 3-al oszthat6, a mutacié megzavarja a leolvasasi keretet, révidilt fehérje-
terméket eredményezve.

(b) In-frame (keretmegtartd) mutacio: A mutalédott nukleotidok szama 3 t6bbszoro-
se, a leolvasasi keret tehéat sértetlen marad.

(2) Nagy deléciok/inszerciok: 22 bp - 10 Mb fragment hosszUsagu szakasz kiesé-
selinszerci6ja. Az ennél nagyobb mutéciok fénymikroszkdppal vizsgalhatok, azokat

a kromoszomamutéciok kozé soroljuk.

(a) Egyenlétlen crossing-over: Ha kozeli homoldgiaval rendelkezd kdzeli szakaszok
kozott hibas kapcesolddas jon létre, az ezek k6zotti egyenlbtlen atkeresztez6dés
az egyik kromatidan deléciét, a masikon duplikaciot okoz.

(b) Retrotranszpozicio: Ritkan, a nagy inszercidkat olyan “ugralé” genetikai elemek
hozzak létre, mint a SINES vagy a LINES (short és long interspersed
sequences), amik egyik genomi szakaszrol (delécid) a masikra helyezének at
(inszercio).

(3) Instabil triplet repeat expanzidk: Bazisharmas ismétlédések szamanak egy kritikus
hatar folé novekedése okozhat génszupressziét (Fragilis X szindréma), vagy hibas
fehérje termeléshez vezethet (Huntington-kor).

Funkcionalis csoportositas:

1. Funkciovesztés: Loss-of-function (LOF). A géntermék mennyisége vagy aktivitasa csok-
kent. Autoszomalis recessziv 6roklédési allapotok esetében a heterozigéta hordoz6 egés-
zséges, mivel a normal géntermék 50%-a elegend® a normal funkcié betoltéséhez.
Autoszomalis dominans esetben a normal géntermék 50%-a nem elegendé a feladat betdl-
téséhez, ezt a jelenséget nevezzilk haploinszufficiencidnak.

2. Funkcidnyerés: Gain-of-function (GOF). A mutacié eredményeképpen a géntermék aktivi-
tdsa vagy mennyisége megnovekedett, vagy a géntermék (j funkcidja jelenik meg. Tipiku-
san a Huntington-kér hatterében dominans 6roklédési funkcidnyeréses mutacio.

3. Dominans negativ hatas: A mutans allél terméke interferal a normal allél termékével, végs6
soron cstkkentve a fehérje hatékonysagat.
Szakkifejezések, amiket érdemes tudni genetika tanulasakor

Mozaikossag (mozaicizmus): Az olyan egyént/egyedet, ami tobb, genetikailag kiilonb6zé sejtvonalbdl
all, mozaiknak nevezzik. A sejtvonalak mutacidja a korai egyedfejlédés soran alakult ki. A szervezet
sejtjeinek egyik része tehat kilénbdzd genommal rendelkezik.

Genomialis imprinting (bevés6dés): génexpresszids kilonbségek a szUléi eredet alapjan.
Epigenetikai hatas: Olyan génexpresszios eltérés, amelyet nem mutacié okoz.
Homozigéta: olyan egyén, aki a két homolégon azonos alléleket hordoz.

Heterozigdta: olyan egyén, aki a két homoldgon kilénbdzd allélekkel rendelkezik.
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Osszetett heterozigéta: olyan egyén, aki két killénbdzd mutans allélt hordoz a homoldgokon. Gyakori
cisztas fibrézisban és b-thalassemia esetében.

Hemizig6ta: olyan egyén, aki egyetlen alléllel rendelkezik (vagy érthetjiik kromoszémara is — tipikusan
féfiakban).

Pleiotropia: Egy gén tobb olyan jellegre van hatassal, amelyek latszdlag egymastdl fliggetlenek. Pél-
daul fenilketonuriaban (PKU), amit a fenilalanin hidroxildz génjének mutaciéja okoz, jellemzdk mind
mentalis tlinetek, mind pigmentacids és testmagassag-beli eltérések.

23.2. KROMOSZOMA RENDELLENESSEGEK

A kromoszoma mutaciok a kromoszomakon létrejové valtozasok. A valtozasokat gyakran a meidzis
soran kialakult problémak, vagy mutagének idézik el (pl.: vegyszerek, sugarzas). Kromoszéma muta-
ciok okozhatnak eltérést a kromoszémak szaméban és a kromoszémak strukturajaban. A valtoza-
sok hatasa az egyénre gyakran megjésolhatatlan.

A lejjebb sorolt kromoszéma mutacidkat a citogenetika eszkdztaraval vizsgaljuk (lasd ,Specialis mod-
szerek a genetikaban” fejezet.)

Kromoszoma rendellenességek csoportositasa

Csoportosithatjuk 6ket a valtozas természete szerint: igy lehetnek szambeli eltérések
(aneuploidiak), vagy a kromoszéma strukturdlis eltérései. Csoportosithatjuk 6ket aszerint is, hogy
mely kromoszomaékat érintik, ez alapjan megkilonboztetink szex kromoszéomat érinté és
autoszomat érinté abnormalitdsokat.

A kromoszoma rendellenességek lehetnek oroklottek, vagy kialakulhatnak ,de novo”. Egészséges
szll6k is tovabborokithetnek betegségeket, példaul triszémiat kialakithat egy teljesen egészséges
szul6 transzlokacidja.

A fejlédés soran létrejott kromoszéma rendellenességek tdbbsége mar a petesejtben, vagy a spermi-
umban jelen van. Néhany abnormalitds azonban csak a megtermékenyitést kévetdéen alakul ki, igy
mozaicizmust eredményez, ahol a sejtek egy része tartalmazni fogja a valtozast, mig masok nem.

A kromoszéma rendellenességek rizikdja az anya életkoraval né. A jelenség magyarazhatd azzal a
ténnyel, hogy a nék petesejtjeikkel egyutt sziiletnek, igy egy 30 éves n6 30 éves petesejtekkel rendel-
kezik. A genetikai mutaciok és problémak felhalmozédhatnak az évek soran. Az anya életkora mellett
a kornyezeti tényezo6k fontosak még, mint a sugarzds és a kémiai mutagén agensek. Vannak tanul-
manyok, amik az apa életkoraval is dsszefliggést mutatnak, azonban ennek joval kisebb hatdsa van a
rizikbfaktorokra.
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Mas kromoszéma-

Down szindréma :
rendellenesség

Az anya életkora

rizikoja rizikoja
20 0,060% 0,190%
22 0,070% 0,200%
24 0,080% 0,210%
26 0,085% 0,210%
28 0,095% 0,230%
30 0,105% 0,260%
32 0,130% 0,310%
34 0,200% 0,420%
36 0,340% 0,641%
38 0,571% 0,980%
40 0,943% 1,515%
42 1,563% 2,381%
44 2,632% 3,846%
46 4,348% 6,250%
48 7,143% 10,000%

Az adatok forrasa: Hook EB: Rates of chromosome abnormalities at different matemal ages. Obsttetrics and Gynecology 58:282-285,
1981; and Hook EB, Cross PK, Schreinemachers DM: Chromosomal abnormality rates at amniocentesis and in live-born infants. Journal of
the American Medical Association 249(15):2003-2038, 1983.

Szambeli eltérések: aneuploididk
Aneuploidia: eltérés a normal kromoszéma szamtol

Ha szeretnénk leirni a kromoszémaszamot, a ,ploidia” szoval képziink dsszetételt. Ez a sz6 meghata-
rozza, hany méasolatban taldlhatok a kromoszémak az adott sejtekben. Emberben az ettdl valo eltérés
sulyos betegségeket okozhat, vagy letdlis lehet. Ezzel szemben ismeriink tébb olyan organizmust, ami
képes kulonbdz8 ploid allapotokban élni (féleg ndvények és rovarok) és ismeriink néhany hasznos
aneuplodiat is a természetben.

Poliploidia: 2, vagy tébb masolat a kromoszéma szettbdl.

Szamos hasznos poliploid organizmust lathatunk a kérnyezetiinkben: tébb termesztett névényink
poliploid. (A triploid gérdgdinnye magnélkiili, a boltban kaphaté bananok triploidok, a perzsa lime
triploid, az eper lehet tetraploid, de akéar oktaploid is. Tébb példaért lasd elbadas diak!)

A monoszémia egy kromoszoma hianyét jelenti az emberben (1 példany egy kromoszémabdl). Az
emberben egyedil az X kromoszoma hianya 6sszeegyeztethetd az élettel (Turner szindréma); de
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részleges monoszémiakat=delécids szindromakat ismeriink autoszomak esetén is. (Ekkor csak a
kromoszoma egy része van jelen egyetlen példanyban.)

A delécios szindrémak tlineteit a haploinszufficiencia, vagy haploid elégtelenség jelensége alakitja ki,
mely jelenség azt mondja ki, hogy egy gén egyetlen példanya nem képes kialakitani a vad fenotipust.

Néhany fontos delécids szindroma:

= 1g21.1 deléciés szindroma=TAR szindroma
= Wolf-Hirschhorn szindréma

= Cridu chat

= Williams szindréma

= Jacobsen szindroma

= Miller—Dieker szindréma

= DiGeorge szindroma

(T6bb résziletért lasd elbadas dia.)
Triszémia: 3 képia egy adott kromoszémabal

Altalaban a triszémia azt jelenti, hogy egy adott kromoszémabdl 3 masolat talalhaté a sejtben. Azon-
ban vannak mas olyan jelenségek is, amik kialakithatnak triszémias tiinetetek, igy ide soroljuk azokat
a koérképeket is, amikor a kromoszémanak csak egy darabja van jelen 3 masolatban.

llyen médon a triszomia 3 tipusat tudjuk leirni, 3 olyan jelenséget, ami triszémiés tlineteket hoz létre:
teljes triszémia, mozaikos triszOmia és transzlokaciés triszémia. A teljes triszomia esetén a sejtekben
egy extra kromoszéma talalhaté meg. A mozaikos forma esetén a szervezet sejtjeinek egy része fog
csak tartalmazni egy extra kromoszémat. A transzlokacids forma soran a kromoszémanak csupan egy
része talalhatdé meg 3 masolatban. A tlnetek és azok erb6ssége kilénbdzé az érintett szer-
vek/szovetek/testrészek, illetve az érintett kromoszémarész és mennyiség szerint.

Néhany fontos triszomia:

= Down szindroma

= Edwards szindréma

= Patau szindréma

= 9-es triszOmia

= 8-as triszdmia=Warkany szindroma
= 22-es triszOmia=Cat eye szindroma
= 16-0s triszémia

(T6bb részletért lasd az elbadas diakat..)

Tetra- és pentaszémiak nagyon ritkdk autoszémak esetén az emberben; de szex kromoszémaknal
leirtak mar példakat XXXX, XXYY, s6t XXXXX, XXXXY és XYYYY kromoszémaszerelvényekre is.

Aneuploidiak okai:

= Nondiszjunkcio
= Anafazis késés
= Endoreplikacid/endoreduplikacio

A nondiszjunkcié egy olyan folyamat, ahol a testvér kromatidak, vagy homol6g kromoszémak nem
valnak el egymastdl a sejtosztddas soran. Az oka lehet egy random hiba, a huzéfonalak képzédésé-
nek hibaja, vagy mas probléma (indukalhatjuk mesterségesen kolhicinnel).
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A nondiszjunkcié helye szerint eltéré utddsejtek keletkezhetnek.

Nondiszjunkcio Nondiszjunkcié
a meiozis Il soran a meiozis | soran

L@\N Meiozis | :/@\1
@\ @u Meiozis I z@l

BRAQ= QAR

Nondiszjunkcié tébb mddon térténhet: ha az ellenérz8pont gyengil, az eredményezhet problémat a
kromoszomak szétvalasaban. A helytelen kétdédés, vagy orsék ugyancsak okozhatnak nondiszjunkciét
(merotelikus kétédés, monopolaris, vagy multipolaris orsék).

A merotelikus kétédés azt jelenti, hogy az egyik kinetochore tébb mitotikus orséhoz is kapcsolddik
(tébb pdélushoz).

Multipoléris orsoé: tébb mint 2 pélus képz&édik az orsokbol.

Monopolaris orsé: egyetlen polus formalddik. Ennek eredményeképpen egyetlen leanysejt képzddik
megdupléazott kromoszémaszammal.

Merotelikus kot6dés  Monopolaris ors6  Multipolaris orsé

i S | 72 4
R -;*-\.

Az anafézis késés az a folyamat, amely sordn a kromoszomék vandorldsa lelassul az anafazisban,
ennek eredményeképpen kromoszémak zarédhatnak ki a keletkezé lednysejtekbdl.

Az endoreplikacio a DNS tartalom replikaciojat jelenti (az S fazis alatt) citokinézis (a sejtek elvalasa)
nélkdl.

A nem megfelel6 elvalas mikronukleousz képz6déséhez vezethet: mely soran a genetikai anyag egy
része kizarédva a magbdl egy Uj magot formal.

Mozaicizmus

A mozaik, vagy mozaicizmus a genetikaban azt jelenti, hogy egy egyetlen megtermékenyitett pete-
sejtbdl kifejlédott szervezet kettd, vagy tobb genotipussal rendelkezik. (A mozaicizmus nem
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kimérizmus, ahol a 2, vagy tobb genotipus tobb megtermékenyitett zigéta faziojabdl onlétre az embri-
onalis fejl6dés korai szakaszaban.)

Mozaicizmus tdbb mddon is kialakulhat, példaul megjelenik egy Uj mutacio egy sejtben és a fejlédés
soran elterjed. Nondiszjunkcié is kialakulhat a megtermékenyitést kovetben, igy létrehozva

mozaicizmust.
Strukturélis abnormalitasok
Deléci6: a kromoszéma egy részének delécidja, vagy eltlinése

Csoportosithatjuk a delécidkat helyiik és méretik szerint:

Helyiik szerint megkilénboztetiink intersticidlis és terminalis deléciokat, mig méretiik szerint beszélhe-
tink intragenikus és multigenikus mutaciokrol

A B C D E F G H

VRN

C D E F G H A B E F G H

Terminalis delécio  Intersticialis delécia
Néhany delécié kapcsolatba hozhatdé tumorok képz&désével: neurpblasztoma specifikus eseteiben,
melanémaban és tidd kissejtes karcindma soran (lasd elbadas diak).

Delécié kialakulhat tdérés és Ujraegyesllés soran, transzlokacié soran bekdvetkezd elveszéssel,
crossing over soran kromoszomalis inverzidban, vagy egyenlétlen crossing over soran.

A kromoszémalis inverzibk megnehezitik a crossing overt, a keletkezé Uj szélak 0j variacidkat fognak
tartalmazni, lasd lejjebb. (Az inverzidk duplikacidkat és delécidkat hoznak létre a crossing over sorén.)

@Pérosndés

) Ei CD; Inverzids hurok

A 7]
@ 2 . .
2 8.0 Mormal termék
A B € D A A P . P
— ——— o Duplikacic (&) és delécia (D)
B C A
DB _C D L B S B puplikacié (D) és delécis (A)
—_ar———
OB C A . .
bB CA ———— |nverzids termék

Deléciok egyenl6tlen crossing overek soran is 1étrejohetnek, ahol a homolég szekvenciak nem megfe-
leléen allnak parba.
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Hibas parosodas

duplikdcidk és delécidk

ABCDDETF_ &
Oo—

o—
A BCDEF &

Duplikacio: A kromoszéma egy darabjanak megkett6z6dése (extra genetikai anyag).
Kétféle duplikaciét ismeriink az (j genetikai anyag irdnya szerint: tandem és reverz duplikaciokat.

ABCBCDE F ABCCBDE_F
O— O—

Tandem duplikacié Reverz duplikacio

Duplikaciok keletkezhetnek a feljebb ismertetett mdédon egyenlétlen crossing overek soran, vagy
kromoszomadlis inverzidkban létrejové crossing overek soran.

Inverziék: a kromoszéma egy része kihasad, majd forditott irAnyban visszaépul eredeti helyére.

A torés helye alapjan 2 tipusat kilénitjik el. Ha az inverzié a centrimeren kivil esik, akkor azt
paracentrikus inverzidnak nevezzik, ha az inverzidban a centromer is érintett, akkor pericentrikusnak.

Inverziok

Paracentrikus Pericentrikus
A _BICDEFG A BCDEEFSG
—O0— 1 —|-C o |
A BEDCFG aAb c B_|lEFG
—o—

-

Ahogy az kordbban bemutatasra kerilt, az inverziék tovabbi mas kromoszémalis atrendezddést valt-
hatnak ki crossing over soran.

Gyiirii képzdédés: A kromoszéma egy darabja kitorik, majd gylrtvé zarodik. A gylriképz6édés soran
altalaban mindkét vég elveszik, de eléfordulhat csupan az egyik vég elveszése is. Gylri kromoszo-
mak szinte az 6sszes kromoszémabdl képz&dhetnek, |étrejéttiik még dsszeegyeztethetd lehet az élet-
tel. Egy emiatt kialakul6 betegség tiinetei attél fliggnek, mekkora rész veszett el a rkomoszoémabdl.
Sok esetben csak nagyon enyhe problémakat okoznak.
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Izokromoszomak: olyan kromoszémak, amik elveszitették egyik karjukat, majd a hianyt a megmaradt
kar masolata poétolta, igy az eredmény egy kromoszéma 2 teljesen egyforma karral. Az
izokromoszémaknak szerepulk van specialis tumorok, vagy akar Turner szindroma kialakitadsaban is.

Transzlokacid: a kromoszéma egy darabja athelyezédik egy masik kromoszémara.
Kétféle transzlokécios formét kilonbdztetiink meg:

Reciprok tanszlokaciot: ami 2 kromoszéma kozti genetikai anyag cseréjét jelenti (kdlcsonos).

Robertsoni transzlokaciét: ami akkor alakul ki, ha 2 kromoszéma flizional a centromernél, igy létre-
hozva transzlokéaciot. Csak bizonyos kromoszomak (akrocentrikus kromoszémak) képesek részt venni
ebben a folyamatban — emberekben a 13, 14, 15, 21 és 22-es kromoszémak. A robertsoni transzloka-
ciok hordozoi egészségesek, azonban gyerekeik kiléonb6z6 aneuploidiakat 6rokdlhetnek, mivel ezek a
kromoszomak nem képesek elvalni egymastdl a petesejt, vagy a spermium képzédése soran.

A transzlok&ci6 soran gének sérilhetnek a térések mentén. Tébb tanulmany ramutatott, hogy bizo-
nyos transzlokacioknak szerepiik van kiilénb6zé tumorok képzésében. (/asd el6adas didk)

A kromoszomalis atrendez6dések lehetnek kiegyensulyozottak, amennyiben a valtozas érinti a gé-
nek sorrendjét, vagy helyét, de nem torténik valtozas a genetikai anyag mennyiségében (delécid, vagy
duplikacié). Ha az atrendez6dés megvaltoztatjia a gének/DNS mennyiségét, kiegyensulyozatlan at-
rendez6édésrél beszéllnk.

Kiegyensulyozott transzlokaciok normal fenotipust alakithatnak ki a hordozé szilékben, azonban a
szUl6k genetikai hianyt, vagy extra genetikai anyagot 6rdkithetnek tovabb a gyerekeikbe, ezzel
triszdmias, vagy delécios szindromakat okozva (/asd elbadas dia).

Evlicio — kromoszoma szint

Az egér és az ember kromoszémszerelvénye egymasba atépithetd delécidk, inverziok, transzlokaciok
segitségével, mintha csak leg6znank (/asd el6adas dia) és ez igaz minden eml&s élélényre (természe-
tesen, csak ha attekintéen, kromoszéma szinten nézzik). Példaul a legnagyobb kilénbség az human
és csimpanz kromoszOmaszerelvénye kozott egy kromoszomafiizid, ami benniink emberekben jott
létre.
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Csimpanz
2A kromoszéma
-l 2B kromoszéma
A =

. fuse
Human @

-l 2. kromoszoma
VAR

rejtett centromer  fzis helye

23.3. IVARI KROMOSZOMAK

Az X és Y kromoszomak (Un. alloszdmak) a szomatikus kromoszémakkal (autoszomak) ellentétben
kilénboznek egymastol. Szerepik fontos az emlésdk és madarak bioldgiai nemének meghatarozasa-
ban.

Y kromoszéma

Az X kromoszéma mellett talalhaté masik ivari kromoszéma (alloszéma). Mérete joval kisebb a X kro-
moszémanal (59 millié bazispar). Korilbelll 200 gént tartalmaz, melyek 72 fehérjét kédolnak. A leg-
gyorsabban mutalédé kromoszéma. Emberben (és a legtébb eml&sben) az Y kromoszéma jelenléte
vagy hianya hatarozza meg a biolégiai nemet (lasd biolégiai nem kialakulasa). Patrilinearis 6roklédé-
s(i, az apa orokiti a fiura.

X kromoszéma

Az X kromoszéma korilbelll 153 millié bazispar alkotja, nagyjabol 2000 gén talalhato rajta. Néknél két
X kromoszdma talalhat6 a testi sejtekben, ezekbdl egyrél alig térténik transzkripcio (lasd X kromoszé-
ma inaktivacio). A férfi testi sejtek egyetlen X kromoszémat tartalmaznak, mely anyai oroklédés.

Pszeudoautoszémalis régiok

Az X és az Y kromoszdma valdszinlileg egy par autoszomabdl alakult ki. Az Y kromoszéma evoldcioja
soran azonban annyira megvaltozott, hogy a két ivari kromoszéma kozott gyakorlatilag nem jatszodik
le rekombinaci6. Kivétel ez al6l a telomér régidhoz kdzel megtalalhaté pszeudoautoszomalis szaka-
szok (pseudoautosomal region, PAR). Ezek a homolég szakaszok megtalalhatéak a Y és és az Y
kromoszoéman is. Lehetévé teszik a mitdzis soran az ivari kromoszomak parba allasat és szegregacio-
jat.

Ivart meghatasozé X-Y rendszer

Az ember biologiai nemét az Y kromoszoma jelenléte vagy hianya fogja elddnteni. A kulcs az SRY
(sex-determining region Y) gén altal kédolt TDF (testis-determining factor) transzkripcios faktor, ami
tovabbi transzkripcios faktorok aktivitasat szabalyozza. A TDF hatdséara a differencialatlan gonad sejt-
jei Sertolli sejtekké alakulnak.
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X kromoszdéma inaktivacio

Mivel a férfi sejtekkel ellentétben a ndi sejtek két X kromoszomat tartalmaznak, déziskompenzaciéd
szilkséges. Emberi sejtekben ezt a folyamatot X kromoszéma inaktivacionak nevezziik. A folyamat
eredményeképpen a sejtben az egyik, véletlenszeriien kivalasztott X kromoszémarél valé transzkrip-
ci6 gyakorlatilag megsziinik (lasd el6éadas: teknéctarka macska foltjai).

Az egyik X kromoszémardél nagy mennyiségben atirodik egy hosszd, nem kodolé RNS (Xist). Ez az
RNS molekula szorosan beburkolja az adott X kromoszémat, ezzel az inaktivalodik (Xi), mig a masik
kromoszoma transzkripcio szempontjabdl aktiv marad (Xa).

Az inaktivalt kromoszéma erdésen kondenzalt heterokromatint alkot, ami a sejtmaghartydhoz tapad.
Ezek a kondenzalédott, in. Barr testecskék mikroszképpal konnyem megfigyelhetéek, ezért sokaig a
Barr testek detektalasan alapult a biol6giai nem megallapitasa (Iasd el6adas: Olimpiak és nemek).

A pszeudoautoszomalis régié mindkét X kromoszéman aktiv marad.

Az ivari kromoszomak zavara
Ivari kromoszémak szambeli eltérése

Mint azt korabban lathattuk, egy kromoszéma elvesztése vagy nyerése altalaban katasztrofalis hatas-
sal van a sejtre. Automszomak esetében kevés kivételtdl eltekintve (pl. Down koér, rakos sejtek) ezek a
sejtek életképtelenek. Ivari kromoszomak esetében azonban tobb aneuploiditasra visszavezethetd
szindroma is ismert:

Klinefelter szindréma (XXY): Az érintett férfiak sejtjeiben talalhaté egy szamon fellli X kromoszéma.
Tilnetek: altalaban magas termet, néies jellegek, ritkas testszérzet, a férfi nemi hormonok alacsony
szintje, terméketlenség.

Turner szindroma (X0): Az érintett n6kben az egyik X kromoszoma (és ezaltal a Barr testecske) is
hianyzik. Tlnetek: alacsony termet, alacsony tarkétaji hajvonal, kétoldali nyakredd, széles mellkas,
vastag kezek és labak. Tovabbi problémak: tanulasi nehézség és fejletlen petefészkek. Utdbbi okoz-
hat menstruaciés zavarokat vagy akar medd&séget is.

Tripla X szindroma (XXX): X triszémia. Az érintettek magasabbak lehetnek az atlagnal, de mas jelleg-
zetes kiilsé tlinetrél nem beszélhetlnk. Eléfordulhat még ciklus zavar, korai menopauza.

XYY szindréma: A hordoz6 férfiak sejtjeiben szamon feliili Y kromoszéma taldlhaté. Jellegzetes fizikai
tiinetei nincsenek, bizonyos esetekben eléfordulhatnak tanulasi nehézségek.

Az utdbbi két szindrdma nem is valédi szindréma, hanem allapot, mert az érintettek fenotipusa norma-
lis.

Ivari kromoszéman 6roklédé genetikai betegségek

Y kromoszémahoz kapcsol genetikai betegségek

Mivel az Y kromoszéman nincsenek vitalis gének, ezért sulyos betegségeket okozé mutacidkat sem
hordoz ez a kromoszéma. (Kivétel: SRY mutaciodi, lasd eléadas)

X kromoszémahoz kapcsolt genetikai betegségek

Lasd: Genetikai betegségek fejezet
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23.4. MENDELI (MONOGENES) OROKLODES

Tobb mint 12000 olyan human jelleget és rendellenességet ismertnk, melyek egyetlen génhiba kovet-
kezményeként alakultak ki. A XIX. szazad végén Gregor Mendel hatalmas, 8-éves vizsgalatsorozatot
vitt véghez, amelyben kiilonb6z6 névények 6roklédési mintazatait figyelte meg. Az 8 eredményei ve-
zettek az oroklédés alapvetd torvényeinek megalkotasahoz. A szegregacié torvénye kimondja, hogy
az egyed jellegeit meghataroz6 két génje kézil csak egyet 6rokit at utdédjaba. A fiiggetlen 6réklédés
torvénye szerint a kilonb6z6 gének kopiai egymastol fliggetleniil 6rokiédnek. A “Mendeli” kifejezést az
egygénes oroklédésre alkalmazzuk, a cseh tudés munkajanak tisztelegve.

Nevezéktan

Az autoszomadlis gének az autoszémakon talalhatd gének (vagyis nem ivari kromoszémakon). Az
autoszémak esetében a kromoszomék parban vannak, vagyis a gének (illetve azok kopidi) parokban
vannak. Az X-csatolt vagy Y-csatolt gének ivari vagy szexkromoszémakon talalhatok (alloszomak).

A genotipus a genetikai 0sszetételre utal, mig a fenotipus az egyeden észlelhet6 jelleget jelenti.
A lékusz a génnek a kromoszéman elfoglalt poziciéja. Az allélek egy adott gén alternativ formai.

Heterozig6ta egyedben adott I6kuszon kilénbozd allélek talalhaték, mig a homozigéta adott
I6kuszon azonos alléllel rendelkezik.

A heterogenitas a diverzitas szinonimaja, l6kusz heterogenitds esetén a kérdéses jelleget kulonbo-
z6 l6kuszok génjeiben fennalld6 mutacié okozhatja, mig az allélikus heterogenitas tobb kulénb6z6,
ugyanazon lokuszt érint mutacio altal 1étrejétt jelleget jelez.

Dominéns fenotipus az olyan jelleg, amelyet egyetlen abnormalis génkdpia eredményez. A recessziv
fenotipus megjelenéséhez szilkkséges mindkét képia mutans jellege.

A csaladfa-analizis technikdjat genetikai tanacsadasokon alkalmazzdk. Az érintett egyén(ek)
csalafijanak elemzése segit a betegség oroklédési mintazatanak megallapitasaban.

Autoszomalis dominans oroklodés

Egy gén egyik képiajanak hibaja elegend6 a betegség megjelenéséhez, vagyis az egyén egyetlen
mutans koépiaval is érintett lesz az adott betegségben (a masik képia normal is lehet). Az érintett
egyének gyermekei 50% eséllyel 6roklik a mutans allélt. Mivel a mutans képiat 6roklé utédban megje-
lenik a betegség, a teljes esély a betegség tovabborokitésére 50%. Az autoszomalis dominans 6rok-
I6dés jellegzetességei:

= A heterozig6tak érintettek (a homozigoték is).

= Mindkét nem érintett, és ugyanugy tovabbdrokiti a jelleget barmilyen nemi utdédaiba.
= Az érintett egyén utédainak az esélye a jelleg 6roklésére 50%.

= Ajelleg (betegség) végigkovethetd a csaladon, vagyis vertikalis orokléodést mutat.

Példak autoszomalis dominans Oroklédést mutatdé betegségekre:  Huntington-betegség,
retinoblastoma, familiaris hypercholesterolemia, Marfan-szindréma.

Valtozo expresszivitas (kifejez6dés)

Egyes autoszomalis dominans betegségekre jellemzd, hogy a betegség sulyossagi foka valtozik az
érintett csaladon belill. Ez azt jelenti, hogy a tlinetek sllyossaga nem azonos minden érintett sze-
mélynél. Példaul az 1. tipust neurofibromatosisos csaladban egyarant vannak enyhe tlinetekkel,
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gyermekkori pigmentalt 6rfelliletekkel (café-au-lait foltokkal) rendelkez6 betegek, de mas érintetteknél
el6fordulnak olyan tlinetekkel rendelkezé csaladtagok is, mint a scoliosis vagy akar a terméketlenség.

Csokkent penetrancia

El6fordul, hogy egy autoszomalis dominans 6roklédési betegség csaladfaja egyes generacidkban
nem tartalmaz érintett egyéneket. Ezt a jelenséget non-penetrancidnak nevezziik. A penetrancia a
tineteket mutatd heterozigétak aranya (1 ardnyaban vagy szézalékban kifejezve). A retinoblasztéma
esetében pl. a penetrancia értéke 90%-o0s.

Homozigdcia

Autoszomalis dominans rendellenességek esetében ritkhn homozigétak is megjelenhetnek, akik tiine-
tei sllyosabbak, mint az szokdsosan, heterozigétaknal lathat6. Erre példa lehet a korai
koronariabetegség egy, a familialis hipercholesterolaemiara homozigéta egyén esetében. Heterozigo-
tak hazassaga az utéd homozigdcidjat okozhatja. Kivételként a Huntington-betegség emlithetd,
amelynél a homozigétak tiinetei nem sulyosabbak a heterozigétaknal latott tiineteknél.

Kodominancia

Ha két allél egyforman expresszalédik, kodominansnak nevezzik &ket. Példaul az ABO vércsoport
oroklédésénél egy AB vércsoportu utédban az A és B fenotipusok egyforman kifejezé6dnek (és mind-
két allél dominans a 0 f6lott).

Autoszomalis recessziv oroklodés

Az olyan jelleget vagy rendellenességet, amely csak akkor fejezddik ki, ha az egyén homozigéta geno-
tipussal rendelkezik (azaz két mutans allélja van), autoszomalis recesszivnek nevezzik. Mindkét allélt
egy heterozigota (hordozod) szil6tél 6rokolte az utdd. Ha két heterozigdta hordozénak gyermeke sziile-
tik, atlagosan 50%-uk hordozo, 25%-uk egészséges homozigéta, 25%-uk pedig érintett homozigota
lesz. Az autoszomalis recessziv 6roklédés jellegzetességei:

= Csak a homozig6tak érintettek (és az dsszetett heterozigotak — Id. lejjebb), a heterozig6tak
pedig hordozdk.

= Mindkét nem érintett.

= Horizontalis 6roklédési mintdzat: egy testvérk6zosség tagjai érintettek.

= Heterozigétadk hazassaga esetén a testvér érintettségének esélye 25%.

= Heterozigotdk hdzassaga esetén egy tervezett testvér esélye arra, hogy hordozo6 legyen
50%, mig az egészséges meglévd testvér esélye arra, hogy hordozo, 67%.

Szamos betegség mutat autoszomalis recessziv 6roklédést, mint pl. a cisztas fibrézis, galaktozémia,
fenilketonuria (PKU), sarldsejtes anémia és a thalasszémiak.

Rokonhazassag

Ha egy szllépar tagjai k6zds 6ssel rendelkeznek, rokonhazassagrol beszéliink. Az utédaik nagyobb
eséllyel rendelkezhetnek autoszomalis recessziv rendellenességgel, a normal populaciéhoz viszonyit-
va. A veszély a sziil6k rokonsagi fokanak fliggvényében novekszik. A legtébb egyén hordoz legalabb
egy autoszomalis recessziv mutaciot, de mig ezek heterozigotdk formaban maradnak, nem jelennek
meg fenotipusosan. Unokatestvérek kézos gyermeke 1,5% eséllyel lesz homozigéta a nagyapja mu-
tans alléljara. Ugyanez igaz a nagyanyja mutans alléljara, tehat 0sszességében 3% az esély egy
autoszomalis recessziv rendellenesség megjelenésére. Elséfoku rokonsagban 4ll6 személyek hazas-
saganak extrém (és illegalis) esetében az ilyen rendellenességek megjelenésének esélye 50%!
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Pszeudodominans oroklédés

Idénként a kiterjesztett csaladfa sok autoszomalis recessziv 6rokl6dési rendellenességet hordozd
egyént tartalmaz, tehat sok hazassag torténik heterozigotak és homozigotak kézott. Ez azt okozhatja,
hogy egy autoszomalis recessziv 6roklédésli betegség autoszomalis dominans mintazatot mutat a
csaladfan. Ez a jelenség leginkabb kis belterjes kbzdsségekben jellemzd, vagy Un. asszortativ parva-
lasztas eredményeképpen (amikor a partnert a hozzéa hasonl6 tulajdonsagai — akéar fogyaték — alapjan
valasztja az egyén).

Osszetett és dupla heterozigotak

érintett egyént dsszetett heterozigétdnak nevezzik. A jelenség el6fordul cisztas fibrozis és b-
thalasszémias esetekben. Az emlitett betegségek allélikus heterogenitast mutatnak, mégis recessziv
Oroklédéstiek.

Dupla heterozigétanak nevezzik az olyan egyént, aki egyszerre két kiilonb6z6 autoszomalis recesz-
sziv rendellenesség hordozéja. Ezek a személyek nem mutatjak egyik betegség jeleit sem (de hor-
dozzak mindkét mutécidt), mig az 6sszetett heterozigdtak mutatjdk a betegség tineteit.

X-kapcsolt recessziv oroklodés

Az X-kromoszéman elhelyezkedd génekben fellépd mutaciok X-kapcsolt recessziv 6roklédési rendel-
lenességekhez vezetnek, és altalaban kizardlag a férfiakat (filgyermekeket) érintik. A himeket
hemizigétanak nevezzik, ami arra utal, hogy csak egyetlen X kromoszémaval rendelkeznek (igy
tehat az emlitett gének egyetlen koépiajaval). Ha csak egyetlen, mutans alléllal rendelkeznek, érthetd,
hogy a betegség tlinetei kifejez6dnek bennik. A nék két X kromoszémaval, igy 2 génkdpiaval rendel-
keznek, és az egészséges kopia kompenzdlja a mutans kopia hatasait. A nék (lanygyermekek) tehat
ritkan mutatjadk a betegség tuneteit, de a fil utédaik 50%-aban manifesztalodik a rendellenesség, le-
any utédai pedig a rendellenesség génjét hordozzak majd. Egy érintett himnemi egyed tovabborokiti
a betegséget valamennyi nénem{ leszarmazottjaba (akik biztos hordozok lesznek), de nem 6rokiti a
fidgyermekeibe (mivel az Y kromoszomén nem talalhaté meg az emlitett allél). Az X-kapcsolt recesz-
sziv Oroklédés jellegzetességei:

= Kizardlag a kdzvetlen rokonsagban all6 férfiak érintettek, egy n6i vonal kdzvetitésével.

= Hordoz6 né filgyermeke 50% eséllyel lesz érintett, leanygyermeke 50% eséllyel lesz hordo-
z0.

= Erintett férfi valamennyi lanya hordozd, valamennyi fia egészséges.

= Nincs apa-fii 6roklédés.

= A betegség tlineteit mutatd lany utédok igen ritkak, (csak abban az esetben johet létre, ha a
hordozé anyatdl és beteg apatdl is mutans allélt 6rokol a leanygyermek).

T6bb mint 200, X-kapcsolt recessziv 6rokl6dési rendellenesség ismert, mint az androgén inszenzitivi-
tas, Duchenne izomdisztrofia, kiilonb6zd hemofilidk és a voros-zold szintévesztés.

X-kromoszoma inaktivacio

Mivel a férfiaknak egy X-kromoszémajuk van, a néknek pedig kettd, a néknek elméletiieg az X-
kromoszoman kodolt fehérjéket tekintve kétszeres mennyiséggel kellene rendelkezniik. Ez nem igy
van, a fehérjeszintek megegyeznek, amiért a ddéziskompenzacié a felelés (a férfi és ndi X-
kromoszoma aktivitAsa megegyezik). Az 1-2 hetes leany-embriékban az egyik X-kromoszoma
inaktivalédik. Ezt a Xist inaktivacios szignal okozza (X inactivation specific transcript), ami csak az

s sz
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blokkolja a gén kifejez6dését. Az inaktivacio aldl kivételt képez a pszeudoautoszomalis régio, ami a
rovid kar csucsan talélhato rovid szakasz.

Az X-kromoszéma inaktivacid minden sejtben véletlenszerlien jon létre: a leany embrié atlagosan
felében az anyai X-kromoszoma génjei fejezddnek ki, masik felében az apai X génjei. Ezeknek az
embriésejteknek a lanysejtjei megoroklik az anyasejt inaktivacidos mintazatat, kovetkezésképp a felnétt
néstény egyedben az anyai X-kromoszoma fejezddik ki, masik felében az apai X-kromoszéma. Ezt a
folyamatot lyonizaciéként is emlitik, a jelenséget elséként leiré Dr. Mary Lyon utan.

A N6&i interfazisos sejtek magjdban lathatd az Un. Barr-testecske, ami az inaktivalédott X-
kromoszomara utald kis szexkromatin-tomeg.

Megj.: Ha egy n6é harom X-kromoszomaval rendelkezik (47,XXX), akkor ezek kozll ketté inaktivalodik
(és két Barr-testecske lathatd), valamint a két X-kromoszémaval rendelkezé férfiak esetében
(47,XXY), az egyik X-kromoszoma inaktivacioja figyelheté meg (az ilyen férfi sejtjeiben Barr-testecske
figyelhet6 meg).

NO6k érintettsége X-kapcsolt recessziv rendellenességben

Igen ritka esetben az X-kromoszémahoz kapcsolt recessziv betegségek néket is érinthetnek. Az emli-
tett kildnleges esetek okai az alabbiakban keresenddk:

Homozigécia

Abban a ritka esetben, ha egy né homozigéta egy recessziv mutaciora, hasonléan érintett lesz, mint a
hemizigéta férfi betegek. A heterozigéta leany vagy mindkét szilétél mutans allélt 6rokolt, vagy az
egyik szul6tél 6rokolte a mutans allét, a masik allélon pedig keletkezhetett egy Uj mutécié. Egy vi-
szonylag gyakori példa a voros-zold szintévesztés esete (1/12 filknal és 1/144 lanyoknal).

Turner-szindréma

A masodik nemi kromoszéma hianya (45,X0) a Turner-szindréma néven emlitett tinetegyittes. Ha
egyetlen (mutans) allél fejez6dik ki az egyetlen X-kromoszémén, az hasonlé rendellenességhez vezet,
mint ami érintett, normal kromoszémaszerkezetii férfiak (46,XY) esetében megjelenik, mivel mindkét
esetben hianyzik a normal homoldg allél.

Androgén inszenzitivitas

A tesztoszteronra valé érzékenység hianya egy rendkivil ritka rendellenesség, amely egy
kromoszomalis nemét tekitve férfi, &m néi fenotipusu egyénhez vezet. Egy ilyen ,n8” rendelkezhet X-
kapcsolt recessziv mutacioval, amelynek hatasai a férfiakat érinté mutacidohoz hasonlok.

Aszimmetrikus X-kromoszoma inaktivacio

Az X-kromoszodma inaktivacié véletlenszer(i folyamat, amely ritkan eltérhet a megszokott 50:50 szaza-
Iékos aranytdl. Ha ilyen esethez egy recessziv mutacié tarsul az egyik kromoszéman, az adott n6 a
férfiakra jellemz6 betegség fenotipikus jegyeit mutathatja. Az aszimmetria lehet az abnormalis alaku
X-kromoszomak preferencialis inaktivacidjanak kévetkezménye.

A Mendeli oroklédés egyéb tipusai

X-kapcsolt dominans oréklédés

Léteznek olyan X-kromoszéma mutaciok, amelyek heterozigéta ndéstény egyedekben fenotipikusan
megjelennek. llynek pl. az incontinentia pigmenti, a Rett-szindroma, a fragilis X-szindréma. Az X-
kapcsolt dominans 6roklédés jellegzetességei:
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= Mindkét nem érintett, altalaban a nék sulyosabban (mozaikos megjelenés, ha a bér érintett).

= Erintett anya gyermeke 50% eséllyel lesz érintett. Néhany rendellenesség fitikban letalis
(csak az egészséges fiuk élik tdl, tehat az érintett anya gyermekeinek nemi aranya eltolodik:
2:1 lany:fid, a lanyok fele érintett).

= Nincs apa-fii 6roklédés, az érintett apa valamennyi lanya érintett, valamennyi filgyermeke
egészséges.

Igen ritkan az érintett n6k terméketlenek, pl. Rett-szindromaban, vagyis az érintett ndk izolalt, elszige-
telt esetek.

Y-kapcsolt 6roklédés

A holandrikus rendellenességek kizarolag apardl fidra 6roklédnek, mivel az Y-kromoszéman taldlhato
gének mutacidjarél van sz6. Ezen gének tobbsége a férfi nem meghatarozasdban és a
spermatogenezisben jatszik szerepet. Ha egy Y-kromoszoman taldlhaté gén mutécidja terméketlen-
séget okoz, az minden filgyermekbe és kdvetkez6 generacids himnemibe atéroklédik.

Pszeudoautoszomalis oroklédés

A pszeudoautoszomalis régio génjeinek mutacioja részleges nemhez kotéttséget eredményez. Ezek
kozott a régidk kozott atkeresztez6dés (crossover) toérténhet, igy a betegség a csaladfa egyes részei
alapjan X-csatoltnak, mas részek szerint Y-kapcsoltnak tlnik. Példaként emlitjik a Leri-Weil szindré6-
mat, amit a SHOX gén mutacidja okoz, amely mutacié alacsony ndvést és csontelvaltozasokat ered-
ményez.

Atipikus Mendeli oroklodés

Bizonyos egygénes rendellenességek varatlan 6roklédési mintazatot mutathatnak. Az aldbbiakban
emlitiink néhany mechanizmust, amelyek az ilyen eltérésekért felelések lehetnek.

Anticipacio

Egyes monogénes 6rokl6dési rendellenességek esetében az egymast kdvetd generacidkban egyre
korabban vagy egyre sulyosabb formaban jelennek meg a tiinetek. Ha a hattérben triplet repeat muta-
cio all, és ezek generaciérol generaciéra egyre jobban kiterjednek, az magyarazza a jelenséget. A
triplet repeatek lehetnek roévidek, mint a Huntington-kér esetében, vagy hosszabbak, pl. a fragilis X
szindrémaban.

Uj mutéciok, csiravonal mozaikussag

Ha egy egyénrél a csaladon beldl kiderul, hogy egyedi esetként monogénes betegségben szenved, a
rendellenesség egy Uj mutacid kévetkezménye. A mutacié a gametogenezis barmelyik l1épésében
bekovetkezhetett, és mivel a mutacié ideje nem allapithaté meg, ez megneheziti egy testvér tervezé-
sekor a genetikai tanacsadast. Ha a mutacio a késéi mitdzis soran, vagy a meidzisban |épett fel, a
tervezett testvér esélye a kérdéses betegség kialakuldsara igen alacsony, de ha a mutécié a mitozis
korai szakaszéban lépett fel egy csiravonal 8ssejtben, akkor nagy valészinliséggel a szul§ mas, mu-
taciot hordoz6é gamétakat is termelt (csiravonal mozaikussag).

Kétgénes és haromallélos oroklédés

Néhany betegség csak akkor jelenik meg, ha két mutacié is jelen van egyidejlleg, amelyek additiv
hatasa felel6s a tlinetek kialakulasaért. Példaul a retinitis pigmentosa esetében, ha az egyénben a
ROML1 és peripherin gének mutacidja egyuttesen jelen van, az komoly latasvesztéshez vezet, mig a
csak az egyik mutaciét hordoz6 egyén tiinetmentes marad. Ha a betegség megjelenése harom mutéa-
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ciét igényel (egy dominans érzékenyité mutaciot, és egy masik lokusz recessziv mutaciéit), a jelensé-
get haromallélos vagy triallélikus 6roklédésnek nevezziik.

Genomialis imprinting

A mendeli szabaly ellenére, amely kimondja, hogy az azonos allélek egyenléen fejez6dnek ki, egyes
gének mas expresszids mintazatot mutatnak. A genomialis imprinting soran ezek a gének a meiozis
soran molekularis jelol6t kapnak (attdl fiiggéen, melyik szilétél szarmaznak). A folyamat része a
transzkripciot szabalyoz6 régiok metilaciés inaktivalasa, és mivel ez a génexpresszids eltérés nem
véltoztatja meg a gén szerkezetét, ezt epigenetikai jelenségnek nevezzik. A szul6i imprint (bevésé-
dés) a replikacié és a sejtosztédas soran nem valtozik (vagyis az élet soran valtozatlan), de a
gametogenezis soran a jelolés eltdvolitdsra kerul, majd Gjra végbemegy.

Uniparentalis diszémia

Mendel szegregéacios torvénye, mely szerint a kromoszémak fliggetlendl valnak szét, altalaban igaz,
de bizonyos esetekben az egyén mindkét homoldg kromoszomajat ugyanattél a szul6tdl orokli. Az
uniparentalis disz6mia (UPD) az egyik szll6ben a meidzis soran fellépé nondiszjunkciobdl eredez-
tethet6, ami diszomikus gamétat eredmeényez. Ha ilyen diszOmikus gaméta egy normal gamétaval
megtermékenyll, triszomikus zigéta jon létre. Ezutdn a harom kozul az egyik kromoszéma elvesztése
nyoman a zigota életképes marad (triszomia mentés).

Uniparentalis heterodiszomia esetén a meiozis | soran nondiszjunkcié torténik, igy mindkét szulGi
kopia jelen van. Uniparentélis izodiszomia akkor all fenn, ha az egyik szil6i kromoszoma két képiaja
van jelen, ami arra utal, hogy a meiozis Il soran lépett fel a nondiszjunkcid.

Az UPD lehet fedett (fel nem ismert), ha az érintett kromoszéma nem hordoz semmilyen recessziv
mutéciét. Ha az UPD olyan szakaszt tartalmaz, ami genomidlis imprining alatt all, olyan betegségek
jelenhetnek meg, mint az Angelmann-, vagy a Prader-Willi-szindroma.

Mitokondrialis oroklodés

A citoplazméban talalhaté mitokondriumon tartalmaznak DNS-t, amit mitokondrialis DNS-nek neve-
zink. Minden egyén a mitokondriumait az anyatél 6rokli kizardlag, mivel a himivarsejtek kevé
keztében kialakuld betegségek anyai 6roklédésliek, és anyai oroklédési mintazatot mutatnak. Ezt
nevezzik citoplazmatikus vagy mitokondrialis 6roklédések. Két példaja a MELAS (mitochondrial
encephalopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes) és a Leber 6rokl6dé optikus neuropétia
(LHON).

Az utédok rizikdbecslése nehéz, mert nem tudjuk, hogy csak néhany, vagy sok mitokondrium hordoz-
Za-e a mutaciot. Ez a heteroplazmia és homoplazmia jelensége. Ezek magyarazzak az ilyen tipusu
betegségek nagy variabilitasat. A mitokondrialis 6roklédéshez Id. még a Mitokondrium fejezetet.

Genetikai kapcsoltsag

Szamos megfigyelés szerint a kozeli l6kuszok alléljai gyakrabban 6roklédnek egyitt, mint az véletlen-
szer(ien varhatd. Ez a genetikai kapcsoltsag jelensége. A meidzis soran crossover (atkeresztezédés)
torténhet a homoldgok kodzott. Tavoli allélek kdzott a crossover esélye nagy. Kézeli l6kuszok kdzott
kisebb valdszinliséggel torténik atkeresztez8dés. Egy kromoszéma azonos szalon 1évd alléljai csatol-
tak, mig a masik kromoszéma alléljaival taszitjak egymast.

A két lokusz kozotti crossover gyakorisagat a rekombinacids frakcio fejezi ki, amit ©-val jel6liink
(gorog téta). Ertéke a csaladban eléfordulé genotipusok vizsgalataval allapithaté meg. Ha 10-bél 1
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utéd rekombinans kromoszémat 6rokol, a rekombinéacios frakcio értéke 0,1. Egy 0,5-0s érték véletlen-
szer(i szegregaciot jelez, vagyis a l6kuszok nem kapcsoltak. A 0,5 alatti értékek két vagy tébb allél
kapcsoltsagat mutatjak.

Kapcsoltsag és fizikai tavolsag

Két gén genetikai tavolsagan a gének kozotti rekombinacio (crossover) valoszinliségét értjik. Mérték-
egysége a centimorgan (cM), vagy térkép egység. 1 cM azt jelenti, hogy 100 meidzis soran 1 rekom-
bin&cio torténik az adott gének kodzotti szakaszon. Tehat a 0,01 rekombinaciés frakcié egyenlé 1 cM-
al. A genetikai tAvolsdg nem egyenesen aranyos a fizikai tavolsaggal. Utdbbit bazispar egységekben
mérjik, és az 0Osszefuggés nem lineédris, mivel az Un. rekombinacidés forrépontok teriletén a
crossoverek gyakorisaga nagyobb.

A LOD score

A LOD pontszam jelentése ,log of the odds”, az esély 10-es alapu logaritmusa. Ennek kiszamitasa
segitséget nyujt két I6kusz kapcsoltsaganak bizonyitasara. Ha értéke 3 folotti, a kapcsoltsag bizonyi-
tott, ha viszont —2 alatti, a két I6kusz bizonyitottan nem kapcsolt.

Kapcsoltsagi egyenlétlenség (Linkage disequilibrium)

Kapcsolt allélok tarsulasa elméleti uton kiszamithatd. A és B kapcsolt I6kuszra, ha mindkettd két allél-
lal rendelkezik (A1, B1 és A2, B2), mindkét allélra a gyakorisag 0,5. Valamennyi lehetséges haplotipus
gyakorisaga varhatéan 0,25 (A1B1; A1B2; A2B1; A2B2 0,5 x 0,5 gyakorisaggal). Ha a vizsgalt popu-
lacidé ezeket az értékeket mutatja, azt mondjuk, a I6kuszokra kapcsoltsagi egyenléség jellemzé. Ha
viszont egy populacié esetébe az elvarttdl kilonb6zé értéket tapasztalunk, kapcsoltsagi egyenlétlen-
séggel van dolgunk.

23.5. MITOKONDRIALIS BETEGSEGEK

Mitokondrialis genetikai allomany

Lasd idevonatkozo fejezetek

Altalanos tiinetek

Mint ismert, a mitokondriumok f6 feladata a sejt energiasziikségletének fedezése, ezért a mitokondriu-
mok hibajanak f6 kdvetkezménye a rendelkezésre allé ATP hianya.

Az érintett szervek, szbvetek jellemz&en magas energiafelhasznalasuak, pl. szivizom, harantcsikolt
izom, retina, kézponti idegrendszer.

A mitokondridlis eredetl betegségek diagndzisat megneheziti, hogy a tiinetek nem specifikusak, sza-
mos mas okra is visszavezethet6ek lehetnek. A tinetek koézil jellemz6é: ataxia, miopatia, szivizom
elégtelenség, gorcsrohamok, latas- és hallaskarosodas, laktat acidézis.

A mutacio lokalizacioja

A mitokondriélis génbetegségeket megkulénbdztethetjik a mutacié helye szerint:

= A mutacié a mitokondrialis DNS-ben talalhat6. Ebben az esetben a betegség mitokondrialis
oroklédés menetet mutat.
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- Homoplazmia: a sejtben talalhaté 6sszes mtDNS szekvencidja megegyezik. Kéros muta-
ci6 esetén a betegség mindenképpen jelen van.

- Heteroplazmia: a sejt mtDNS allomanya szekvencia alapjan tdbb populaciéra oszthato.
Esetlinkben bizonyos koépiak hordozzak a mutaciét, mig a tébbi mtDNS molekula vad ti-
pusu lesz. A betegség csak akkor manifesztalédik, ha a hibas képiak aranya atlép egy bi-
zonyos kisz6bot.

= A mutécié a genomialis DNS-en taldlhaté. Ebben az esetben a betegség a Mendeli szaba-
lyok szerint 6roklédik.

Példak betegségekre

= Leber-féle 6roklétt optikus neuropéatia (LHON): Az elséként leirt mitokondrialis génbetegség,
mely a NADH dehidrogenazt kédold gének mutacidjara vezethet6 vissza. Jellemzgje a fiatal
felnéttkorban fellépé kétoldali, foltszer(i latasvesztés, mely kiterjedhet a teljes latotérre.

= Rojtos-vorés mioklénusos epilepszia: A tRNS-Lys gén mutaciéja okozza. Jellegzetes fizikai
tinetei a mioklénusos epilepszia, a hallasvesztés és a laktat acidézis. Nevét az izomrostok
jellegzetes szdvettani képérél kapta, ahogy a funkcidképtelen mitokondriumok felhalmozéd-
nak a szubszarkolemmalis régidban.

= Leigh-szindréma: Heterogén hatter(i nekrotizalé enkefalomielopatia, mely visszavezethetd
(3 hénap - 2 év): mozgaskoordinacids zavarok, ronamok, laktat acidozis. A betegség gyors
lefolyésu és tragikus lefolyasu.

Mitokondrialis oroklddésmenet

A mitokondrialis génbetegségek 6roklédésénél is két csoportra kell bontanunk a betegségeket, attol
fliggéen, hogy a mitokondrialis vagy a nuklearis genom érintett:

= Mitokondridlis genom: 6roklédés anyai agon. Az érintett anya minden gyermeke (fiu és lany
is) Orokli a mutaciot.
= Nuklearis genom: az 6rokl6dés a Mendeli szabalyokat kéveti (Id.: Mendeli 6rékl6dés)

Kezelés

Sajnos jelenleg a kezelés kimerll a tiinetek enyhitésében. Pontos diagnézis a megfelelé génszaka-
szok megszekvenalasa utan lehetséges.

Gyégyszerészként fontos tudni, hogy tébb gydgyszerhatéanyag is karositja a mitkondrialis DNS-t,
példaul a Retrovir néven forgalmazott azidotimidin (AZT). Az AZT volt az els6 elfogadott gydgyszer az
AIDS ellen, mivel szelektiven gatolja a HIV virus reverz transzkriptdz nevl enzimét. A nem kivant
mellékhatdsok kozll szamos visszavezetheté a mitokondriumok karosodasara. Napjainkban a kombi-
nalt gyogyszereknek hala az AZT-t alacsony koncentracidban alkalmazzak, igy a mellékhatasok is
mérséklbdtek.

Bar gyogyitani nem lehetséges ezeket a betegségeket, pronuklearis transzfuzidéval mégis elkertlhetd,
hogy egy beteg nének beteg gyermeke szllessen. Ezen eljaras soran a beteg petesejtjébdl eltavolit-
jak a sejtmagot, amit beiiltetnek egy egészséges donortdl szarmazd, enuklealt petesejtbe. igy a
mitokondrialis DNS nem 6roklédik tovabb, a sziiletend6 gyermek pedig harom biolégiai sziildvel fog
rendelkezni. (Bévebben lasd az el6adast)
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23.6. EPIGENETIKA

Az epigenetika definicidja

Az epigenetika olyan jelenségek dsszessége, melyek megvaltoztathatjak a génexpressziot, de a DNS
molekula szekvenciajat nem. Ezek a valtozasok 6roklédhetnek.

A f6 epigenetikai szabalyzé mechanizmusok:

=  DNS metilacio

= hiszton fehérje modosulasok
= mikroRNS

= X kromoszéma inaktivacié

DNS metilacio

A leggyakoribb DNS metilacié a citozin 5. szénatomjanak metilaciéja. Ezt a modositast a DNS metil
transzferdz (DNA-methyl-transferase, DNMT) enzimek végzik. A metilalt nukleotid a 5’-metil-cisztein.
Leggyakrabban a guanin nukleotidoktdl upstream citozinok metildlédnak (CpG). A promoter régiok
kérnyékén a CpG-k nagy koncentracioban fordulnak eld, ezek az ugynevezett CpG szigetek (CpG
islands). Ezek a szigetek szabdlyozzak a génexpressziot. Ezen régidk hipermetilacidja csokkenti a
génexpressziot, azaltal, hogy Methyl CpG Binding protein (MeCP2) kétédik a hipermetilalt DNS sza-
kaszokhoz, gatolva a transzkripciot.

A DNS metilacids mintazat sejtosztédas soran 6roklédik az utddsejtekbe. Réviddel a replikacié utan a
DNS metiltranszferaz enzimek atmasoljak az “eredeti” szal mintazatat az Gjonnan szintetizalt szalra.
Ez a folyamat létfontossagu a mismatch repairben (MMR, lasd DNS hibajavitas fejezet).

Genetikai bevésddésnek, imprintingnek nevezziik az a folyamatot, amely soran az egyik szul6tél 6ro-
kolt bizonyos allélok csendesitettek. A csendesités altalaban metilacid, a genetikai allomany szekven-

szerepe van a genetikai bevés6édésnek (lasd: Angelman szindréma/Prader-Willi szindroma eléada-
son).
Hiszton médositas

A hiszton fehérjék szamos poszttranszlacionalis modositast “szenvedhetnek el”, tobbek kozott
metilalédhatnak, acetilalédhatnak, foszforilalédhatnak vagy ubikvitinalédhatnak. Ezek a modositdsok
aktivan megvaltoztatjdk a nukleoszOma szerkezetét, megvaltoztatva azon gének expresszibjat, me-
lyek az adott hiszton fehérjén fekszik.

microRNS

A microRNS-ek (MiRNS) olyan rovid, nem kodol6 RNS szakaszok, melyeknek 6 feladatuk az mRNS
csendesités (silencing). A miRNS hozzakapcsolédik a vele komplementer mRNS-hez, ezdltal az
MRNS degradalédik, csdkken a stabilitasa vagy csokken a transzlacioé hatékonysaga.

X kromoszdéma inaktivacio

Lasd az ivari kromoszémék cimii fejezetet!
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23.7. POLIGENES OROKLODES, KOMPLEX BETEGSEGEK

Alapfogalmak

A mendeli 6roklédés fejezetben a monogénes 6roklédés jellemzdit targyaltuk. A nem-mendeli 6rok-
I6dés témakorébe tartoznak az oligo- és poligénes 6roklédési jellegek. A multifaktoridlis (komplex)
betegségek kialakulasaért a poligénes oroklédési hajlamosité géneken tul kérnyezeti tényezék (fakto-
rok) is felel6sek.

A gyakori vagy komplex betegségek nagy része csaladi halmoz6dést mutat (Diabétesz mellitusz,
Alzheimer-kér sth.), amely nem magyarazhaté mendeli orokl6déssel. Az ebbe a csoportba tartozé
betegségek diagnosztizalasa kihivast jelent, ezért ez a téma mara a genetikai kutatas kedvelt terileté-
vé valt.

A multifaktoridlis jellegeket (és betegségeket) tobb, kilonbdzé I6kuszon talalhatd gén hatasa alakitja
ki, a kornyezeti faktorok (sziletés el6tti vagy utani) hatasaval egyitt. Ha csak néhany gén vesz részt
az adott betegség kialakitdsaban, akkor oligogénes oroklédésrdl beszélink. Ha sok gén hatasa
jatszik kozre a folyamatban, poligénes oroklédésl betegséggel van dolgunk. Komplex betegség
esetében a genetikai faktorokon tul kérnyezeti tényezék is befolyasoljak a betegség megjelenését.

A komplex betegségeket alapvetéen a betegség kialakulasanak ideje szerint csoportosithatjuk: egye-
sek sziletéskor mar jelen lehetnek (pl. Hirschprung-betegség), masok megjelenése kitolodhat akar az
idéskorra is (pl. Alzheimer-kor).

Komplex betegségek azonositasa

Ezek a betegségek nem a mendeli szabalyok szerint 6roklédnek, ezért csaladfaelemzés segitségével
a komplex 6roklédés nem bizonyithatd. Ha bizonyitani akarjak, hogy egy betegség kialakulasaért ge-
netikai és kornyezeti hatasok egyittesen feleldsek, a kutatoknak az alabbi médszereket kell segitségil
hivniuk:

Csaladkutatasok

A vérrokonok génalloméanya részleges egyezést mutat, aminek mértéke a rokonsag fokéatdl fugg (pl. az
elséfoku rokonok génallomanya 50%-ban egyezik, a masodfokl rokonok génjeinek 25%-a azonos,
stb.). Ha egy bizonyos jelleg komplex moédon 6roklédik, a csaladtagok elméletileg a genetikai hasonl6-
saguk aranyaban mutatjak az adott jelleget.

Csaladkutatas soran olyan csaladokat vizsgalnak, amelyekben egy vagy tébb személy érintett egy
bizonyos betegségben. Az elemzés soran megvizsgaljak a betegség eléfordulasi gyakorisagat a tobbi
csaladdtag korében, majd meghatarozzak a relativ kockazat értékét: Az az R csaladtagra nézve a
betegség kialakulasanak kockazata a teljes populacié kockazati értékéhez viszonyitva. Példaul ha A;
értéke 10, akkor a testvér esélye a betegség kialakuldsara 10-szerese a teljes populaciéra vonatkozo
kockazat értékének.

Egy betegség csaladi halmozdédasanak megallapitdsa 6nmagaban nem elegendd a komplex 6rokl6-
dés bizonyitasahoz. Egyes betegségeket tisztan kornyezeti hatasok, vagy k6zos szokasok is okozhat-
nak (taplalkozas, fertézés, stb.).

Ikertanulméanyok

Az ikerparok konkordanciajanak O0sszehasonlitasaval vizsgaljak a betegséget el6idéz8 genetikai és
kornyezeti faktorok eloszlasat. Konkordans ikerpar mindkét tagja érintett a betegségben,
diszkordans az ikerpar, ha az egyikiik érintett, a masik nem. Az egypetéji ikrek azonos génallomany-
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nyal rendelkeznek, mig a kétpetéjliek génjeinek atlagosan 50 %-a egyezik meg, éppugy, mint a test-
vérek esetében.

= Ha avizsgalt jelleget 100%-ban genetikai faktorok hatarozzak meg, a konkordancia egypeté-
jl ikrek esetében 100%, kétpetéjlieknél joéval alacsonyabb.

= Ha a betegség vagy jelleg komplex, az egypetéjliek konkordanciaja magasabb, mint a kétpe-
téjleké, de nem éri el a 100%-ot (mivel még az egypetéjl ikrek esetében sem lehet mindig
azonos a kornyezet!).

= Amennyiben a betegséget kizardlag kérnyezeti hatasok idézik el6, az egypetéjli és kétpetéji
ikrekre vonatkoz6 konkordancia értéke nagyjabdl megegyezik.

Az ikerkisérletek f6 korlatozo tényezéje az ikrek alacsony szdma a populaciéban. Hatrany tovabba az
is, hogy betegség esetén a konkordancia megallapitasa sokkal biztosabb, mint a diszkordanciéaé, va-
lamint, az egypetéjiek kornyezeti faktorai nagyobb egyezést mutatnak, mint a kétpetéjlieké. Ezen
problémék egy részét megoldhatnak az olyan tanulmanyok, amelyekben sziletéskor elvalasztott
ikreket vizsgalnak, de az ilyen esetek szama meglehetésen alacsony.

Orokbefogadott gyermekek vizsgalata

Adott betegséget okozé kdrnyezeti és genetikai tényezdk elkllonitésére adoptalt gyermekekkel végez-
tek kutatasokat harom kiilénb6z6 stratégia alapjan:

- Erintett bioldgiai sziil6 gyermekét adoptaltak (kérnyezeti valtozas, gének az érintett sziilétél)
- a betegség el6fordulasat vizsgaljak a gyermekben.

= Gyermeket adoptaljak, és ezt kovetéen az Uj kdrnyezetben jelentkezik a betegség - a bio-
I6giai szlil6k és csaladtagok vizsgalata.

= gyermek érintett bioldgiai szll6ktél egészséges csaladba vs. 2. gyermek egészséges biol6-
giai szUl6ktél érintett csaladba adoptalva - a betegség eléfordulasanak dsszehasonlitasa a
két gyermekben.

A vérrokonokra kapott magasabb el6fordulasi arany (a vérrokonsagban nem allé adoptalé csaladban
mért aranyhoz viszonyitva) a genetikai faktorok erételjes hatasat jelzi. Ha a harmadik tipusa tanul-
méany magasabb aranyt ad a 2. gyermekre (aki egészséges csaladbol lett érintett kdrnyezetbe adop-
talva), az egyértelmiien kérnyezeti faktorok jelenlétére utal.

Oligogénes és poligénes orokl6dés
Folyamatos fenotipus

Szamos emberi tulajdonsag, mint a magassag, bdérszin, vérnyomas és intelligencia, normal eloszlast
kovet. Ha vesziink egy populaciot, és abrazoljuk azoknak a szamat, akik egy bizonyos kvantitativ ér-
tékkel rendelkeznek, un. ,haranggorbét” kapunk, amely a Gauss-eloszlasra vagy normal eloszlasra
jellemz6. A normal eloszlasu tulajdonsagokat folyamatos fenotipusoknak nevezzik. A kvantitativ
genetika az ilyen folyamatos jellegekkel foglalkozik, valamint a hozzajuk rendelhetd I6kuszokkal, ame-
lyeket kvantitativ jelleg l6kuszoknak nevezink.

Oligo- és poligénes 6roklédés

A poligénes 6roklédés fogalma alapjan a kvantitativ jellegeket valtozé szami gének (poligének)
additiv hatdsa okozza. Az oligogénes oroklédés szerint mas kvantitativ jellegekért viszonylag kis-
szamu gén 6sszjatéka felel6s, valamint el6fordulhatnak olyan gének, amelyek erésebb hatast fejtenek
ki a fenotipus kialakitdsdban, mint masok. Az ilyen gének lékuszat nevezik f6 hajlamositd I6kusznak,
ami dominans hatast fejt ki az oligogénes hattér felett, befolyasolva mas gének kifejezédését. Ez az
episztazis jelensége.
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Heritabilitas

A heritabilitds megadja a genetikai hatasok additiv részvételét a jelleg kialakitasaban. H-val jel6ljik
és 1 hanyadaként (pl. 0,7), vagy szazalékban fejezzik ki. A magas H érték arra utal, hogy az adott
jelleg kialakulasaban nagy aranyban vesznek részt genetikai faktorok.

Komplex 6roklédés

A legtobb komplex 6rokl6dési betegség diszkrét (azaz nem folytonos) fenotipusként jelenik meg (ti.
beteg vagy nem), annak ellenére, hogy a fogékonyséag folytonos eloszlasu. A jelenségre a ,liabilitas-
kiiszob modell” segitségével adunk magyarazatot. A liabilitds, vagyis az érzékenység - amely gene-
tikai hajlamot és kérnyezeti faktorokat is magéban foglal - normal eloszlasu, igy Gauss-gorbével leir-
hat6. A gorbe jobb oldalan a liabilitas egy kiszobértéket értink el, amely f6l6tt minden egyed érintett.
Ha a vizsgalt populacio kizardlag az érintett személyek rokonsagabdl all, a gérbe jobbra tolodik (mivel
a rokonok génjei és kdrnyezete is t6bb egyezést mutat, mint egy normal populacidban). A kiiszébérték
folotti egyedszam, vagyis a rokonok esélye a betegségre névekszik.

A hajlamositd gének keresése

Napjaink egyik legintenzivebb kutatasi terulete a komplex betegségekre hajlamosité gének azonosita-
sa. A felnétt lakossagot érinté komplex betegségekre valo hajlamot befolyasold gének felismerése
segithet a betegség biokémiai alapjainak megértésében. Akar a korai felismerést segit6 tesztek kifej-
lesztése, a megelézés és kezelés Uj megkodzelitése is lehetévé valhat. Sajnalatos médon a folyamat
igen lassu, és ezidaig kevés hasznosithaté eredményt hozott. A kdvetkez6kben dsszefoglaljuk a 6
stratégiakat:

Kapcsoltsag vizsgélata (Linkage analysis)

A genetikai kapcsoltsag (Id. ,Mendeli 6roklédés”) vizsgalata soran testvérek genomjaban keresnek
olyan szakaszokat, amelyek az érintett testvéreknél gyakrabban azonosak, mint azt véletlenszerlen
varnank. A vizsgélatba bevont szakaszok a polimorf mikroszatellitdk és SNP-k kozll kertilnek ki. Ez a
modszer hatékony a hajlamosité gének l6kuszait tartalmazé nagyobb szakaszok detektalasaban.
Ezek a szakaszok tulsdgosan nagyok, igy a konkrét gének azonositdsa nem lehetséges ezzel a mod-
szerrel. Ezért a kapcsoltsagi vizsgalatokat kdvetdéen a kovetkezd vizsgalatok (egyik vagy mindkett6)
elvégzése javasolt.

Asszociacios elemzés

Egy bizonyos allél gyakoribb megjelenése az érintett egyénekben, mint a kontroll populéacioban, az
hetnek mikroszatellitak, SNP-k; a vizsgalatot gyakran microarray technikaval végzik. A mddszer el6-
nye, hogy olyan csaladok is vizsgalhatok, amelyekben csak egy érintett személy van. F& hatranya
viszont, hogy az Osszefliggés nem feltétlenlil relevans, ezért tovabbi, kapcsoltsagi egyenlétlenségi
(linkage disequilibrium) vizsgalatok elvégzése javasolt.

Kapcsoltsagi egyenlétlenség (linkage disequilibrium) vizsgélata

Definicié szerint a kapcsoltsagi egyenlétlenség ,specifikus allélek megjelenése kapcsolt I6kuszokon a
statisztikailag varhatotél eltérd gyakorisaggal”. A legtdbb érintett egyén a hajlamosito alléljat egy ko-
z0s 6stél 6rokolte, tehat ha a mutacié a nem tdl tavoli multban kdvetkezett be, akkor a kapcsoltsagban
allé, a hajlamosité allél kézelében talalhaté gének ugyancsak megegyeznek. A gyakorlatban, ha a
I6kusz hozzavetbleges helyzete ismert, ezt a szakaszt tovabb vizsgaljak részleteiben polimorf DNS
markerek (alt. SNP-k) segitségével, igy sziikitve le a kérdéses teriiletet. A Human Genome Project
segitségével nyert informacidk segitséget nydjthatnak a hajlamosité gének azonositasi folyamataban.
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Példak komplex 6roklédésii betegségekre

A komplex betegségeket alapvetéen a kialakulasi ideje alapjan csoportosithatjuk: a veleszlletett
betegségek sziiletéskor vagy a korai gyermekkor soran jelennek meg, mig a szerzett betegségekre
kora gyermekkori vagy felnéttkori kezdet jellemz8. Kongenitélis betegségek pl. a sziv fejlédési rendel-
lenességek, ajak-szajpadhasadék, Hirschprung betegség, velécsbézarodasi rendellenességek. Szer-
zett betegségek pl. az Alzheimer-kér, koronariabetegség, diabétesz mellitusz (1 és 2 tipus) és a ski-
zofrénia.

Alzheimer-kor

Az Alzheimer-kér (AD) a demencia leggyakoribb oka, 80 éves kor felett prevalencigja eléri a 20%-ot.
Tlnetei a folyamatos memoriavesztés, érzelmi zavarok, az intellektualis készségek elvesztése. Pato-
I6giai jelei a neurotoxikus tau protein kétegek, valamint az amiloid fibrillumokbdl allé szenilis plakkok
jelenléte (az amiloid prekurzor protein — APP — szarmazékai).

Els6foku rokonsagban all6 csaladtagok esélye a betegségre 3-4-szerese a kontroll csoporthoz viszo-
nyitva. Egypetéji ikrek (EP) koncordanciaja 30-80%, kétpetéjlieké (KP) pedig 10-40%. A heritabilitas
0.44-0.8. Ezek az adatok komplex 6roklédésre utalnak.

A csaladok egy kis hanyadaban jelenik meg az un. preszenilis vagyis korai kezdetli Alzheimer-kér (65
éves kor elétt jelennek meg az elsé tunetek). Ezt a tipust autoszémalis dominéans 6roklédési minta-
zat jellemzi. Els6ként az APP gén szerepét ismerték fel, amely az amiloid prekurzor proteint (APP)
kodolja. A gén mutaciéja az APP fehérje termelését serkenti, ami az amiloid fibrillumok tultermel&dé-
séhez vezet, amely végss soron a szenilis plakkokat hozza létre. Mas hajlamosité géneket is azonosi-
tottak: a Presenilin-1 (PS1) és Presenilin-2 (PS2) el6segitik az APP lebontasat. Ezen gének mutacidja
ugyancsak az APP felhalmozédasahoz vezet.

A legtobb érintett csalddra azonban az uUn. poligénes AD jellemz6. A tobbségében 65 éves kor felett
kezd6d® betegségre a leszarmazottak esélye kevesebb, mint 50%. Az APOE I6kusz polimorfizmusa
Osszefliggést mutat a késéi kezdetli forma kialakulasaval. Az apolipoprotein E (ApoE) a
lipidanyagcserében vesz részt, 3 gyakori allélja ismert: E2, E3 és E4. Az E4 allél gyakorisaga maga-
sabb az Alzheimer-kérban érintett személyeknél (E4/E4 homozigo6tak esetében a kockazat 12-szerese
az E3/E3 fenotipusnal tapasztalthoz képest). Legalabb 4 mésik hajlamosité gén szerepét mutattak ki a
késbi kezdetl AD kialakulasaban.

Roviden: A poligénes AD — tobbek kozott — 6sszefiiggésben van az ApoE allélokkal. Az E4 allél hor-
dozza a legerésebb hajlamot az idéskori AD kialakulasara. A masik, korai kezdet(i forma autoszomalis
dominans 6roklédésl, amelynek kialakulasi valdszinlisége az APP és a presenilin génekkel hozhato
Osszefliggésbe.

Koronériabetegség

A koszoruér-elmeszesedés az USA vezetd halaloka. Hatszor gyakrabban fordul elé amerikaiakban,
mint japanokban. A japan bevandorlok példaja — esetiikben haromszorosara nétt a veszély az ameri-
kai életmad atvételével — jol mutatja a kornyezeti faktorok fontossagat (dohanyzas, étrend, testedzés
hianya).

A koronariabetegség heritabilitAsa 0.5-0.6 kdzétt mozog fiatalkori koronariabetegség esetében,
amely egy korai, 55 éves kor el6tti kezdetl forma. A férfiak veszélyeztetettebbek, egypetéjl ikrek kon-
kordanciaja 40-65%, mig kétpetéjliekre az érték 15-30%.

A koronariaerek ateroszklerotikus folyamata egy zsiros csik megjelenésével kezdédik az artéria intima
rétegében, amely késébb simaizmot, lipideket és fibrézus szdvetet tartalmazo fibrézus plakka fejlédik.
Ezek a plakkok aztan vaszkularizalddnak és vérzés, fekélyesedés, meszesedés kdvetkezhet be, ezzel
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komoly érszikiletet, akar trombodzist okozva, amely teljes elzarédashoz és miokardidlis infarktushoz
vezethet.

A korondriabetegség kilénb6z8 olyan monogénes rendellenességek 0sszjatéka, mint pl. a
hiperkoleszterinémia, vagy a hiperlipidémia mas formai. Tobb mint 20 gén hatasa jatszhat szerepet a
poligénes koronariabetegségre val6é hajlam kialakulasdban: lipidanyagcsere-gének, vérnyomast, var-
alvadast, és fibrinolizist szabalyoz6é gének. Az ACE gén (angoitenzin-konvertaldé enzimet kédolja)
inszercid/delécié mutacidjat tanulmanyoztak behatébban. A DD homozigétak magasabb enzim-szinttel
rendelkeztek, mint az ID vagy Il genotipust alanyok, ezenkivil koérikben gyakoribb volt a
koronariabetegség el6fordulasa.

Koleszterinszegény étrend bevezetése, valamint sztatinok alkalmazasa széles korben ajanlott id6sek
szamara, illetve ha korabban mar el6fordult koronariabetegség a csaladban. A betegség veszélyét
noveld kornyezeti faktorok az étrend, fizikai aktivitas hianya és a dohanyzas. A hajlam
koronariabetegség esetében komplex modon 6roklédik, szamos genetikai és kérnyezeti faktor kozre-
jatszik a betegség esetleges kialakulasaban, illetve megelézésében.

Roéviden: A koronariabetegség tobb, monogénes 6roklédési rendellenesség Osszjatéka, mint pl. a
hiperlipidémia. Tébb mint 20 a lehetséges hajlamosité gének szama, ide tartozik az ACE gén. A DD
homozigo6tak esetében a legnagyobb a koronéariabetegség kialakuldsanak kockazata. Szamos kornye-
zeti faktor befolyasolja a betegség megjelenését, mint pl. a dohanyzas, étkezési szokasok, testedzés
hianya.

Diabétesz mellitusz
A diabétesz mellitusz (DM) két f6 formaja komplex orokl6dést mutat.
1. tipusa, ,inzulinfiiggé” DM (IDDM)

Az IDDM viszonylag ritka forma, gyermekkorban vagy fiatal felnéttkorban jelentkezé tlinetekkel. A
tinetek a hasnyalmirigy inzulintermeld b-sejtjeinek autoimmun pusztulasanak kévetkeztében alakul-
nak Ki.

Testvérek esetében az esély a betegség kialakulasara 5-6%. EP ikrek koncordanciaja 30-40%, KP
ikreke esetében a konkordancia 5-10% koriil mozog.

Maig két hajlamositd gént azonositottak. A HLA rendszer felelés a teljes genetikai hajlam 30-40%-
4ért. Az IDDM1 l6kusz termeli az esetek 95%-aban jelenlévé HLA-DR3 és HLA-DR4 antigéneket,
amelyek a teljes populaciénak csak 50%-aban fordulnak elé. Az IDDM2 l6kusz tartalmazza az inzulin
génjét, valamint egy mikroszatellita repeat szekvenciat tartalmazé upstream régiot. Kisszamu repeat
esetén a magzati thymusban csdkken az inzulin gén expresszidja, aminek kovetkeztében cstkken az
inzulinnal szembeni tolerancia. Ennek nyoman csokkenni fog az inzulin-termelé sejtek szama, ami
IDDM kialakuldsahoz vezet.

2. tipusu, ,felnéttkori”, ,nem inzulinfiiggé” DM (NIDDM)

A NIDDM a 45 év feletti populacié 5%-at érinti. A tlineteket sokkal inkabb inzulinrezisztencia okozza,
mint relativ inzulinhiany. Kezelése diéta és/vagy oralis antidiabetikumok szedésével térténhet.

Els6foku rokonok esélye a betegség kialakulasara 10-15% koéril mozog (2-3-szor magasabb az alta-
lanos populéacios értékhez viszonyitva), egypetéji ikrek konkordanciaja 90%, ami a genetikai faktorok
er8s hatasara utal. Szamos kutatas megkisérelte a hajlamosité gének azonositasat, ezidaig sikertele-
nal.
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MODY (maturity-onset diabetes of the young), ,fiatal felnétteknél jelentkezé diabétesz”
A MODY ritka, egyértelmien autoszémalis dominans médon 6rékl6dé forma.

Okozhatjak mutaciék olyan transzkripciés faktorok génjeiben, amelyek az inzulin gén expresszidjat
vagy a hasnyalmirigy fejlédését szabalyozzak: MODY1 (hepatocita nuclear factor-4-a gén), MODY2
(glikokinaz gén), MODY3 (maj transzkripcids faktor-1 gén), és a MODY4 (islet duodenum homeobox-
1-IDX1 - gén).

Roviden: Az 1. tipusu DM vagy IDDM egy ritka forma, amit az inzulintermel® sejtek pusztulasa okoz.
Az IDDM-re valé hajlam kialakulasaval eddig két lokuszt hoztak 0sszefliggésbe. A gyakori 2. tipusu
DM vagy NIDDM tipust inzulinrezisztencia okozza. Maig nem sikerilt hajlamosité géneket azonositani.
A DM harmadik tipusa, a MODY autoszomalis dominans 6roklédési betegség, 4 hajlamosité génnel.

Hirschprung betegség (HSCR)

A Hirschprung betegség velesziiletett komplex betegség, amelynek elsé tiinetei (akut bélelzarédas és
haspuffadas) altalaban sziletéskor vagy korai gyermekkorban jelentkeznek. A betegséget a vastaghél
disztalis szakaszabdl és végbélbdl hianyzé ganglionsejtek (idegvégz6dések) okozzak, a
bélperisztaltika ezeken a szakaszokon hianyos. A hosszu szakaszra kiterjedd tipus (L-HSCR) komo-
lyabb a rovid szakaszra kiterjed§ tipusnal (S-HSCR), mivel az els6 esetben a szigmabéltdl
proximalisan fekv® szakasz is érintett. Az esetek kb. 30%-a tObbszords fejl6dési rendellenesség ré-
szeként jelenik meg (pl. Down-szindroma). A fennmarado 70% izolalt, komplex 6roklédésii betegség.

A betegség molekularis biologiai alapjait a kutatédsok sikeresen felfedték: f6 hajlamosité faktorként a
RET protoonkogén szerepel, génjének heterozigéta mutécidja un. funkcidvesztést — loss-of-function
hatast — okoz. A RET egy transzmembran tirozin-kindz receptort kédol, amely az embrionalis bélideg-
rendszer sejtjeinek jelatviteli folyamatait befolyasolja. Mas gének mutaciéjat is dsszefliggésbe hoztak
a betegség megjelenésével, mint pl. a RET ligand GDNF és NTN, az endothelin gén (EDNRB), vala-
mint ligandja az EDN3.

A Hirschprung betegség az egyetlen olyan komplex 6roklédési betegség, amelynek esetében a f6
genetikai Utvonal azonositdsa sikeres volt. Mivel kisszdmua gén vesz részt a hajlam kialakitasaban, a
betegséget az oligogénes oroklédésii betegségek kdzé soroljuk.

Roviden: A HSCR ritka példaja annak, hogy egy komplex betegségre hajlamosité gének nagy részét
beazonositottak. Oligogénes oroklédés jellemzi, amiben egy f6 hajlamosité lokusz — a RET gén — és
néhany episztatikus gén vesz részt.

Vel6cs6 zarddasi rendellenességek

Ezek a rendellenességek a korai embriogenezis folyaméan jelennek meg: a vel6csé zarodasa nem
megfeleé madon torténik meg. Igen sulyos tinetek jelentkezhetnek, mint az anenkefélia, enkefalokele,
vagy a spina bifida. Néhany esetben ezek a rendellenességek toébbszdérds fejlédési rendellenesség
részeként jelennek meg, de leginkabb izolalt, 6nallé betegségként talalkozunk velik.

A heritabilitas értéke (H=0.6) erés genetikai hajlamra utal. Maig a kutatasok egyetlen polimorfizmussal
nek esélye 2-4-szeresére n6 (ha az anya és a magzat is homozigéta). Az MTHFR gén altal kédolt
enzim a metilén-tetrahidrofolat-reduktaz. A fent emlitett mutéciora homozigétak vorosvértestei csok-
kent folsav szinttel rendelkeznek.

A fogantatas és a kora terhesség alatti folsavpotlas az esetek 80%-at megel6zi. Ez j6 példaja annak,
hogyan kezelhet6 egy f6éleg genetikai faktorok altal meghatarozott betegség egy kornyezeti faktor,
esetlinkben a taplalkozas valtoztatdsaval.
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Roviden: A vel6cs6zarédasi rendellenességek velesziletett poligénes 6roklédési betegségek. Maig
egyetlen génnel hoztdk sikeresen Osszefliggésbe: az MTHFR gén mutacidja erételies hajlamositd
tényez6. Megel6zésként — elegans médon — folsav pétlasaval (amely egy kérnyezeti faktor megvalto-
zasa!) az esetek 80%-a megel6zhetd.

Skizofrénia

A skizofrénia kéros mentalis allapot, amely a foldi populacié 1 %-at érinti. Késé gyermekkorban vagy
fiatal felnéttkorban jelentkeznek az elsd tlnetek, mint pl. a zavaros gondolkodas, érzelmi és szocialis
zavarok, gyakran téveszmékkel és érzelmi hullamzassal.

Csaladkutatasok és ikertanulmanyok erés genetikai hatteret mutattak ki a betegség kialakulasaban.
Els6foku rokonok kozott a betegség kialakulasi esélye 10-12%, masodfokd rokonokra ez a szam 2-
4%, mig harmadfoku rokonsagban allo személyek esetében 2% koril alakul. Egypetéji ikrek esetében
a konkordancia 50-70%, kétpetéjliekre 10-15%, a heritabilitds 0.8 és 0.85 kdzé esik.

Két lehetséges hajlamositd gén a DTNBP1 és az NRG1. A DTNBP1 a dysbhindin proteint kédolja,
amely az agyi szinapszisok mikddésében jatszik szerepet. Az NRG1 a neuroreglin 1-et, a
mielinizaciot beindité fehérjét kddolja. Ezen gének szerepét fliggetlen kapcsoltsagi és asszociaci-
6s/kapcsoltsagi egyenlétlenségi vizsgalatok igazoltak, habar specifikus patogén mutaciot nem talaltak.

Roviden: Néhany olyan gént sikerilt azonositani fliggetlen kisérletekben, amelyek részt vesznek en-
nek a koros mentalis allapotnak a kialakulasahoz: a dysbindint és a neuroreglin 1-et.

Hajlam elemzése komplex betegségek esetében
Genetikai tesztekkel megjosolt esélyek

A tény, hogy néhany hajlamosité gén azonositasa megtortént, arra a kdvetkeztetésre vezethet minket,
hogy lehetségessé valt a komplex betegségekre valdé hajlam vizsgalata, és hogy ez lehet a megel&zés
és terapia (j Utja. Néhany, Egyesiilt Allamokbeli és brit cég olyan lehetéséget kinal, hogy az egyén
genetikai profija alapjan ,megjosoljdk” a rizikét bizonyos komplex betegségekre, pl.
koronériabategség, asztma kialakulasara. Vagy éppen a szervezetiink lipideket, mérgeket lebonté
képességérdl kaphatunk informaciét, és életmdd tanacsokat is adhatnak nekiink. Az eredmények
értelmezése azonban tllsagosan is optimista. Ha példaul az ApoE4 és az Alzheimer-kér kapcsolatara
gondolunk, vegyuk figyelembe, hogy az E4/E4 homozigétdk esélye a betegség kialakulasara 35%
férfiak esetében, és 50% ndéknél, mig az E4 alléllel egyaltalan nem rendelkez6k esetében ezek a sza-
mok 4,5% és 9,3% korll alakulnak. Az esélyek késdi életkorban bekdvetkez8 valtozasra vonatkoznak,
de a kezdeti tiinetek megjelenésének ideje nem josolhaté meg. Ezen kivil, a statisztikai adatok azt
mutatjak, hogy az E4/E4 homozigétaknak 50%-aban soha nem alakul ki a betegség, és hogy a teljes
populacié 5-10%-a még az E4 allél teljes hianyaban is érintetté valik! Az ilyen és hasonld adatok a
fent emlitett tesztek megbizhatéségat és értékét drasztikusan csokkentik.

Empirikus valészinlség

Komplex betegségek esetében altalaban nem lehetséges elméleti alapon megallapitani a valészin(-
séget. Amennyiben az 6roklédést normal eloszlasu hajlam (liabilitas) hatarozza meg, az esély statisz-
tikai szamitasokkal meghatarozhat6, a normal populaciéra vonatkozé gyakorisag ismeretében. Gene-
tikai tanacsadas soran az elméleti valoszinliség helyett empirikus, vagyis tapasztalati valészinliség
megéallapitdsa torténik. Az empirikus valoszin(iség szamitasa megfigyeléseken alapul (csaladkutaté-
sok sordn megallapitott gyakorisagi mintazatok adataibdl).
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23.8. CSALADFAELEMZES

Bevezetés

Egyre tobbet tudunk meg a human anatémiardl, élettanrdl, biokémiarél és molekularis biologiardl.
Szadmos csaladrol vannak részletes leirasaink, informacionk tdébb generéciora visszamendleg. A hu-
man betegségek genetikai hattere a csaladfak elemzését nagyon fontossa teszi. A human genetikai
jellegzetességek tanulmanyozasanak néhany fontos tényezdje:

1. Szabdlyozott parvalasztas nem lehetséges: specifikus keresztezések nem kivitelezheték,
azonban ezek elengedhetetlenek ahhoz, hogy meghatarozzuk egy egyén dominans tulaj-
donsaga homozigotasagot vagy heterozigétasagot takar-e.

2. Az emberi fajnak hosszu a generacios ideje (kb. 20 év): még ha kontrollalni is tudnak a ke-
resztezéseket, akkor is atlagosan 40 évet kéne varnunk, hogy lassuk az F2 generécio jel-
legzetességeit és a keresztezés eredményét.

3. Acsaladok mérete altalaban kicsi: egy csaladban, ahol két gyermek van, nem lehet megfi-
gyelni a Mendeli 3:1 aranyt. Még egy extrém nagy csalad esetén, ahol 10-15 gyermek van,
sem lehet a 9:3:3:1 dihibrid aranyt vizsgalni.

4. Esetenként nehéz megdllapitani az apasagot.

A fent emlitett okok miatt az ember a legjobb és a legrosszabb az dsszes organizmus kdzott a geneti-
kai vizsgalatok lefolytatasahoz.

A human 0Oroklédés vizsgalatanak az egyik fontos médszere a csaladfa készités. Egy csaladfa a csa-
ladtorténet rajzi reprezentacioja, a csaladfa egy vagy tobb jelleg 6roklédésének nyomon kdvetésére
alkalmas.

A csaladfa alapjan meghatarozhatjuk az 6rokl6dés madjat: autoszoOmalis dominans, autoszomalis
recessziv, ivari kromoszomahoz kotott dominans, ivari kromoszémahoz kotott recessziv,
mitokondrialis, anyai hatasu; ugyanakkor megjosolhatjuk a betegség el6fordulasanak kockazatat a
tovabbi generaciékban (genetikai tanacsadas).
Szimbdélumok
(lasd abrak)

1. A férfiakat négyzettel, a néket korrel jeldljik

2. Ahorinzontalis vonal két szimbdlum kozott a két ember kozti parkapcsolatot jelzi

3. A gyerekeket a sziil6khoz vertikalis vonal kéti

4. Azok a személyek, melyek expresszaljak a vizsgalt jelleget kitoltott négyzettel vagy korrel
jeloljuk

5. Atulajdonsagot nem mutaté személyeket fehér szimbolumokkal jeléljik
6. A generaciokat romai szammal jeldljuk
7. A generacion belili személyeket arab szamokkal jel6ljuk

8. A gyerekek a sziiletésiik sorrendjében szerepelnek balrél jobbra



228

GYOGYSZERESZI BIOLOGIA

9. Az elhunyt csaladtagot athtdzott szimbdélummal jel6ljuk
10. Az ikreket egy pontbdl kiindulo diagonalis vonallal kotjik dssze

11. Azt a személyt, akitél a csaladfa indul, nyillal jel6ljik

Autoszomaélis recessziv jellegek
(lasd &bra)
1. az autoszémalis recessziv jellegek egyforma gyakorisagtiak mindkét nemnél
2. csak akkor jelenik meg, ha a személy a jelleg két alléljat orokli
3. haajelleg ritka, akkor a legtébb szl hordozza az allélt, heterozigéta és egészséges

4. ajelleg kihagyhat generéaciokat: egy recessziv allél generacidkon at 6roklédhet anélkal,
hogy megjelenne a csaladfan

5. haa szulék heterozigétak, akkor 25% az esélye, hogy az utdd 6rokli és expresszalja a jel-
leget

6. ha mindkét szul6 érintett az autoszémalis recessziv jelleggel (homozigota recesszivek),
akkor minden utédjuk érintett lesz

7. acsaladba kivilrél érkezd személyeket homozigotanak tekintjik a normal allélre nézve:
amikor egy érintett személy egy kiilsé személlyel (AA) l1ép parkapcsolatra egyetlen utédjuk
sem fogja kifejezni a jelleget, viszont mindannyian hordozok (Aa) lesznek

8. egy recessziv jelleg nagyobb valdszin(iséggel jelenik meg a csaladfan, ha a csaladban vér-
fert6zés torténik (kozeli rokonok hazasodnak egymassal)

Autoszomalis recessziv betegségek
Tay-Sachs betegség
(lasd ébra)

= agyerekek szlletéskor egészségesnek tlinnek, de hat hénapos korukra kedvetlenné és
gyengéve véalnak

= afizikai és idegrendszeri kondiciojuk romlik, ami vaksaghoz, siketséghez és 2-3 éves koruk-
ra halalhoz vezet

= a betegség oka a GM2 gangliozid felhalmozddasa az agyban

=  GM2 gangliozidot a sejtek nem tudjak lebontani a hexoaminiddz A enzim hianya miatt

= anagymennyiségi GM2 gangliozid duzzanatot és neuroldgiai tiineteket okoz

= a heterozigdtak egészségesek, mivel egyetlen normal allél is elegend6 az enzim normal
mennyiségének a felét eléallitani, és a szervezet igy is képes a GM2 gangliozid normal (te-
mi lebontasahoz

Fenilketonuria
(lasd abra)

. autoszémalis recessziv betegség, melynek hatterében enzimdefektus all, igy a szervezet
nem képes a fenilalanint metabolizalni
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az enzim nélkil nagy mennyiségi fenilalanin halmozédik fel, ami idegrendszeri karosodast
okoz

a PKU-ban szenvedd anyatdl (aki nincs fenilalanin hianyos diétan) sziletett gyerekek alta-
laban alacsony sullyal sziletnek, fejlédési rendellenességeik vannak és mentalisan visz-
szamaradottak

Autoszomaélis dominéans jellegek

(l&sd &bra)

1. az autoszémalis dominans jellegek mindkét nemnél azonos gyakorisaggal fordulnak el8

2. mindkét nem képes tovabbadni a jelleget az utédnak

3. minden személy esetén, aki dominans jelleget hordoz, az allél legalabb az egyik szul6tol
szadrmazik

4. az autoszomalis dominans jellegek nem hagynak ki generaciot a csaladfan

5. kivételek: a jelleg mutacié eredménye

6. ha egy autoszomalis dominéns jelleg ritka, az érintett személyek altalaban heterozigétak

7. haegy szl érintett és heterozigota (Aa) és a masik szll6 egészséges (aa), akkor az uto-
dok 50%-a lehet érintett

8. ha mindkét szil6 érintett és heterozigéta (Aa), akkor az utédok 75%-a lehet érintett

Autoszomalis dominans betegségek

Familiaris hiperkoleszterolémia

a vér koleszterin szintje jelentésen megemelkedik a koleszterin transzport hibaja miatt

a koleszterin egy lipid molekula (apolaros, téltés nélkili anyag), nem oldédik a vérben (pola-
ros vagy toltéssel rendelkez6 oldat), igy a koleszterint a szervezetben kicsi, oldhato részecs-
kék szallitjak, amiket lipoproteineknek neveziink (LDL, HDL, VLDL, IDL, kilomikron)

a betegség oka az LDL receptort kédol6 gén defektusa

eredmeény: til kevés koleszterin tavolitédik el a vérbél, ami ndveli a koronariak miikddési hi-
bajanak kockazatat (szivroham)

heterozigétak: a vér LDL szintje duplaja a normalisnak

homozigo6ta dominans: két defektiv LDL alléljik van, nincs funkcionalis LDL receptoruk, a ko-
leszterin szint hatszorosa a normalisnak, infarktust kaphatnak 2 éves korukra

Huntington betegség

(lasd abra)

tinetek: gorcsos, akaratlan mozgasok, kézepesen sulyos viselkedési és neurolégiai elvalto-
zasok; ahogy a betegség elérehalad a beszéd is zavart szenved, a mozgas nehézkessé va-
lik és pszichiatriai problémak fejlédnek ki, ami véguil érilethez vezet.

a betegség tipikusan kdzépkorban jeleneik meg

a betegség kifejlédésétdl szamitva a betegek 20-30 évig élnek

mindkét nemnél azonos gyakorisaggal fordul el6

ritkan hagy ki generaciét

ha az egyik sziil6 beteg, akkor kb. utédainak 50%-a 6rokolheti a betegséget
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Achondroplasia

(lasd abra)

a labak hosszu csontjainak ndvekedése gatolt, térpeséget okoz

ha két heterozigota érintett hazasodik, akkor 50% az esélye, hogy az utédok heterozigotak
és torpék lesznek

minden negyedik gyerek lesz egészséges (nem 6rékli az achondroplasiat), atlagos magas-
sagu és minden negyedik gyerek lesz homozig6ta a dominans allélre nézve

a dominans allél homozigéta formaban letalis

X-kromoszémahoz k6tott recessziv jelleg

(l&sd abra)

1. Ezek ajellegek gyakoribbak a férfiaknal

2. Aférfiaknal egyetlen képia elegend6 a kifejez6déshez

3. A néknek két kdpiara van sziksége, mindkét szulétél, hogy kifejez6djon a jelleg

4. Egy férfi mindig az anyatél orokli az allélt

5. Az érintett férfiak egészséges anyatol sziletnek, aki heterozigéta

6. Kihagyhat generaciokat: a jelleg egészséges nérél, érintett férfira majd Ujra egészséges
ndre 6roklédik

7. Egy heterozig6ta né fiainak 50%-a lesz érintett és a lanyai 50%-a lesz egészséges hordo-
z06 8. A jelleg nem 6roklédik apardl fidra, mert a fii az apatdl csak az Y kromoszémat 6ro-
koélheti, az X kromoszomét pedig az anyéatél

8. Egy beteg férfi minden lanya hordoz6 lesz

9. Ha egy n6 expresszal egy X-kromoszémahoz kotott jelleget, akkor biztosan homozig6ta és

minden fia érintett lesz a jellegre nézve

X-kromoszémahoz kétott recessziv betegség

Hemofilia A

(lasd abra)

a betegség hatterében a véralvadashoz sziikkséges Vlll-as alvadasi faktor hiany all
a Vlll-as faktort kédolé gén az X kromoszéma hosszu karjanak végén helyezkedik el

tlinet: vérzékenység

spontan vérzések alakul ki az iziiletekben, ami fajdalomhoz, duzzadashoz és csont erozié-
hoz vezet
kezelés: Vlll-as faktor pétlasa

X-kromoszémahoz kétott dominans jellegek

(lasd abra)

1.

X-kromoszomahoz kotoétt dominans jellegek mindkét nemnél megjelennek, habar altalaban
tobb nét érint, mint férfit
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egy férfi a jelleget csak az anyatol orokélheti
a jelleg nem 6roklédik apardl fidra

egy né az X kromoszomakat mindkét szulétdl kapja, a nék mindkeét szul6tél orokolhetik a
jelleget

minden érintett gyermeknek legalabb az egyik sziil6je érintett
X-kromoszomahoz kétott jelleg nem ugrik at generaciot
érintett férfiak minden lanyuknak orokitik a jelleget, viszont egyik fiuknak sem

az érintett nék (ha heterozigétak) a fiaik 50%-anak adjak &t a jelleget és lanyaik 50%-a lesz
érintett

X-kromoszémahoz kétott dominans betegség

Hipofoszfatémia/familiaris D vitamin rezisztens csontritkulas

tinetek: csont deformitasok, merev gerinc és iziletek, hajlott labak és kozepes ndovekedési
deficiencia

oka a defektiv foszfat transzport

a betegségben szenvedd paciensek nagy mennyiségli foszfatot Uritenek a vizelettel, ami
alacsony vér-foszfat szinthez vezet, és csokken a beépilése a csontokba

a betegségben szenvedd férfiaknak sulyosabbak a tiineteik, mint az érintett néknek

Y-kromoszémahoz kotott jellegek

(lasd abra)
1. csak a férfiak érintettek, és a jelleg apardl fidra 6roklédik
2. ha egy férfi érintett, akkor minden fia érintett lesz
3. Y-kromoszéméhoz kotott jelleg nem hagy ki generéciét
4. adominancia irrelevans: csak egy képia létezik a génbdl az Y kromoszéman (hemizigéta)
5. csak néhany human jelleg Y kromoszémahoz kotott: sz6rds fil
6. Y-kromoszémahoz koététt jelleg okozhat sterilitast (Férfiak sterilitasi rendellenessége)
7. Y-kromoszémahoz kotétt betegség: retinitis pigmentosa, ami a leggyakoribb formaja az

oroklott retina degeneracionak (az 6roklédése lehet autoszémalis recessziv, autoszomalis
dominans, X-kromoszémahoz kotott és anyai oroklédés, az érintett géntél fiiggben)

Mitokondrialis orokl6dés

(lasd abra)

1.

2.

a mitokondriumok csak az anyatdl szarmaznak

ha egy né mitokondridlisan 6rokl6dé jelleggel rendelkezik, akkor minden utéda 6rokli a jel-
leget

ha egy férfi rendelkezik mitokondrialisan 6rokl6dd jelleggel, akkor az utédai nem 6roklik
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4. csak egy allél van jelen minden egyénben, ezért dominanciarél nem beszélhetiink

5. mitokondrialis betegség példaja: MELAS szindroma (Mitokondrialis Encefalomiopétia, Tej-
sav aciddzis és Stroke-szer( epizddok) érinti az agyat, és az idegrendszert és az izmokat;
tiinetei az izomgyengeség, fajdalom, srtoke-szerl epizddok, agykarosodas, lataszavar,
demencia, tejsav aciddzis és ataxia.

Anyai hatas

(lasd abra)

1. azutdéd fenotipusat az anya genotipusa hatédrozza meg: a géneket mindkét szulétél 6roklik
az utédok, de a fenotipust nem az utdd, hanem az anya genotipusa hatdrozza meg

2. acitoplazmatikus 6roklédésben egy jelleget meghataroz6 géneket csak egy szUul6tél 6rokli
az utdd, altalaban az anyatdl

3. agenetikai anyai hatas akkor kdvetkezik be, amikor a petesejt citoplazmajaban 1évd speci-
fikus anyagok esszencialisak a korai fejlédésben

4. az utod fenotipusa nem feltétleniil azonos az anya genotipusaval
5. az utdd fenotipusat az anya genotipusa hatarozza meg, nem pedig a fenotipusa

6. sem az apa sem pedig az utdd sajat genotipusa nem képes befolyasolni az utéd
fenotipusat

7. az anyai hatasu gének a férfiakon keresztil jutnak a kovetkezé generacidokba

Nem altal befolyasolt jellegek

1. anem altal befolyasolt jellegeket autoszomélis gének hatarozzak meg és a mendeli torvé-
nyek szerint 6roklédnek

2. az autoszémalis gének eltéréen expresszalédnak a férfiaknal és a néknél
3. egy meghatéarozott jelleg kénnyebben expresszalédik az egyik nemben
Kopaszsag — egy nem altal befolyasolt jelleg

= a haj korai kihullasa a fej elején és tetején

= a kopaszsag mintazata egy autoszomalis jelleg, ami a férfiaknal valészinlleg dominans, a
néknél pedig recessziv

= férfiak s n6k is 6rokolhetik barmelyik szil6tél

= a férfiaknak elegendd egyetlen allél a kopaszsaghoz

= andknél két allél sziikséges a jelleg kifejez6déséhez

= akopaszsag néknél sokkal gyengébben jelentkezik

= akopaszodasért felelSs allél kifejez6dését a férfi nemi hormonok eldsegitik
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DD dd
dd
B&iﬂ ) dd
I ol Lom
1/2dd 1/2dd

Nem altal limitélt jellegek

1.

2.

3.

a nem altal limitalt jelleget autoszémalis gének kodoljak, de csak az egyik nemben fejezé-
dik ki

a jelleg nem taldlhaté meg a masik nemnél

a nem altal limitalt jelleget barmelyik szild 6rokitheti az utdédnak

Férfiakra korlatozott korai pubertds — egy nem altal limitélt jelleg

egy autoszémalis dominans allél okozza, mely csak fiikban fejezédik ki

a lanyoknak normadlis a fenotipusa

a fitk korai pubertason esnek at 4 éves kor korl

az érintettek fertilisek

a jelleg nagyon ritka, az érintett fiuk altalaban heterozigétak

a korai pubertason atesett férfiak, ha normal genotipusu nével hazasodnak, az utédok 50%-
ba 6rokiti a felelds allélt, de csak a fiukban fejezddik ki

ha egy heterozigota né hazasodik egy egészséges férfival, akkor a fiaik 50%-a lesz érintett
korai pubertasban

a betegség a luteinizalé hormon (LH) receptorat érinti

normal pubertas soran a filkban az LH emelkedett szintje serkenti a tesztoszteron termelést,
ami stimulalja az anatomiai és fizioldgiai valtozasokat

a hibas LH receptor stimulalja a tesztoszteron termelést az LH hianyaban is

a hibas allél miatt a fiuk nagy mennyiségl tesztoszteront termelnek mar nagyon fiatalon

a hibas LH receptorok a nékben is megtalalhatok, akik hordozzak a korai pubertaseért felelés
allélt, de a jelenléte nem eredményezi a betegség kialakuldsat, mert a follikulus stimulalé
hormon és az 6sztrogének is szilkségesek az LH mellett

Dd dd

B O

1/2Dd 1/2Dd (affected)
1/2dd 1/2dd (normal)
All normal
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23.9. POPULACIOGENETIKA

Bevezetés

A populaciégenetika egyedek csoportjanak genetikai felépitésével foglalkozik, és vizsgalja a genetikai
Osszetétellk valtozasat. A populaciégenetika az idealis populacidkat vizsgalja, melyek egymas kozott
sikeresen szaporod6 egyedeket foglalnak magukba. Az egyedek dsszes génjét egyittesen pedig gén
pool-nak, gén allomanynak nevezziik. igy a gén pool a populaciéban 1évé dsszes egyed dsszes allél-
ja.

Mivel egy populacié a gén pool valtozasai soran alakul ki, igy a populaciégenetika az evolUciot is vizs-
gélja. A populaciégenetika ezek mellett tanulmanyozza a csoportok kozotti és csoporton belili allél
variaciokat és az evollciés hatdsokat, amik meghatarozzak a genetikai variaciok mintazatat.

Az oroklodést befolyasol6 faktorok
Egy populacié oroklési mintazatat szamos faktor befolyasolja:

1. A populécié mérete: A populacio elég nagy ahhoz, hogy véletlenszer(i események ne
okozzanak random génvesztést pl. nincs genetikai sodrodas.

2. Mutéciok: a vizsgalt gén lI6kuszan nem szignifikdns a mutacids rata.

A parvélasztas az egyedek kozott véletlenszer( (panmitikus/homogén populacio).

4. Ujegyedek nem vandorolnak be a populéacioba és nincs elvandorlas sem pl. nincs gén-
aramlas az azonos fajbdl all6 szomszédos populacidk kdzott.

5. Szomszédos populéciok: egy gén alléljanak nincs szelekciés elénye vagy hatranya.

w

A genetikai sodrodas, mutéacio, parvalasztas, migracio és természetes szelekcio egyitt vagy kulon-
kilon befolydsolhatja a gének transzmisszidjat generéaciorél generaciéra. Ha egyik befolyasolé faktor
sem miikédik a populaciéban, akkor a populécid alléljainak relativ aranya (allél frekvencia) allandé.
igy a populacié genetikai egyenstlyban van (ekvilibrium).

Genetikai variacio
A genetikai variabilitast harom mechanizmus tartja fenn:

1. random fertilizacio
2.  kromoszomak random szegregacidja
3. crossing over/rekombinacié

A genetikai variaciok fenotipusos eltéréseket is okozhatnak. Sok variacié molekularis szinten van jelen
a genetikai kdd redundanciaja miatt, igy eltéré6 kodonok ugyanazt az aminosavat kédoljak. Két egyed
képes ugyanazt a fehérjét szintetizalni, még akkor is, ha a DNS-Uk eltérd. A genetikai variabilitas az
evollcié alapja, valamint befolyasolja a populacié valtozé kérnyezethez valé alkalmazkodasanak ké-
pességét is.

Genotipus gyakorisagok

(lasd el6adas abra)

A gyakorisag egy arany vagy egy szazalék, amit tizedes tortben fejeziink ki. A populacié genotipus és
allél frekvenciai a populacio gén pooljat reprezentaljak. A genotipus gyakorisag kiszamitdsahoz 6sz-

szeadjuk az adott genotipussal rendelkezd egyedek szamat és elosztjuk a populacio teljes létszama-
val (N). Egy harom genotipussal, AA, Aa, aa, rendelkez6 I6kusz esetén a genotipus gyakorisagok (f):
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f(AA) = AAegyedekszama
Aaa) z

flAq) = Aa egyedek szama
' N

aa egyedek s7ama
N

flaa)

A genotipus frekvenciak 6sszege mindig egyenlé eggyel.

Allél gyakorisadgok
(lasd el6adas abra)

A populacié génallomanya szintén jellemezhetd az allél frekvencidkkal. Mindig kevesebb allél van,
mint genotipus. A genotipus az allélok idéleges 6sszekapcsolddasa. Az egyedek az allélokat a kdvet-
kez6 generacidba a gamétakkal juttatjdk tovabb. Az allél gyakorisagokat a genotipusok szamabdl
vagy gyakorisagabdl szamolhatjuk ki a kdvetkezéképpen. Osszeszamoljuk a populacidban 1évé vizs-
galni kivant allélek szamat és elosztjuk a populacio teljes allélszamaval.

Allél szama
Osszes allél szama

Allél gyakorisaga=

Egy két allélos I6kusz esetén (A, a) az allélok gyakorisagat p és q jeldli (lasd késébb), és a kdvetkezb-
képpen szamolhatjuk:

Szimbolumok: naa, Naa, €S Ngy reprezentdlja a AA, Aa, és aa egyedeket, az N mutatja az 6sszes egyed
szamat a populacioban. A szamlal6t 2N-nel osztjuk, mivel az egyedek diploidok, ezért két alléljuk van
az adott génre nézve.

Ha ketténél tébb alléllal rendelkezd I6kusz allél gyakorisagait szeretnénk meghatérozni, akkor ezeket
a genotipusok szaméabol szamolhatjuk ki. Ehhez ki kell szamolnunk az allélok szamat, gy hogy a
homozigotakat kétszer vesszilk és hozzaadjuk a heterozigotak szamahoz, mivel 6k hordozzak a vizs-
galt allélt, majd elosztjuk a populacid Iétszamanak kétszeresével (diploidok).

Ha a harom allél A, A” és A®, akkor ebbél a hat lehetséges genotipus A'A", A'A®, A'A® A’A% APA®,
APA°,
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Ha egy X-kromoszomahoz kotott allél gyakorisagat szeretnénk kiszamolni, akkor ugyanezeket a sza-
balyokat kell hasznélni. Ugyanakkor nem szabad elfelejteni, hogy a nék két X kromoszémaval rendel-
keznek, mig a férfiaknal csak egy X kromoszéoma van. A nék lehetnek homo- vagy heterozigétak
(XX, X3X®, vagy X*X?). A férfiak viszont hemizigétak (XY vagy X2Y). Az X* (p) allél gyakorisagat
akarjuk meghatarozni, akkor elészor az X" allélok szamat kell meghatarozni: az X*X* nék szamat
kettével szorozzuk, majd hozzaadjuk az X*X* nék szamat és az XY férfiak szamat. Ezt kovetsen
elosztjuk a lokuszon 1évd allélok szamaval, ami a nék és férfiak egylttes l1étszamanak kétszerese.

-
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A Hardy-Weinberg térvény
(példakeért lasd el6adas diak)

A Hardy-Weinberg térvény az egyik legfontosabb elv a populaciégenetikaban. A térvényt egymastol
fuggetlenil két kutato alkotta meg 1908-ban, Godfrey H. Hardy és Wilhelm Weinberg. A matematikai
formula leirja a szaporodads hatasait a genotipus és allél gyakorisdgokra a populacidban. Egy
autoszémalis két allélos I6kusz esetén a Hardy-Weinberg torvénynek megéllapitdsai érvényesek a
populaciéra ha:

1. A populaci6 elég nagy, és random a pérvalasztas, nincs mutacid, migracioé vagy természe-
tes szelekcid.

2. Az allél gyakorisdgok nem valtoznak.

3. A genotipus gyakorisagok stabilizdlédnak egy generaciot kovetéen. Ez azt jelenti, hogy
megvaltozhatnak mar az els6é generacioban a random parvalasztas soran, de egy random
parvalasztas elengedhetetlenil szilkséges, hogy a genotipusok Hardy- Weinberg aranyt
mutassak. Ezt kdvetéen a genotipus gyakorisagok, ahogy az allél gyakorisagok nem val-
toznak addig, mig a populacio a Hardy-Weinberg torvénynek megfeleléen mikodik.

A Hardy-Weinberg térvény kimondja, hogy amig a feltételek teljestiinek, a szaporodas édnmagaban
nem valtoztatja meg az allél vagy genotipus frekvenciakat és az allél gyakorisagok hatarozzak meg a
genotipus gyakorisagokat.

Nem elfelejtendd:

= p = A allél gyakorisaga
= (= a allél gyakorisaga
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= p=AA+% Aa=A allél gyakorisaga

= (g =aa+ % Aa=aallél gyakorisaga

- ptqg=1

= Megkaphatjuk ezeket: q = 1-p és p = 1-q

= 2pq = heterozigéta genotipus gyakorisag

- p®= homozigéta dominans genotipus gyakorisag
- g°= homozigéta recessziv genotipus gyakorisag
- p+2pg+gi=1

Ha a genotipusok az elvart aranyoknak megfelelen p?, 2pq, és ¢, akkor a populacié Gn. Hardy-
Weinberg egyensulyban van. Ha a populacié Hardy-Weinberg egyensulyban van, akkor az allél
gyakorisdgok hatarozzak meg a genotipus gyakorisagokat.

A Hardy-Weinberg térvényt csak akkor lehet hasznalni, ha

= az organizmus diploid

= csak ivaros szaporodas létezik

= ageneraciok nem fednek at

= a parvalasztas véletlenszer(

= a populacio mérete megfeleléen nagy

= az allél gyakorisagok megegyeznek a két nemnél
= nincs migracié, mutacio és szelekcid

A Hardy-Weinberg torvény képes a gén frekvencidkat kiszdmolni a genotipus gyakorisagokbol. A
szamolt gén gyakorisdgokat hasznalja, hogy megéallapitsa az elvart genotipus gyakorisdgokat a kovet-
kez6 generacioban. Képes meghatarozni, hogy a populacié genetikai egyensulyban van-e. Segitsé-
gével meghatarozhaték a hordozok gyakorisaga is (autoszomalis recessziv, X-kromoszémahoz kotott
recessziv 6roklédés).

A Hardy-Weinberg tdrvény Kkiterjesztései
(példakat lasd el6adasban)

A Hardy-Weinberg térvény alkalmazhaté tobb allélos és X-kromoszomahoz kotott allélok esetén is.
Altaldban a genotipus gyakorisagok az egyensulyi allapot alatt az allél gyakorisagok négyzetei. Az
allél gyakorisagok négyzetét hasznalhatjuk akkor is, ha olyan I6kuszt vizsgalunk, ahol tébb, mint két
allél talalhat6. Egy autoszémalis I6kusz esetén, ahol harom allél van, A*, A* és A%, hat genotipus Iéte-
zik: A'AT, ATAZ ATA® APA%) APA® és APA%. A Hardy-Weinberg torvény alapjan, az egyensdlyi allapot-
ban a genotipus frekvenciak az allélok gyakorisagatél fuggnek. Ha az A1, A2 és A3 allélok gyakorisa-
ga p, q és r, akkor az egyensulyi genotipus gyakorisagok az allél gyakorisagok négyzetével egyezik
meg:

pt=flAalal
Ipg = flA'AY)
g = flAtAY)
2pr = flA'AY)
2gr = flA%AY)

E
]
L
—r
=
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Egy két allélos X" és X?, X-kromoszémahoz kotott I6kusz esetén 6t genotipus lehetséges: X*X*, X*X?,
XX, X2, és X2Y. Mivel X-kromoszomahoz kotott génrél van szé, igy a nék két alléllal rendelkeznek,
igy a genotipus gyakorisaguk az allél gyakorisagok négyzete. Az X* és X allélok gyakorisaga p és q.
Az egyensulyi genotipus gyakorisagok néknél (p+q)° = p°. Mivel a férfiaknak csak egy X kromoszéma-
juk, gy csak egy alléljuk van, a genotipus gyakorisdguk megegyezik az allél gyakorisaggal: X*Y=p és
X®Y=q. Egy kromoszémahoz kététt recessziv allél gyakorisaga férfiaknal q, mig néknél q2. Ha egy X
kromoszémaéahoz kotott allél ritka, akkor a jelleg sokkal gyakoribb lesz férfiaknal, mint néknél.

Nem véletlenszerii parvalasztas

A Hardy-Weinberg térvény egyik feltétele a véletlenszer(i parvalasztds. Ha ez nem teljesil, akkor
megvaltoznak a genotipus gyakorisagok. A nem random parvalasztasnak két tipusa van:

1. Pozitiv asszortativ parvalasztas: karakter preferencia pl. magas emberek magas embere-
ket preferalnak, az alacsonyak pedig alacsonyakat.

2. Negativ asszortativ parvalasztas: eltéré karakterek valasztasa pl. magas ember alacsonyat
vélaszt.

Nem véletlenszerii parvalasztas egy tipusa — beltenyésztés

rokonok kozotti kapcsolat

minden gént érint

eltérést okoz a Hardy-Weinberg eloszlastol

noveli a homozigétak aranyat és csokkenti a heterozigétak aranyéat a populéciéban
a beltenyésztési koefficiens hatarozza meg (F= 0-tél 1-ig valtozik)

arMwbdPE

Ha beltenyésztés alakul ki, akkor a genotipusok gyakorisaga valtozik:

.
—
I

p*+ Fpg
flda) = 2pg — 2Fpg

flar) = ¢* + Fpq

Természetes szelekcio

Természetes szelekcid akkor Iép fel, ha a populacié tobb utédot hoz Iétre, mint amit a kdrnyezet fenn
tud tartani. Ezért versengeniik kell a talélésért. Ha az adaptiv jellegeknek van genetikai alapja, akkor
az az utddokban tovabb 6roklédik és a genotipus nagyobb gyakorisaggal jelenik meg a kdvetkezd
generacioban. Ha egy jelleg reprodukcios elényt hordoz, akkor folyamatosan erésddik a populacidban,
hiszen a popul4cié jobban tud altala alkalmazkodni a kdrnyezethez. A természetes szelekcié serkenti
az adaptaciot. Csak a legjobb adaptacios képességi egyedek élnek tul és képesek szaporodni.

A koérnyezeti faktorok szelekcids tényez6kként hatnak (biotikus és abiotikus tényezdk). A természetes
szelekcié hatasa a populacié gén allomanyara a genotipusok fitnesz/ratermettség (W) értékétol
fugg. A fitnesz a genotipus relativ reprodukciés sikerét mutatja.

= Egy fundamentdlis elképzelés az evolucios tedridban a ,fitnesz": a tulélés és a szaporodas
képessége.

= A szaporodas a kulcs: evolucios ratermettséghez az organizmusnak tovabb kell adnia a gén-
jeit a jov6 generacioinak.
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= Alap feltételezés: a ratermettebb egyedek nagyobb mértékben jarulnak hozza a kdvetkezé
generaciohoz, mint a kevésbé ratermettek.
= Aratermettebb egyedekben talalhaté gének végul uralkodéva valnak a populaciéban.

A genotipusok eltéré fitnesze idével a genotipus frekvenciak megvaltozasahoz vezet, ami pedig a
genotipust meghatarozo allélok gyakorisaganak megvaltozasat okozza. A szelekcids koefficiens (s)
a genotipus ellen hato relativ szelekciés nyomast mutatja, amit a fitheszbdl szamolhatunk ki: s=1 - W.

A szelekci6 tipusai:

1. Szelekci6 a recessziv alléllal szemben: a heterozigétak tovabbra is hordozzak a recessziv
allélt, igy a szelekcio igen hosszu folyamat ebben az esetben.

2. Szelekcio a dominans alléllal szemben: a kévetkez6 generaciéo mar nem mutatja a domi-
nans fenotipust.

3. Szelekci6 a részleges dominanciat okoz6 alléllal szemben

4. Overdominancia (heterozigdzis)

5. Underdominancia

A szelekcié két tipusa (4-5-0s) specidlis esetek, melyek egyensulyi allapothoz vezetnek, ahol mér
nincs tovabbi allél gyakorisag valtozas. Overdominancia esetén mindkét allél elényds a heterozigotak-
ban, igy egyik allél sem szelektalodik ki a populéciobdl. Underdominancia esetén a heterozigétaknak
alacsonyabb a fitnesze, mint a homozigétaknak, igy az underdominancia bizonytalan egyensulyt okoz.

Osszefoglalas: A természetes szelekcio megvaltoztatja az allél gyakorisagokat. A véaltozas iranya és
mértéke a szelekcié erésségétdl, az allélok dominancia viszonyatol és az allél gyakorisagoktol fugg.
Az irdnyit6 szelekcid egy allélt tamogat a tébbivel szemben, és ezéltal a preferdlt allél populécién beli-
li fixacidjahoz vezet. Az overdominancia stabil egyensulyt hoz létre, mivel mindkét allélt megtartja po-
pulaciéban. Az underdominancia instabil egyensulyi helyzetet teremt, mert a heterozigétaknak alacso-
nyabb a fithesze, mint a homozig6taknak.

Mutéacio

Minden genetikai variacié mutacidk Gtjan alakul ki. A mutacié az 0] allélok forrasa a populaciéban.
Altalaban egy mar meglévé allélt alakit 4t egy masikka. Lehet elényds, hatranyos vagy semleges a
kdrnyezettdl figgben. A hatranyos mutécio soran létrejovd allélok szelekcios hatas ala kerulnek, és
csak akkor maradnak a génallomanyban, ha recesszivek (,rejtve” a heterozigétakban). A mutéciok
befolyasoljak az allélok gyakorisagéat. Befolyasolhatjdk egy genetikai variacio elterjedésének sebessé-
gét egy masik variacié ellenében. Amikor a populaciéra csak egyetlen evoluciés erd, a mutacié hat,
akkor az allél gyakorisagok idével megvaltoznak, mivel az allélok atalakulnak. Végiil ezek az allél gya-
korisagok elérik az egyensulyi allapotot, és aranyuk csak az eléremutatd és visszafele hatdé mutaciok
fliggvénye. A mutécios rata minden génnél alacsony és lassu folyamat. igy az egy generéacioban ki-
alakul6 allélikus valtozasok nagyon ritkak és hosszi idd sziikséges ahhoz, hogy a mutacié révén a
populacié elérje az egyensulyi allapotot. Ezaltal a mutacios ratadk hatdsa a Hardy-Weinberg egyensuly-
ra elhanyagolhaté.

Migrécio
A migréacio az egyedek vandorlasa egyik populaciébdl a méasikba. Két tipusa ismert:

1. Bevandorlas: az egyedek a populacidba vandorolnak
2. Kivandorlas: az egyedek elhagyjak a populaciot

A genetikai migracio a gének vandorlasat jelenti, nem pedig az egyedek vandorlasat, és génaram-
lasnak nevezzik. A génaramlas megvaltoztathatja az allélok gyakorisagat a populaciéban, azaltal,
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hogy uj allélt hoz a populaciéba. A véltozas mértéke a génaramlas soran a migracié kiterjedésétél és a
befogadd illetve forras populaciok kdzotti allél gyakorisagok eltérésének mértékétdl fligg.

A migracios teljes hatasa kett6s:

1. Gatolja a genetikai divergenciat a populaciok kozott.
2. Noveli a genetikai variabilitdst a populacion belil.

Ha a populacidk nagyok, akkor a migraciénak nincs vagy csak nagyon kicsi hatdsa van az allél gyako-
risdgokra. Ha a populaciok kicsik, akkor a génaramlas nagy hatassal lehet az allél frekvenciakra. A
migracié megnoveli a populaciok méretét, és gatolja az allélok fixalodasat.

Genetikai sodrédas (drift)

A genetikai sodrédas a génfrekvenciakat valtoztatja meg véletlenszerli események soran generacio-
rél-generaciora. Amikor a populacio létszama nagy, a parvalasztas véletlenszer(i és kornyezet allan-
do, akkor az allél gyakorisagok allandék maradnak minden generéacidban. igy effektiv populacio méret
esetén a felnéttek szama (a szaporodoképes néstények és himek) és azok gamétai jarulnak hozza a
kovetkezd generaciéhoz.

Az elvart aranytél vald eltérés egyik oka limitalt minta méret, amit mintavételi hibanak (statisztikai
eltérést okoz) hivunk. A mintavételi hiba kialakul, amikor a gamétak egyestilnek az utéd létrehozasa-
hoz. Ha a populéci6 létszama kicsi, akkor csokkent szamU gaméta hozza létre az utédgeneracio
egyedeit. A szerencsén mulik, hogy melyik gamétdk vannak jelen ebben a populaciéban, és melyek
vesznek részt az utédok létrehozdsaban, igy a mintavételi hiba okozhat allél gyakorisag valtozast,
amit genetikai sodrédasnak nevezink. Ha a populacié mérete csdkken, az allél gyakorisagok néhet-
nek, csokkenhetnek, vagy allélok teljesen elveszhetnek. Amikor egy allélbél csak néhany kdpia van
jelen, a genetikai sodrédas hatasa nagyobb, ha nagyobb képiaszamban van jelen, akkor a hatas ki-
sebb. A genetikai sodrodast befolyasolja a nemek aranya is: a génallomanyban a gamétak fele a hi-
mektél, mig a masik fele a néstényektdl szarmazik. Tovabbi faktorok, amelyek befolyasoljak az effek-
tiv populacié méretet: az egyedek kdzotti reprodukcids sikerességbeli eltérések, fluktuacié az egyed-
szamban, a populacio kor felépitése, és a parvalasztas véletlenszerilisége.

1. Alapité hatas (Iasd el6adas abra)
= Amikor egy kis egyed csoport (alapité populacio) Uj koléniat hoz létre egy foldrajzilag el-
szigetelt tertileten.
= Amikor a populacié egy kis csoportja kivalik a populaciobél és Ujat hoz létre.
= A populéciéban cstkkent a genetikai variabilitas.
= Ez allél fixaciéhoz és/vagy speciaciéhoz vezethet.
= Példa: Amish migracié Pennsilvanidba: Ellis-van Creveld szindréma.

2. Palacknyak hatas (lasd el6éadas abra)
= Drasztikus létszamcsokkenés kdvetkezik be a populacidban (vulkankitdrés, foldrengés
stb.
= Az allélok szama cstkken, és az allélgyakorisagok megvaltoznak.
= Csokken a genetikai variabilitas.
= Kisebb populacié nem képes alkalmazkodni a nagyobb szelekciés nyomashoz.

23.10. FEJLODESGENETIKA

Megjegyzés: a ndvények tobbsejtlisége az allatok orszagatél kilénalld modon fejlédott ki — ebben a
részben az allatok fejlddési mechanizmusairdl olvashattok.
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A rész megértéséhez elengedhetetlen az el6adasdiak ismerete.

Torténelem

A fejlédésbioldégia az embrioldgia tudomanyteriletébdl fejlédott ki. 1894 kordl Wilhelm Roux Iétrehozta
a kisérletes embrioldgiat (lasd eléadasdiak). Ugy vélte, nagy parhuzamok vannak az ontogenezis
(egyedfejl6dés) és az evolucié kozott. Azt gondolta, hogy a tudomany idével fel fogja tudni deriteni
ezeket. Azt mondta, hogy az evolucié alapja az organizmus fejlédésének 6roklédé valtozasa, a morfo-
l6giai strukturak végleges formaja novekedéssel alakul ki, igy a morfologiai evolucio a fejlédés evold-
cijaval érthet6 meg. Ez iranyu nézetei nagyon hasonléak Darwin elméletéhez, aki az evoluciét
“descent with modification”-ként (leszarmazéas maédosulasokkal) definialta.

“Unity of type”

Mar nagyon koan felfedezték, hogy él6lények bizonyos strukturai nagyon hasonléka, Etienne Geoffroy
Saint-Hilaire azt mondta erre: “Isten az allatokat egy alap testterv alapjan teremtette, az adaptaciok
masodlagosak” - a morfolégiai evolucié irja le ezeket a masodlagos adaptacidkat. A “unity of type”
elmélet a homoldgidkat irja le és azt tartja, hogy az alap testtervet néhany szabéalyozé elem maédositja
az adott organizmusban. Példa: 5 4gu sugaras (pentadactyl) végtag: emberi ujjak, féka uszony, madar
szarny (lasd eléadasdiak).

Carl Ernst von Baer (1791-1876) munkéaja soran embriokat hasonlitott ssze és vizsgalatai soran azt
talalta, hogy egy nagyon hasonl6 fejlédési allapot/nagyon hasonlé fejlédési allapotok alakulnak ki az
egymassal rokonsagban 1évd (azonos torzsbe tartozd) allatok kézott. Az embrionalis fejlédés ezen
korai stadiumaban (a gasztrulaciot és neurulaciot kdvetéen) a halak, kétéltiek, hillék, madarak és
eml6ésok embridi atmennek egy nagyon hasonld fejlédési allapoton, majd az idé elérehaladtaval a
fejlédési utvonalak elvalnak egymastél és az embriok egyre jobban felismerhetévé és besorolhatéva
valnak (rend, csalad, faj). Megfigyelései alapjan torvényeket alkotott, melyeknek maig nagy hatasuk
van a tudomanyteriiletre.

Von Baer térvényei

1. ... egy nagyobb csoport altalanos bélyegei korabban jelennek meg az embri6 fejlédése
soran, mint az egyedi tulajdonsagok.” Mik ezek a kdzo6s, altalanos bélyegek az emliésdknél
és az embernél? A vel6csé a hati oldalon, gerinchur, elébél kopoltylinyilasokkal,
szemholyagok, zarodott idegrendszer (ami a kezdeti szakaszon kiszélesedik, ahol az agy
fog fejlédni). Ezek a sajatsagok korabban alakulnak ki, mint azok, amik megkuilénboztetik a
csoport tagjait, példaul a végtagok, tollazat, ...

2. LA kevésbé altalanos jellegek az altalanosabbakbdl fejlédnek ki, mindaddig, amig a
legspecialisabbak is megjelennek.

3. Egy adott faj embriéja ahelyett, hogy az ,alacsonyabbrend(” fajok felnétt allapotain
mennének at, egyre inkabb eltérnek téle.

4. A ,magasabbrend(i” allat embridja sohasem hasonlit egy ,alacsonyabbrend(” felnétt
allatra, hanem csak annak embrigjara”

Osszefoglalva

,Az altalanosabb sajatsagok, amelyek k6z0sek egy allatcsoport minden tagjanal korabban fejlédtek ki,
mint azok a specidlisabb sajatsagok, amelyek a csoport kiilénbdzé tagjait megkilonboztetik.”

Klaus Sander sokat vizsgalta ezt a fejl6dési allapotot, mely soran a kiilénb6z8 gerinces osztalyok na-
gyon hasonlé morfoldgiaval rendelkeznek, ezt a stadiumot filotipikus stddiumnak nevezte el 1983-ban.
A meleg6z6 fejlédési szakaszok igen nagy kilénbséget mutatnak még kézeli rokonok esetén is, azon-
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ban a fejl6édés mindig beletorkollik ebbe az allapotba, igy viszont von Baer torvényei csak akkor iga-
zak, ha a kiindulasi pont a filotipikus stadium.

Haeckel biogenetikai térvénye

Ontogery does not recapitulate phylogeny

Am | a shark now?
Am | acrocodile! IS

strippedscience.com

»az ontogenezis a filogenezis rekapitulacioja” (témaoren)

Ez nem azt jelenti, hogy az egyedfejl6dés (ontogenezis) megismétli az egyed elédeinek fenotipusat,
sokkal inkabb azok fejlédési torténetét, de mdodositasokkal és lerdvidiilve (lasd von Baer torvényei). A
torvény ir egy “terminadlis addicid” nevi jelenségrél is, ami a fejlédésbioldégiaban azt jelenti, hogy egy
torzs evolucidja soran Uj szakaszok adddtak hozza a régi fejlédési utvonalhoz, igy valtoztatva meg a
fenotipust. A termindlis addicié nyomon kévethetd a fejlédés soran, hiszen el6szdr a régi jelelgek je-
lennek meg, majdezek mdédosulnak tovabb, példaul a laposhalak farokuszoi: a fejlédés soran el6szoér
dificerk farokuszo jelenik meg, ami a tid&shalakra jellemz8, majd heterocerk, ami a tokfélékre és ezt
kovetben alakul ki a kifejlett laposhalakra jellemz& homocerk farok (lasd el6adas dia).

Testterv

A génjeink toébbsége (t0bb ezer) hozza létre az altalanos testtervet, ezek teszik az organizmus élévé.
Ezek a gének sejtszintl mechanizmusok kodolasaért felelések, nem sok valtozatossagot mutatnak a
kilonboz6é torzsek kozott. Ezek a gének nem tirik jéla mutaciot, a bennik Iétrejott valtozasok ritkan
eredményeznek élettel 6sszeegyeztethetd allapotot.

Minden nagyobb allatcsoportban (monofiletikus taxonban) felfedezhetd egy &ltalanos testterv, ami
meghatarozza a testrészek és szervek elrendezédését a kdrnyezettdl fliggetlendl.

Toolkit gének

A fentiekkel ellentétben ismeriink néhany tucat olyan gént (szamuk 100 ala tehet8), amik a fejl6dést
befolyasoljak, ezek mutécidja fenotipusos valtozasokat idéz el6, Uj formakat és funkcidkat alakithat ki.
Ezek a gének specifikusan a fejlédést befolyasoljak, féként adott részek névekedési ratajanak megha-
tarozasaval, vagy ndvekedési titemének befolyasolasaval.

Csupan néhany gén az, ami hatassal van a testtervet kodold génekre, ezek alakitjak ki a fejlédési
mintazatot. Ezeket a géneket nevezziik toolkit géneknek.

A toolkit gének felfedezése utan Ujraértelmezték az evollciot: ugyanabbdl az anyagbdl néhdny gén
hatasara igen eltéré morfologiaju élélény alakulhat ki. Ezzel a tudassal a morfologiai evolucié és az
atmenetek sokkal kdnnyebben magyarazhatéak, mivel sokkal kisebb valtozas elegend6 igen nagy
valtozasok eldidézéséhez a fenotipusban. Ezek a toolkot gének adjak a morfoldgiai evolucio alapjat.



GENETIKA

A toolkot gének univerzdlisak és konzervaltak, a tobbsejtl allatok kdzétt mindenhol megtalalhatoak és
tagjai sokszor ugyanazzal, vagy nagyon hasonld szereppel rendelkeznek minden élélényben, példaul
a pax5/eyeless gén a szem kifejez6dését indukalja a Drosophildban és egy egérben is.

Ezek a gének hatarozzak meg és irdnyitjadk az altalanos testterv expressziojat. Példaul a kigyok ge-
nomja kodolja a végtagnovesztéshez szilkkséges géneket (Distal-less genes), azonban ezek kifejez6-
dése gatolt, vagy igen alacsony szinti. Csak a mellkast kddolé gének fejezédnek ki a test teljes hosz-
szan, igy egy “csupamellkas” élélény jon létre a toolkit gének miikbdése altal.

Nemkodold szakaszok

Ha Osszehasonlitunk genomokat, feltlinik, hogy azok fehérjekddol6 régidiban nagyon kis kulénbségek
adddnak csak, még tavoli rokonok esetén is, azonban ha a nemkdédold, génekhez kapcsol6do szaba-
lyozé szakaszokat nézzik, igen nagy kulénbségek veheték észre. Mivel ezek a szakaszok a mutaciét
jobban toleraljak, mint a kddoldé szakaszok, tébb valtozas alakul ki és 6roklédik ezeken a szakaszokon.

Ezek a szabalyoz6 szakaszok (példaul enhancerek, silencerek) igen nagy hatassal vannak a fejlédés
szabdlyozésara és a génexpresszidés mintazat kialakitasara, ami a végsé morfoldgiat kialakitja. Ezen
szakaszok valtozdsa gydkeresen eltér6 morfolégigju allatokat tudnak létrehozni ugyanabbdl a gén-
készletbdl.

Allometrikus ndévekedés

Ha egyes részek névekedési rataka megvaltozik: felgyorsul, vagy lelassul, megvaltozik a morfolégia,
ebben az esetben beszéliink allometrikus névekedésrdl.

A képen egy ember és egy emberszabasu majom koponyajanak fejlédése latszik. A strukturak, a test-
terv kdzel azonos, azonban a kifejlett fenotipus mar nagy valtozasokat mutat. Az allometrikus néveke-
dés drasztikus valtozdsokat hozhat Iétre a testrészekben.

Kparucz 2004 {sojit)

Hangyakoloniakban allometrikus ndovekedéssel jonnek létre a dolgozdk, katonak és a kiralynd, amit
kils6 tényez6k alakitanak ki. Allometrikus ndvekedés soran jonnek Iétre a rovarok specialis szajszer-
veiis.
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A toolkit génekkel és szabalyozoelemekkel az evollcio egy alap testtervet valtoztat és a valtozasok-
hoz az evollciénak csupan néhany gén, vagy rovid szakasz megvaltoztatasara van szilksége. Ez egy
igen gazdasagos madja Uj részek, vagy akar teljesen Uj funkciok létrehozasara meglévé strukturakbal.
Az evolucio barkacsol, varial meglévé részeket, a toolkit gének pedig ehhez nyujtjak az eszkdztarat.

Néhany példa:

Az emlBsdk kdzeépfill csontjai olyan csontokbdl fejlédtek, melyeknek korabban az allkapocs csucsanal
toltéttek be szerepet.

Az driaspandanak 6 ujja van, a 6. ujja egy jarulékos (sesomoid) csontbdl alakult ki.

Hogyan képes néhany gén ekkora hatassal lenni a teljes test szervez6désére? Hogyan képes néhany
gén szabalyozni a fejl6dsést, a testrészek szamat, vagy a testrészek kifejez6dését?

A toolkit gének szigndl transzdukciés Utvonalakat indukalhatnak, legtdbbjik azonban transzkripciés
faktor, vagy sejtadhézids fehérje, sejtfelszini receptort kédol, vagy szekretalt morfogént, ami mintaza-
tot kialakitva Iétrehozz a poziciondlis informacidt. A toolkit gének Ugynevezett mestergének, ami azt
jelenti, hogy kifejez8désiik tébbszaz masik gén kifejez8dését indukélja, beinditva ezzel teljes fejl6dési
utvonalakat, teljes testrészek kifejez6dését (pl. még a lab visszandvesztését is szalamandrakban).

Hox gének

A Hox gének a toolkit gének kozé tartoznak.

Mas neveik: homeotikus gének, homeobox gének. Neviket egy jellemzd szakaszrol kaptak: szerkeze-
tikben talalhaté mindig egy 180 bp hosszu, 60 aminosavat kédold, Ugynevezett homeobox régié. Ez a
konzervalt régié a kotédésben jatszik szerepet, tartalmaz egy hélix-turn-hélix részletet.

Hox géneket minden tdbbsejtl élélényben talalunk, nagyon konzervalt szakaszok.

Erdekességképpen: a hox gének elrendezédése a kromoszémakon parhuzamos a testen térténd kife-
jez6déssel (anterio-poszterior iranyban, a faroktdl a fejig), ezt a jelenséget kolinearitdsnak nevezzik.

4 csoportjat kuldnbdztetjiik meg az allkapcsosoknal, ezeket nagy betiikkel jeldljik: hoxA, hoxB, hoxC,
and hoxD.

Pozicionalis informacioé

A sejtek sajat poziciojukat morfogénekkel és sejtkapcsolatokkal hatarozzak meg. Ezek tajékoztatjak a
sejtet arrél, merre talalhatdéak, ez a poziciondlis informacié.

A morfogének olyan anyagok, szignal molekuldk, amik a szervezet szdméara poziciondlis informéciot
nydjtanak jelenlétiikkel és koncentraciojukkal, igy adva informaciét a sejteknek, hogy melyik fejlédési
Utvonalat valasszak. Egyetlen morfogén képes kijeldlni a dorzo-ventrdlis, vagy az anterio-poszterior
irdnyt is, példaul a test hosszanti irdnyat, vagy a labak hosszat. (Ezek a molekuldk a génexpressziora
vannak hatassal.)

Fejlodés — sejtsintii mechanizmusok

A fejlédés egyetlen megtermékenyitett sejttel kezd6dik. El6szér a sejtciklus aktivalédik, majd a 1étrejott
sejtek specializalédnak.
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A szervezet minden sentje ugyanazt a genetikai anyagot tartalmazza, azonban a sejtek megosztjak a
kilénb6zé funkcidkat, amit génexpresszids eltérésekkel valosit meg, minden sejt teliesen egyedi és
karakterisztikus génexpressziéval rendelkezik. A génexpressziés mintazatot sejt-kapcsolatok és k-
I6nb6z6 kornyezeti faktorok befolyasoljak (pl. morfogének).

A fejlédésbioldgia célja, hogy megértse, hogyan alakul ki az élélény egyetlen sejtbél. Az embridban 4
folyamat elengedhetetlen a fejlédés soran: sejtosztodas, sejt specializacio, sejek kozotti interakcid és
sejtmozgas. A sejtek rendelkeznek egyfajta “memdriaval” sajat osztddasaikat €s pozicionalis informa-
cidjukat illetéen, majd elkotelezédéstikkor kialakult génexpresszios mintazatukat is. A fejlédés soran
kialakult valtozasok igy atoroklédnek az utédsejtekre.

A fejlédés soran a sejtek el6szor elkdtelez6dnek egy sejtsors felé (specified cells), ezt kdvetéen val-
nak determinaltta. Az elkotelezett sejtek revertalhatnak, mas fejlédési utvonalat valaszthatnak, azon-
ban a determindlt sejtek mar képtelenek ma sejttipussa valni. Ez azt jelenti, hogy a fejl6dés soran a
sejtek veszitenek potencialjukbdl és limitaltan specifikus funkciék ellatasara szakosodnak. A folyamat
kézben a sejtek specidlis kémiai és strukturdlis valtozasokon esnek at, melynek eredményeképpen
sokszor nagyon specializalt, osztddni képtelen sejtek jonnek létre.

Sejt specializacié

Egy sejt 3 mddon érheti el a differencialt sejt allapotat. Ezek az autondm specializacid, a kondicionalis
specializaci6 és a szincicialis specializacio.

Autoném specializacio: kizardlag belsé (intrinsic) faktorok befolyasoljak a folyamatot, teljesen fligget-
len a kdrnyezettdl. Intracellularis determinansok inditjak el a folyamatot: a szabalyozé faktorok (pl.
szabalyozéfehériek, mRNSek, small regulatory RNSek) egyenlétlen eloszldsa a citoplazmaban
asszimetrikus sejtosztddashoz vezet: az utédsejtek kiilonb6zé (mennyiségli) szabalyozé elemet fog-
nak tartalmazni, ez pedig a sejtek kulonbdzé utvonalakon torténd elkdtelez6déséhez vezet.

Kondicionalos specializacié: kulsé faktorok hatarozzdk meg a folyamatot, extracellularis faktorok
befolyasoljaka sejtek fejlédését. A folyamat soran a (blastomer) sejtek fejlédését olyan szignalok befo-
lyasoljak, amik pozicionalis informaciét adnak (pl. morfogének), vagy olyan szignalok, melyeket mas
sejtekkel cserélnek.

Szincicialis specializacié: rovarokban létezd specializacidés forma a fejlédés soran, melyben a korai
embridban egyetlen nagy sejt figyelheté meg sok sejtmaggal, amit szincicidlis blasztodermanek neve-
zunk. A szincicialis sejt citoplazmaja nem egyenletesen eloszolva tartalmazza a szabalyoz6 elemeket,
a citoplazmaban létrejovd kiilonbozé interakciok fogjak meghatarozni a sejtek sorsat.

Emberi fejlodés

A megtermékenyités soran a petesejt (ovum) és a spermium flzional, egyetlen diploid sejtet, zigétat
létrehozva. (Miel6tt a két pronukleusz (a spermium és a petesejt sejtmagja) fuzional, a DNS megkett6-
z6dik, a fuzié csak ezt kdvetden torténik meg.)

A sejtciklus aktivalédik, a zig6ta mitotikus osztédasokon megy keresztil, ami létrehozza egy tdbbsejti
embriét, amiben a sejtek még nem differencialédtak. Ezek az elsd osztédasok nem jarnak az embri6
méretének latvanyos ndvekedésével, csupan a sejtek szama nd. A folyamat végén 12-16 sejt alakul
ki, ezt nevezzik morula staddiumnak.

Anyai hatas

Az anya nem csak a leszarmazott genetikai allomanyéra van kihatassal, de 4torokit mas citoplazmé-
ban jelen lévd anyagot is. Az utdd a petesejt mitokondiumait is 6rokli. Bizonyos citoplazmatikus deter-
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minansok (pl. szabalyozé fehérjék, mRNSek, small regulatory RNSek) a citoplazméaban nem egyenle-
tesen helyezkednek el, ami asszimetrikus osztédashoz vezet: a keletkez6 utddsejtek kilonb6zé meér-
tékben részesliinek ezekbdl. Bar az 6rokolt genetikai allomany ugyanaz lesz minden sejtben, a kilon-
b6z6 szabalyozé faktorok miatt mas expresszidés mintazatot fognak kialakitani a sejtek, igy mas
fejlpdési Utvonalba kezdenek.

Az asszimetrikus osztddas eredményeképpen kialakulnak a zig6ta polusai. (A spermium kizarélag a
kromatinjaval és a centriolumaival jarul hozz4 az utédhoz.)

Morfogének determinaljak a differenciaciot a korai stadiumokban: ez fogja elinditani az ebriondlis és
extraembriondlis sejtek elvalaséat a 8 sejtes allapot utan (epiblaszt-hipoblaszt szegregéacio). Az extra-
embriondlis sejtek fogjak létrehozni a placentat (méhlepényt).

Az aktivalt szabalyozé fehérjéket kdvetben tovabb osztjak a részeket, egyre precizebben. A késdbbi
fejlédés soran aztan a sejtkapcsolatok is igen fontos szerepet kapnak.

A fejlédés a gasztrulacidval folytatodik (kialakulnak a csiralemezek: ektoderma, mezoderma és
endoderma), majd a neurulacioval (szétvalik a felszini ektoderma-neuroektoderma-ducléc), majd el-
valnak egymastol a szdvetek, kialakulnak a szomitak, zarodik a vel6csé.

Morfogének is fontos szerepet jatszanak a tovabbi fejlédés soran, pl. Hedgehog, Wnt, Notch, TGFR,
vagy receptor tirozin kinazok. A morfogének lehetnek inhibitorok, vagy indukaldk is, a szévetek kozott
diffuzidval terjednek, ami igy gradienst alakit ki azokban. (B&vebben lasd el6adas didk!)

Homeotikus mutaciok

A hox gének mutacioi sokszor szokatlan fenotipust eredményeznek, mely soran testrészek nem odail-
16 helyre nének. Példaul a Drosophila esetében a csap (antenna) helyére labak néhetnek, vagy 6ssze-
tett szem néhet a labra, a térzsre, vagy mashova a rovar testén.

eredményeznek, illetve ugyanez eléfordulhat bordak és csigolyak esetén is. Ha egy testrész, vagy
szerv abnormalis helyen jelen jelenik, “ektopikus™-nak nevezzik. Ektopikus szerveket és testrészeket
homeotikus mutaciok hozhatnak létre. PI.: a Drosophila ektopikus szemeket képes ndéveszteni azokra
a helyekre, ahol a pax6 gén expresszalédik: akar a labon is.

Atavizmus

Néha struktirak megjelenését kovetden alakul csak ki azok hox gén altali szabalyozottsaga.
Igy alakult a szarnyak megjelenése soran is az 6si izeltlabtiaknal. A szarnyak megjelenésekor
az evolucio soran kezdetben minden szelvényem megjelent 1 par szarny, majd a hox genek
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szabalyozésa miatt csak bizonyos helyeken kezdtek kifejezédni. A szabalyozo hox gének
mutacioi soran azonban megjelenhet egy korabbi evolucids allapot. A korabbi
evoluciosallapotra hasonlito fenotipus megjelenését atavizmusnak nevezzilk. A hox gének
szabalyozésa nélkil 8 (1) ujjunk lenne.

Osszefoglald

Génjeink tobbsége (tébb ezer) hozza létre az altalanos testtervet, ez kédolja a sejtszinti mechaniz-
musokat. A legtébb gén a kulénbdzd torzsek kdzott nem tér el nagyban. Ezek a gének nem toleraljak
jol a mutaciokat. Ezzel szemben ismeriink néhany olyan gént (100 alatti szamut), ami a fejlédésre
gyakorol hatast, mutacidi a fenotipust valtoztatjak meg, igy hozva létre (j formakat és funkcidkat. Ezek
a gének az ugynevezett toolkit gének (pl. hox gének). Ezek a gének biztositjak a fenotipusos evoldci-
Ot, az Uj forméak és funkciok gazdasagos létrehozaséat ugyanabbdl a kiindulasi ,anyaghdl”. Ezek a gé-
nek ugynevezett mestergének és expresszidjuk tobb szaz masik gén kifejez6désére van hatassal.

A fejl6dés soran (a differenciacio alatt) a sejtek veszitenek potencialjukbol, hogy barmilyen sejttipussa
alakulhassanak, annak ellenére, hogy a test minden sejtje ugyanazt a genetikai informaciét tartalmaz-
za.

A sejtek sajat helyzetiiket a szervezetben morfogének (kémiai anyagok) és sejtkapcsol6 struktirak
segitségével hatarozzak meg.

Az emberi differencialédas kezdS6pontja az aszimmetrikus sejtosztddas, mely okozdja, hogy a petesejt
bizonyos citoplazmikus determinansai (morfogének) egyenlétlenil oszlanak a citoplazmaban, igy egy
sejtosztddast kdvetden az utédsejtek kilonbdzdé morfogéneket fognak tartalmazni, ami mas iranyba
inditja el a kulénb6zd sejtekben a differencialédas folyamatat.

23.11. GENTERAPIA

Bevezetés

Szamos betegség ismert, melynek oka egy gén mutaciojara vezethetd vissza. Ezek a monogénes
oroklédési betegségek a Mendeli szabalyokat kdvetve 6roklédnek. Néhany példa a teljesség igénye
nélkul: fenilketonuria, Hurler kér, Duchenne féle izomsorvadas, sarjésejtes anémia, hemofiliak.

Jellemz6 ezekre a betegségekre, hogy sulyosak, a beteg életmindségét jelentésen rontjak és valddi
terdpia nem all rendelkezésiinkre.

A génterdpia ezeket a betegségeket kivanja gyogyitani a hibas DNS szakasz javitasaval. Ez tébb
modon is elérhetd:

= a hibas allél javitasa
= a hibas allél kittése, ,torlése”
= vad tipusu allél bevitele

A génterapia megkezdése el6tt mindig ellenérizni kell, hogy a beteg valéban a feltételezett gén muta-
ciéjat hordozza.
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Médszerek

DNS-t bejuttatni egy-egy izolalt sejtbe nem nagy technikai kihivas. Amikor azonban egy teljes szerve-
zet Osszes (vagy legalabbis szamos) sejtének genetikai allomanyat szeretnénk maédositani, rengeteg
komplex technikai problémaval szembesulink. A két f6 mddszertani iranyzat:

= Indirekt terapia: A szervezetbdl eltavolitott sejtek DNS allomanyat in vitro médositjak, majd
ezeket a sejtek juttatjdk vissza a szervezetbe.

= Direkt terapia: A modositott szekvenciat tartalmazo vektort kozvetleniil a szervezetbe juttat-
jak.

A génterdpia vektorai

Vektoroknak hivjuk azon agenseket, amik segitenek a megfelel6 DNS szakaszt bejuttatni a sejtekbe.
A génterapia vektorait két f6 csoportra oszthatjuk: viralis €s nem viralis vektorok.

Nem viralis vektorok:

= ,Csupasz” DNS

= lipoplexek: a DNS-t egy lipofil membranba csomagolva megnévelhet6 a transzdukcié haté-
konyséaga

= nanopartikulumokhoz kapcsolt DNS: az apré ,,gyéngyh6z” kététt molekula fizikai eszkozzel
juttathaté be a sejtbe (pl.: gene gun)

A nem viralis vektorok legnagyobb hatranya, hogy a transzdukcié hatékonysaga nagyon alacsony,
még a lipoplexek esetében is. Ezért ezek a vektorok csak indirekt terdpia esetén johetnek széba.
Elény az egyszeribb technikai kivitelezhetéség és az immunvalasz hianya.

Viralis vektorok

A virusok szaporodasahoz az 6rokité anyagukat be kell juttatniuk a megfert6zott sejt sejtmagjaba. Az
erés szelekciés nyomas alatt a virusok ezen apparatusa a végletekig kifinomult: a transzdukcié nagy
hatékonysagu, a szervezet szamos sejtjét képesek megfertézni. Kézenfekvd volt az 6tlet, hogy e tulaj-
donsagaik miatt a virusokat a génterapia vektoraiként lehetne alkalmazni. (a virusokrdl bévebben a
Virusok fejezetben)

Az alabbiakban talalhatdéak a génterapia céljara felhasznalt legfontosabb csoportok:

Retrovirusok: RNS virusok, melyek kédoljak az reverz transzkriptaz nevi enzimet, ami a virus RNS
alapu genetikai allomanyat a gazdasejtben atirja DNS-sé. Akar 8-10 kilobazis hosszlUsagu szakasz is
integralhaté ilyen moédon a gazdasejt genomjaba. A retrovirusok legnagyobb hatranya, hogy csak
osztddo sejteket képesek fertdzni illetve, hogy a genomba torténd inszercié kvazi véletlenszerl (lasd:
inszerciés mutagenezis, inszerciés inaktivacio)

Lentivirusok: A Retroviridae csalad egyik nemzetsége. Legfébb elénye a tobbi retroviralis vektorhoz
képest, hogy a lentivirusok képesek nem osztédé sejteket is megfertdzni.

Adenovirusok: Leginkabb gasztrointesztinalis és Iéguti fertézésekrdl ismert kettés szali DNS-t hordo-
z6 virusok. Ez a DNS nem integralodik a megfertézott sejtek genomjaba, a sejtek osztédasakor ,el-
veszhet’. Ez azonban azt is jelenti, hogy a véletlenszer( inszercié karos hatasaival nem kell szamol-
nunk. Legnagyobb hatranyuk, hogy mivel patogén virusok, az immunvalasz nem csak a transzdukcié
hatékonysagat csokkenti, de az immunrendszer tulzott valaszreakcidja, az anafilaktikus sokk a beteg
életét is veszélyeztetheti (lasd: Jesse Gelsinger).



GENETIKA | 249

Adeno asszociélt virusok: Az adenovirusok egy alcsoportja. Kisméretl, kettés szald DNS virusok,
melyek nem koérokozok ezért er6s immunvalaszt sem valtanak ki. Képesek osztddo sejteket is megfer-
tézni, azonban csak kis méretli DNS szakaszokat képesek hordozni (4,8kb).

A génterépia veszélyei
Mint minden beavatkozas a génterapia esetén is valés veszélyekkel kell szamolnunk:

= inszerciés mutagenezis: a beépllé DNS szakasz egy sejtciklust szabalyzé gént inaktival,
aminek malignus neoplazia lehet a kovetkezménye.

= egy esszencialis gén inszercios inaktivacioja

= aviralis vektor altal kivaltott immunvalasz. Jellemz6 az adenovirus vektorokra.

A megfeleld vektor és modszer kivalasztasaval torekedni kell ezen veszélyek minimalizalasra.

Génterapia a gyakorlatban

Sok monogénes betegség esetén elindultak a kutatdsok a génterdpia kifejlesztésére, szamos terapia
el is jutott a klinikai Il. fazisig (ezekrél részletesebben az eléadason), azonban jelenleg egyetlen keze-
Iés elérhetd a ,rutin” gydgyaszatban.

Az els6, az Eurdpai Unidban engedélyezett génterapia a Glybera markanév alatt forgalmazott
alipogene tiparvovec, ami a lipoprotein lipdz (LPLD) hianyt gyogyitja. Egy, az enzimben taldlhaté6 mu-
tacié okozza az aktivitas hianyat. Az LPLD tunetei chylomicronémia és a kronikus hasnyalmirigy gyul-
ladas. A lipoprotein lipdz vad alléljat adeno asszocialt virus hordozza, amit a combizmokba injektél-
nak. Az alipogene tiparvovec hatranyai a kezelés el6tt szilkséges immunszupresszié és a nagyon
magas ar.






FUGGELEK (MODSZEREK)

NUKLEINSAVAK

Izolalas

DNS és RNS szinte valamennyi él6 szévetbdl, sejtbdl, s6t akar holt szovetbdl is kinyerhetd. A nuklein-
sav izol4ciod torténhet fizikai-kémiai médszerekkel, kilonféle technikak alkalmazasaval. DNS és RNS
hasonl6 technikékkal izolalhatd, kilénbség csak az oldatok ¢sszetételében van. Nukleinsav-izolacios
technikak leirasa:

1.

Fenol—kloroform extrakci6

A vizben oldott mintat fenol:kloroform eleggyel keverjik, majd centrifugaljuk. Két fazis ki-
I6ndil el, a vizes fazis talalhato fellil, mig a fehérjék az also, szerves fazisban foglalnak he-
lyet. A nukleinsavak (egyéb szennyezddésekkel egyiitt, mint a sok, cukrok, stb.) a fels6 fa-
zisban talalhatok, ezt pipetta segitségével, a szerves fazis elkertilésével tavolitjuk el. A
DNS tovébbi tisztitasa a fenti Iépések megismétlésével torténik.

Ha a centrifugalas el6tt a minta-reagens elegy savas kémhatasu, a DNS kicsapodik, és az
also fazisban talalhato, mig az RNS a vizes fazisban marad (a DNS kénnyebben semlege-
sithetd az RNS-nél).

Szilard fazisu extrakcié (Boom madszer)

A nukleinsavak bizonyos korilmények kozott kétédnek a szilikat szilard fazishoz (Un.
kaotrép szerek jelenlétében, mint pl. a guanidium tiocianat, valamint ligos pH). Ezen ala-
pul a Boom-madszer. Az izolacio lépései a kdvetkezdk:

= Minta lizisslhomogenizéalés: Lizis puffer (detergenst és degradal6 enzimeket tartalmaz),
fizikai homogenizalas (dardlas, zizas stb.)

= Nukleinsav megkotése: Kaotrop anyagot tartalmazé puffert és szilikagyongyoket keve-
rink a minta homogenizatumhoz. A nukleinsavak ilyen kérilmények kézott hozzakotéd-
nek a gyongyokhoz.

= Mosés: A gydngyoket tébbszér mossuk, a szennyez6dések eltavolitdsa érdekében:
centrifugalassal 6sszegydjtjik a gydngyoket, a fellluszot kiontjik, mosodpufferrel 6ssze-
keverjuk. El6szor a kaotrép szert tartalmazé mosopuffert hasznalunk, majd ezt kdvets-
en ugyanezeket a Iépéseket alkohol-tartalmi moséoldattal tébbszor megismételjik.

= ElGcié: a nukleinsavakat elucios puffer segitségével levalasztjuk a gyongyokrél. Az eld-

oldatot.

Oszlopos nukleinsav tisztitas

Gyors szilardfazist extrakciéos médszer, alapja a szilikagyongy6s moédszer. Az oszlopban
talalhatdé membran szilard fazisként szolgal az extrakcié soran. A tdbbi komponens a Boom
modszerben leirtakhoz hasonl6. Az extrakcio 1épései:

= Lizis — Sejtek feltarasa a célpont (nukleinsavak) elérése érdekében. — szovet fizikai
roncsolasa, vagy lizis puffer a sejtmembran feltarasara.

= Nukleinsav megkdtése a szilikamembranra — A mintahoz etanol/izopropanol tartalmu
,binding” puffert adunk, majd az elegyet az oszlopra visszik és lecentrifugaljuk. — A
centrifugalis er§ hatasara a puffer athalad a membranon. Ha a puffer pH-ja és
sékoncentracioja optimalis, a nukleinsavak hozzakétédnek a membranhoz.
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= Mosas — Az atfoly6 eltavolitdsa utan az oszlopra mosopuffert pipettazunk. Az oszlopot
lecentrifugdljuk, a puffer a szennyez8déseket atmossa a membranon, csak a nukleinsa-
vak maradnak a membranhoz kétve.

= Ellcié — A mosopuffert eltavolitjuk, majd ellcids puffert visziink a membranra (ez lehet
egyszeriien dessztillat viz). A puffer felszakitja a kotéseket a membran és a nukleinsa-
vak kozott, és centrifugalaskor a tiszta nukleinsav-oldat athalad a membranon. Az igy
kitisztitott nukleinsav-oldatot tiszta Eppendorf csébe gydijtjik dssze.

Detektalas
Southern blot

A Southern Blot olyan molekularis bioldgiai technika, amelyet specifikus DNS szakaszok kimutatdsé-
ra alkalmaznak, és a komplementer egyszalil DNS szakaszok hibridizaciés képességén alapszik. A
modszer nevét felfedezéjérdl, Edwin Southernrél kapta. A technika leirasa:

1. A DNS-t specifikus restrikcidés enzimekkel hasitjak, hogy a fragmensek képesek legyenek
belépni a gélbe.

A fragmenseket gélelektroforézissel elvalasztjak (agardz vagy akrilamid).

Luagos denaturacié utan az egyszall fragmensek alkalmasak a hibridizaciora.

Egyszali DNS fragmensek atvitele membréanra.

A membréanon a fragmensek hibridizacioja jelolt probakkal (altaldban radioaktiv izotépjelo-
lést alkalmaznak). A jeldlt probak 6sszekapcsolddnak a komplementer szalakkal, amelyek
a gélen (és a membranon) egy specifikus poziciéban talalhaték.

6. Ajeldlt sav (band) detektalasa rontgen vagy fluoreszcencia alapjan.

aprpOD

A médszer alkalmas inszercios vagy deléciés mutaciok meghatarozasara egy bizonyos lokuszon be-
lUl, a l6kuszban taldlhaté szakasz hosszanak vizsgalata alapjan.

Northern blot

A maddszer hasonl6 a Southrern blot-hoz, azzal a kiildnbséggel, hogy a cél szekvencia ebben az eset-
ben RNS, mig a proba lehet egyes szali DNS vagy RNS darab.

A Northern blot |épései a kdvetkezdk:

1. RNS izolalasa sejtkulturabdl , (allati vagy emberi) szdvetekbdl, bakteridlis vagy élesztd kul-
turékbal, vagy més forrasbol.

2. Az RNS-eket méretik alapjan elvalasztjuk denaturalé (agaréz vagy akrilamid) gélen — a
denaturaldssal az RNS magasabb rendl szerkezetét megszuntetjik.

3. Az elvalasztott RNS transzkriptumokat pozitivan t6ltétt membranra visszik at.

Az RNS-hez jelélt (fluoreszcensen, enzimatikusan) préba hibridizalédik.

5. A hibridizaci6 detektalasa — a cél RNS jelenléte, mérete és a relativ mennyisége valik lat-
hatova.

Ea

Nem specifikus nukeinsavjelol6k

A nukleinsavakat UV fény alatt 260 nm-en tudjuk detektalni, de ezek mellett nem-specifikus markere-
ket is hasznalhatunk, ami igy a teljes DNS, vagy nukleinsav mennyiségét jeldli.

Mivel a nukleinsavak savas karakterliek, bazikus festékekkel festhet6ek. (Ezt ugy nevezzik, hogy a
nukleinsavak bazofilek.)
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Nukleinsav festékek 3 legfontosabb osztalya:

1. Interkaldlod festékek: a DNS szalak kdzé éplinek be, pl.: propidium-jodid (PI), etidiom-
bromid (EtBr), vagy daunomicin. Ezek a festékek hasznalhatéak példaul gélekben is.

2. Kis arokhoz két6d6 festékek: DAPI és Hoechst, lasd a képen

3. Egyéb nukleinsav festékek: példaul akridin narancs (AO). (Az akridin narancs képes k-
I[6nbséget tenni az egyes- és duplaszalu DNS koézoétt: a duplaszali DNShez kétédve zold,
mig az egyes szaluhoz kapcsol6dva vords fluoreszcens kibocséatassal rendelkezik.)

S |nterkalalé festék

Nagy arokhoz kot6dé festék
|—- Kiilsé kots

Kis drokhoz két6dé festék

Radioaktiv jeldlés

Radioaktiv izotépok

Radioaktivitds az a folyamat, mely sordn nem stabil (=radioaktiv) atommagok bomlanak.
Radioaktiv sugéarzas tipusai:

a: He atommagok,
B: elektronsugarzas,
y: elektroméagneses sugarzas

A molekularis biol6giaban és az orvostudomanyban a radioaktiv molekulak egyik legfontosabb para-
métere a féléletidejuk. A féléletid6 az az id6, ami az adott mennyiségl radioaktiv atomok felének el-
bomlasahoz sziikséges.

A leggyakrabban haszndlt radioaktiv izotépok és féléletidejik

Radioaktiv izotop Sugarzas Féléletid6
°*H B részecske 12,35 év
“c B részecske 5730 év
s B részecske 87,5 nap
p B részecske 14,3 nap
13 y részecske 8,1 nap
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A molekularis bioldgiaban a radioaktivitast a kovetkezé modokon detektaljuk:

= specialis fotopapirok (autoradiogréfiai film), PET, MRI, dgynevezett részecskedetektorok,
mint példaul: Geiger-Miiller szamlalé, szcintillaciés detektorok, ionizalé kamra.

= Nukleinsavak radioaktiv jel6lése soran olyan préba nukleotidokat kétlink hibridizaciéval a
FISh-hez hasonlé médon, amik radioaktiv foszfatot (**P) tartalmaznak.

- Hasznéalhatjuk még tovabba a timidin-beépiilési médszert, ahol radioaktiv bazist (°*H- or *C-
timidint) épitiink be a DNS szalba éI6 sejtekben: a radioaktiv bazisokat tapanyagforrasként
tessziik elérhetévé a sejteknek, amik igy beépitik azokat az Uj DNS szalakba.

FISH: szekvenciaspecifikus nukleinsavjelolés

A FISH sz6 jelentése fluoreszcens in situ hibridizacio, ami specifikus RNS, vagy DNS szakaszok de-
tektélasara, vagy azonositasara hasznalhat6 citogenetikai modszer.

Roévid szekvenciaspecifikus préba DNS-sel DNS motivumok, szekvenciaspecifikus préba RNS-sel
pedig RNS szekvenciak azonosithatéak. Ezek a szekvenciaspecifikus prébak attdl specifikusak, mert
komplementerei a vizsgalni kivant DNS, vagy RNS szekvencidnak. Ezek a révid komplementer szaka-
szok fluoreszcensen jeldltek, igy téve Oket detektalhatéva. Erre a célra ugyancsak hasznalhatdéak
radioaktiv anyagok, vagy biotin is.

Folyamat: Megfelel6 proba szakaszokat kell tervezniink, amik elég nagyok ahhoz, hogy hibridizalni
tudjanak, de nem tul nagyok ahhoz, hogy az gatolja a kotédést.

Els6ként denaturaljuk a vizsgalt nukleinsavat (formamiddal, vagy hével), majd hozzaadjuk a jeldlt kis
préba oligonukleotidokat és megfelelé koriilményeket biztositunk a préba szakaszok hibridizaciojahoz
(kotédéséhez) a komplementer szakaszokhoz (ez hozzavetélegesen 12 éran at zajlik). Ezt kévetéen
tébb mosasi lépés soran eltavolitjuk a nem-hibridizalt oligonukleotidokat a rendszerbél és detektaljuk a
kot6dott szekvenciakat.
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jelolt oligonukleotidok
Minta DNS

AL

A komplementer
szakaszok kapcsolodnak

m&w&wm

Nukleinsavak elektroforézise

Az elvalasztas alapja: a toltéssel rendelkezd részecskék mozognak a homogén elektromos erétérben.
A mozgasuk sebessége a mérettdl és a toltéstdl fiigg. A kisebb és erésebben toltétt részecskék gyor-
sabban mozognak, mint a nagyobb méretl és kevésbé toltott részecskék.

Anod

é______<:) cathode
oo O e

Az elvalasztas hatékonysagat novelhetjik kilonb6zé matrixok hasznalataval, példaul kiilénb6zé gé-
lekkel, de a mérések mas kdzegben, példaul pufferekben is elvégezheték.

Gélelektroforézis
A nukleinsavak elektroforézisét altalaban gélekben végezziik.

A gélelektroforézis soran a legfontosabb jelenség, hogy a kisebb molekulak kénnyebben mozog-
nak/jutnak ekresztiil a gél matrixan, mint a nagyobbak.

A két altalanosan hasznalt gél:

Agaréz: poliszacharid vizes szuszpenzidja, ami keresztkétéseket alakit ki egy forralasi és hiitési fo-
lyamat soran. A slirliséget ebben az esetben az agar koncentracidja hatarozza meg. Agaréz gélekkel
altaldban vizszintes irAnyban térténik az elvalasztas

Poliakrilamid gél (=PAGE): akrilamid és biszakrilamid 3 dimenzios polimerje, ahol a molekuladk kova-
lens kotéssel kapcsolodnak egymassal. Fizikai tulajdonségai jobbak, mint az agar6z gélé. A gél péru-
sainak méretét a monomerek koncentracioja hatarozza meg. Ebben az esetben az elektroforézis féleg
figgbleges pozicidban zajlik. Felbontasa jobb, mint az agardz gélé.
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Denatural6 gélelektroforézis

A gélelektroforézis kivitelezhetd nem-denaturald és denaturdld kortilmények kozott is. A denaturdld
korilmények felbontjak az intramolekularis kélcsdnhatasokat, ami nagyon fontos az RNSek pontos
méretének meghatarozasa soran nagyon fontos.

Denaturalé gélelektrogorézis: altalaban RNSek és fehérjék elvalasztasara hasznaljuk. Nukleinsavak
esetén ureat, illetve gyakran DMSOt és glioxalt, formamidot hasznalnak RNS denaturalasara.

Nativ gél: olyan gélek, amik nem-denaturald korilmények kozottfutnak
Az analizis soran elvalasztast végziink és meg tudjuk hatarozni a molekuldk méretét egy létraval (is-

mert méret(i molekulakkal, amikhez a minta molekulait tudjuk hasonlitani).

j zsebek (well]  kiinduldsi pont

e ——— e o -

il

létra .
minta

A start ponttél mért tavolsagok és a molekuldk mérete k6zott logaritmikus az 6sszefliggés.

Klonozas

Klénozaskor egy DNS fragmentet illesztiink egy klébnozé vektorba, és a rekombinans DNS-t bevissziik
egy gazdaszervezetbe. A folyamat leirasa réviden:

Inszert DNS izolacio és tisztitas.

Vektor DNS izolalas.

Emésztés: a target DNS és a vektor emésztése restrikcios endonukleazokkal.

Ligalas: a target inszertalasa a vektorba.

Transzformacio: az inszertet tartalmazé vektort bevissziik kompetens baktérium sejtekbe.

Screening: a rekombinans molekulak atvizsgalasa PCR reakcioval (colony PCR), restrik-

cios emésztés, vagy DNS szekvenalas segitségével.

= Colony PCR: szamos koldnia ellenérzése, a plazmid jelenlétének igazolasanak céljabdl:
a target szelektiv amplifikdldsa utdn a terméket agar6z gélen megfuttatjuk, a gélkép
elemzésekor az inszert hosszara jellemz6 savot keressuk.

= Restrikcios emésztéskor a megfelelé restrikciés endonukleaz(ok) segitségével hasitjuk
a DNS-t, és az igy kapott fragmenseket agar6z gélen megfuttatva a rekombinans klo-
nokat keressuk.

= DNS szekvenalads: a rekombinans plazmidok legbiztosabb azonositasi modszere. A
DNS szekvenalas technikaja ugyanezen fejezetben talalhato.

oo hr bR
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Inszert: A vektorba bevinni kivant DNS szakasz. Mas szavakkal, a célgén, vagy target szekvencia. A
target forrasa lehet genomialis DNS, komplementer DNS (MRNS szalrdl szintetizalt cDNS), vagy PCR
segitségével amplifikalt DNS szakasz.

Vektor: extrakromoszomadlis cirkularis DNS molekula, amely a gazdasejtben fenntarthaté. Klénozas-
hoz gyakran hasznalt vektorok: bakteridlis és éleszté plazmidok, mesterséges kromoszomak (YAC,
BAC), bakteriofagok, vagy retroviralis vektorok. A plazmidok fontos jellemzéi:

= MCS: Multiple Cloning Site: szamos hasitasi helyet tartalmaz (olyan szekvencia, ahol rest-
rikciés endonukleazok szelektiv modon képesek elhasitani a plazmidot). A hasitas utan a li-
gazok az inszertet képesek a vektorba beilleszteni. A modszer segitségével a kutatd a
plazmidon ismert poziciéba illesztheti be az inszertet.

= Szelekciés marker: Olyan szakasz a vektoron, amely lehetévé teszi a sikeresen transzfor-
malt sejtek kivalogatasat. Gyakran hasznalunk erre a célra antibiotikum rezisztencia géneket
(pl. Ampicillin, Kanamycin rezisztencia).

= A vektor tartalmazhat an. riporter géneket is, ezek a sikeresen transzformalt sejtek atvizs-
galasara szolgéalnak. A B-galaktozidaz enzimet kédol6 gén j6 példa, amelynek génterméke a
szintelen X-gal molekulat egy kék szinl termékké hidrolizalja. Ha az inszert betranszforma-
|6dott a B-galaktozidaz lacZa szakaszaba a vektor MCS-ében, az enzim nem termelédik. Ha
X-gal-t tartalmazé, an. szelektiv agarlemezen tenyésztjik a baktériumsejteket, a transzfor-
malt sejtek koléniai kéknek latszanak, amennyiben a vektoruk nem tartalmaz inszertet, és
fehérek, ha a vektoruk tartalmazza a klénozandé DNS-szakaszt.

Ampicillin Resistance

e

pBluescript

Bac I
Hot I
Zha I
Bam HI
Bma I
Fst I
Eco BRI
Eco BV

Multiple Cloning Hite

|

Lae Z Gene

E. coli

Origin of
BEeplication

Clal
Bal I
Eho I
Apa I

Restriction Sites available in the Multiple Glun.in/ Enl

Zite
1. &bra:

a pBluescript plazmid altaldnos leirdsa.
Figyeljék meg az MCS-t, a hasitasi helyeket, és az ampicillin rezisztenciat hordoz6 szakaszt.

Restrikciés endonukleazok: olyan enzimek, amelyek a DNS-t specifikus szekvenciak mentén hasit-
jak el. A hasitasi helyek hossza 4-8 bazis kdzo6tt mozog. Kézilik szamos an. palindrom hasitasi hely,
azaz a nukleotidsorrend mindkét irAnyben azonos. Egyes restrikcios enzimek Un. ,ragadés” véget
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hoznak létre (vagyis az egyik szal ,tdllég” a masikon, pl. EcoRIl), masok tompa véget eredményeznek

(Smal):
GAATTCCCCGGG
CTTAAGGGGHCCC
2. abra:
Az EcoRlI és Smal enzimek hasitasi helyei

A target és vektor DNS azonos enzimmel térténé hasitasa megkdnnyiti a ligalast (kilondsen ragados
végl terméket eredményezé enzimek esetében).

DNS ligaz: Két DNS fragment 6sszekapcsolasara képes enzim (foszfodiészter kotést hoz Iétre a 3’ és
5" végek kozott). A restrikcios endonukleazok mellett alapvet6é kelléke a DNS szakaszok vektorba
torténd illesztésének.

Plazmid transzformacio: a plazmid felvétele Un. kompetens baktériumsejtbe. H&sokk vagy
elektroporacié segitségével a baktériumsejtek képessé valnak a vektor (és a benne talalhatd inszert)
felvételére. Ezutan a baktériumsejteket antibiotikum-tartalmd agarlemezre szélesztjiik. Csak a
plazmidot felvevé baktériumok rendelkeznek antibiotikum rezisztenciaval, igy csak ezek képeznek
kolénidkat. A kol6niakat ezutan folyékony tapoldatban névesztjik, majd a plazmidot izolaljuk.

Transzfekcié idegen DNS bevitele eukaridta sejtekbe. Megvalsithaté elektroporacié, lipofekcié és
mikroinjektalas segitségével. Lipofekcid esetében a vektrot liposzomakba csomagoljak, ami aztan a
gazdasejt membranjaval fuzional, a mikroinjekcié a DNS-t kézvetleniil a sejtmagba juttatja.

Mutagenezis: génmutécidk létrehozdsa a DNS mesterséges modositdsaval. A mutagenezis célja
lehet a gén funkciéjanak vizsgalata a gén szabalyozé elemeinek, vagy termékének modositasaval.
Létrejohetnek megvaltozott mikodési mutans fehérjék, amelyek esetenként az iparban is hasznosit-
haték. Random mutagenezis térténik, ha az élélényt mutagéneknek tesszik ki (UV, mutagén kemika-
liak). Az érdekes fenotipusi mutansokat ezutan kivalogatjuk. Mas technikak Gn. error-prone (hibazas-
ra hajlamos) PCR reakciot alkalmaznak, amelynek bedllitdsai ndvelik a hibas nukleotidok beépilésé-
nek esélyét. A mutaciét hordozo PCR termékeket ezutan expresszios vektorokba klénozzak, és az igy
termelt mutans fehérjét karakterizaljadk. A célzott mutagenezis soran korabban nukleotid anal6gokat
vagy vegyszereket hasznaltak a lokalizalt pontmutaciok I|étrehozdsdhoz, jelenleg mutagén
oligonukleotidokat alkalmaznak egy primer extenziés reakcioban DNS polimeraz segitségével, célzott
pontmutaciok, rovid delécidk, inszerciok létrehozasahoz. A kombinatorikus mutagenezis néhany DNS-
pozici6 médositasat jelenti, egy darab kihasitadsaval és annak egy mutacios kényvtarb6l szarmazé
szakasszal torténd helyettesitése segitségével. Az eljarads akkor hasznos, ha egy bizonyos tulajdon-
sagot akarunk kivalogatni. Az inszerciés mutagenezis alkalmas olyan gének azonositdsara, amelyek-
nek szerepilk van a karcinogenezisben, illetve bizonyos raktipusok biol6giai Gtvonalainak megértésé-
ben, génfunkcidk vizsgalatdban is hasznalhat6. A homolég rekombinacié médszere egy szervezetben
torténd specifikus mutacio létrehozasara hasznalhato. A sejtbe olyan vektort visziink be, amely a mé-
dositani kivant génhez hasonlit6 DNS-szakaszt hordoz. Ezutan a rekombinéaciés folyamatban a
kromoszomalis célgén lecserélédik. A moédszer hasznalhatd mutacié beépitésére vagy egy gén kiiité-
sére (,knock out” technika).


https://en.wikipedia.org/wiki/File:EcoRI_restriction_enzyme_recognition_site.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:SmaI_restriction_enzyme_recognition_site.svg
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Nukleinsavak analizise
PCR
gRT-PCR

A quantitativ reverz transzkripcié révén egy adott RNS transzkriptum mennyiségének valtozasat ko-
vethetjuk kilonb6z6 korilmények kozott (példaul egy adott kezelés mellett és kezelés nélkiil). Ebben
az esetben az RNS izolalast kévetden reverz transzkriptaz enzim segitségével valamennyi RNS mole-
kularél egyes szali DNS masolat (cDNS: copy) késziil oligo d(T) alkalmazasaval csak a mRNS-ek
masolédnak at, amikor is a 3’ poli(A) farok a templat). A szintetizalt cDNS-t hasznaljuk PCR reakcio-
ban gén specifikus primerek alkalmazasa mellett. Ilyen médon a reakcié exponencidlis szakaszaban a
PCR termék relativ mennyisége aranyos lesz a kiindulasi RNS mennyiségével.

Real Time PCR

DNS szekvenalas

A nukleinsavak interakcidi
EMSA- Electrophoretic mobility shift assay/elektroforetikus mobilitas eltolodas esszé

Gél retardacios vagy fehérjecsik eltolédasi modszernek is nevezik. Gyors é€s érzékeny mébdszer a
szekvencia-specifikus DNS-koto fehérjék detektalasara. Kvalitativ és kvantitativ meghatarozasra is
alkalmas technika. A mddszer alapelve, hogy a transzkripciés faktor szekvencia-specifikusan kotédik
az izotéppal jeldlt oligonukleotid probdhoz. A kotédés kdvetkeztében visszatartja a transzkripcios fak-
tor migraciojat a nem denaturald poliakrilamid gélben. Teljes sejtmagi kivonat és tisztitott faktorok is
hasznéalhatok a DNS-k&t6 fehérjék vizsgalatara.

A DNS/fehérje interakcio specificitasanak meghatarozasa

A DNS/fehérje interakcié specificitisanak meghatérozasdhoz és a komplexképzésben részt vevé fe-
hérje meghatarozdséhoz két gyakori megkozelitést alkalmaznak: kompeticié a jeldletlen kompetitor
DNS molekulaval és az antitest eltolédas (szupershift).

1. Jeldletlen kompeticio: Az izotéppal jelolt DNS proba hozzaadasa mellett, 50-100-szoros
moléaris mennyiségben adjuk a kompetitor DNS-t a reakci6 elegyhez. Kilénbdz6 reakciokat
készitlink a target DNS szekvenciat tartalmazo oligonukleotidokkal és a target szekvencia-
ban mutaciét hordozé oligonukleotidokkal. Specifikus kétédés akkor mutathaté ki, ha meg-
szlinik a kétédés az izotdppal jeldlt oligonukleotiddal.

2. Antitest szupershift: a DNS-k6t6 fehérjére specifikus antitesteket egyutt inkubaljuk a jeldlt
prébat tartalmazo kotési reakcid eleggyel. Ha az antitest felismeri a célfehérjét, akkor két
eredmény lehetséges. Ha az antitest nem gatolja a kotédést, akkor egy nagyobb molekula-
tdbmegli komplex jon létre, melyet egy Un, szupershift-ként detektalunk az
autoradiogramon. Ha az antitest gatolja a ktédést, akkor nem latunk jelet.

Modszer

Sejtmagi kivonat készitése

Fehérjekoncentracié mérés

DNS oligonukleotidok készitése

Az oligonukleotidok dsszekapcsolasa

A DNS prdéba jelolése

Koétési reakcio

Nem denaturalo poliakrilamid gél készitése és autoradiogréfia

Noor®DdDE
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A fehérje kivonatot teljes sejtbdl vagy sejtmagbdl készitjuk. A nukleéris kivonat mennyisége valtozé
lehet a kivonat fehérje koncentraciojanak és a vizsgalt transzkripciés faktor mennyiségének és kotési
affinitdsanak figgvényében.

A vizsgalat soran hasznalt proba tipusa és mérte a kisérleti felallastol fligg. Ha egy korabban azonosi-
tott DNS-k6té helyet szeretnénk vizsgalni, akkor szintetikus oligonukleotid prébara van sziikség. A
szintetikus kot6helyek létrehozasahoz két, egymassal komplementer egyes szali DNS
oligonukleotidra van sziikség, melyek tartalmazzak a vizsgaland6 szekvenciat, majd dsszekapcsoljuk
6ket (annealing). Az 6sszekapcsolas utan az oligonukleotidok tulnyulé 3’ végeket hordoznak.

A probak jeldlése a DNS végeitél figg. A 3’ tulnyuld végek esetén az 5°-3’ polimeraz aktivitdssal ren-
delkez6 T7 DNS polimerazt haszndljuk a jeldléshez. Az oligonukleotidok jeltlésének alternativ modja
P hozzaadasa az 5 véghez T4 polinukleotid kinazzal és y**P-ATP-vel. Ebben az esetben az
oligonukleotidokat tompa véggel kell szintetizalni.

A nem specifikus DNS —koté fehérjék kompetitoraként poly d[I-C]-t adunk a kotési reakciéhoz.
Kompetitorként szintén hasznéalatos az ultrahanggal térdelt lazac sperma DNS (ssDNS), habar altala-

megfelel6 kombinacidjat empirikusan hatarozzuk meg.

A jeléletlen DNS fragmenttel (azonos a szekvencigja a jelolt probaéval) végzett kompeticio alkalmas a
komplex képzddés és a DNS kotés specificitasanak vizsgalatara. A jeldletlen kompetitor DNS transzk-
ripcids faktorhoz val6 kétédése csokkenti a vizsgalt fehérje mennyiségét, igy csokkenti a jeldlt proba-
hoz két6d6 fehérje mennyiségét. Ennek eredményeként csdkken vagy eltlinik az a fehérje csik a gél-
bél, ami a vizsgalt fehérjébdl allé komplexet mutatna.

A DNS-ko6té helyekkel komplexet képezé fehérjék azonositasahoz a transzkripcios faktorra specifikus
antitestet adunk a kotési reakciohoz. Ezek az antitestek a komplexhez kétédnek, igy megvaltoztatjak a
komplex mobilitasat, amit szupershiftnek neveziink, vagy a gatoljak a komplex képz&dését, azaltal,
hogy lefedik a kétéshez sziikséges helyeket a transzkripcids faktoron, igy az nem képes a prébahoz
kotédni. Utdbbi esetben a komplexet jel6ld fehérje csik hianyzik a gélrél.

ChIP- Kromatin immunprecipitacié

A kromatin immunprecipitacié egyedi mddszer specifikus fehérjék és genomialis DNS szakaszok
kozotti kapcsolatok feltérképezésére. A modszer segitségével meghatarozhatd, hogy egy transzk-
ripcids faktor interakcioba lép-e a célgénnel. Vizsgalhat6 az is, hogy a poszttranszlaciés modifikacion
atesett hiszton fehérjék jelen vannak-e specifikus helyeken a genomban.

Moédszer

1. A sejteket formaldehiddel kezeljuk, mely keresztkétéseket hoz létre a DNS és a DNS-k6té
fehérjék kdzott

2. A kromatint izolaljuk a sejtekbél.

3. A genomidlis DNS-t ultrahanggal kezeljik, igy 200-1000 bp hosszlsagu DNS szakaszokat
kapunk, majd el6tisztitjuk a nem specifikus precipitacié csokkentése érdekében.

4. Az elbtisztitast protein A- vagy G-agaréz gyongyokkel végezzik el, melyeket elézetesen
ssDNS-sel blokkoltunk.

5. A célfehérjére specifikus antitesteket protein A- vagy protein G- agar6z gyéngyokhoz kot-
juk, majd a mintahoz adjuk.

6. A mintdkat a gyongyokkel inkubaljuk.

7. Az inkubéciot kovetben a gydngyodket mossuk, igy eltavolitjuk a nem specifikusan kotédott
fehérje-DNS komplexeket.

8. A fehérje komplexeket elualjuk a gyongyokrdl.
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9. A mintékat felmelegitjiik, hogy megsziintessiik a kovalens keresztkdtéseket.
10. A DNS fragmenteket kitisztitjuk a mintabdl és PCR-ral analizaljuk.

Footprinting

Footprinting segitségével meghatarozhatjuk azt a pontos DNS szakaszt, amihez meghatarozott
DNS-koto fehérjék kapcsolodnak.

Moédszer

1. Klénozunk egy olyan DNS szakaszt, ami tartalmazza a transzkripcios faktor két6helyét.

A DNS molekulak egyik végét radioaktivan jeldljik, altalaban radioaktiv ATP-vel.

3. A DNS-t DNaz | enzimmel emésztjik.
= DNaz | random modon hasitia a DNS molekulakat (enzimnek nincs felismerési szek-

vencigja)

4. Az emésztés eredménye radioaktiv fragmentek keveréke, melyben a legrévidebb fragment
egyetlen nukleotidbdl all.

5. Elektroforézissel elvalasztjuk a DNS fragmenteket.

6. Ha a transzkripcids faktor a DNS szakaszhoz kotédik, akkor a DNaz | nem képes megta-
madni a molekulat (a fehérje lefedi, ezaltal védi a hasitastol).

7. Amikor a fragmenteket elvélasztjuk, akkor a fehérje éaltal lefedett DNS szakasz hianyzik az
autoradiogrammrol.

8. A kapott rés a ,footprint”.

9. Ugyanazt a DNS mintat (a transzkripcios faktor nélkil) szekvenaljuk, majd a kapott Iétrat
Osszevetjuk a footprint autoradiogrammal.

10. A DNS pontos bazisszekvencigja leolvashat6 a szekvenalast kdvetéen. A keresett szakasz
megegyezik a footprinting soran kapott |étra hianyzo fokaval.

n

RNS interferencia

Az RNS interferencia (RNSi) soran egy specifikus mRNS degradacion esik at az an. kis duplaszalu
siRNS jelenlétében, melynek szekvencidja megtalalhaté az mRNS szekvencigjaban (egymassal
komplementerek).

Moédszer

A gének szerepének meghatarozasaval parhuzamosan megvizsgéalhatjuk az si RNS-ek hataséat a sej-
tek aktivitdsara. Az RNS interferencia segitségével vizsgalhaté a gének szerepe az eml8s sejtekben.
Ehhez a sejteket rovid dsRNS molekuldkkal inkubéljuk. Ahhoz hogy az RNS molekuldk bejussanak a
sejtbe lipid burokba kell 6ket csomagolni (transzfekcid), vagy a sejteket kell ugy médositani, hogy
maguk termeljék meg az siRNS molekulakat. A sejt belsejében az siRNs molekuldk szabalyozzak a
cél mRNS degradacidjat. igy a sejt nem képes a célgén altal kodolt fehérjét szintetizalni. A gének
funkciéjanak modell organizmusokban torténé vizsgalatahoz hasznalhatunk siRNS konyvtarakat (t6bb
ezer siRNS-t tartalmaznak) vagy olyan vektorokat, melyek ezeket az RNS-eket k6dol6 DNS szaka-
szokat tartalmaznak. Ezzel a modszerrel megvizsgalhatjuk a gén eliminaciojanak hatasat a kiiléonb6z6
sejtfunkciodkra.

Az iIRNS szerepe a sejtben

Az interferald RNS vélhetéen a genetikai immunrendszer egyik tipusa, ami védi a gazdaszervezetet az
idegen vagy nemkivanatos genetikai anyagokkal szemben (infekcid). Az interferal6 RNS-ek valészin(-
leg azért fejlédtek ki, hogy gatoljak a virusok szaporodasat és/vagy gatoljak a transzpozonok mozga-
sat a genomban. A sejtek a dsRNS molekulakat idegen molekulakként ismerik fel, mivel ezek nem a
sejt normal mikodése soran képzddnek. A duplaszali RNS elészor elhasitdédik rovid, kettdszald
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fragmentekre (21-23 nukleotid), amiket kis interferdl6 RNS-eknek neveziink (siRNS). A hasitast egy
specialis ribonukleaz enzim, a Dicer végzi. Ezt kovetéen a siRNS-ek komplexet képeznek, amit pre-
RISC-nek neveziink. Az RNS duplex egyik széala (vandorld szal) kettéhasitddik, majd levalik a pre-
RISC komplexrél. A masik szal (kovetd szal) beépil a RISC fehérje komplexbe. A RISC lehetdvé teszi
az egyszalu siRNS komplementer RNS szekvenciahoz kétédését. A kotédést kdvetben a cél RNS
elhasad a ribonukledz enzim aktivitasa révén. Minden siRNS szamos cél RNS destrukcibjat képes
kivaltani.

FEHERJEK

Fehérje kivonas (izolalas)

Léteznek specialis kivonasi és tisztitasi eljarasok, amik specifikusan adott fehérjék kivonasara lettek
kifejlesztve adott bioldgiai mintakbdl, azonban van néhany altalanos 1épés, ami altaldnos a kildnb6zé
izolaciés madszerek kdzott.

A kivonas a sejtek lizisével kezd8dik, ami kildnbdz8képpen kivitelezhetd, példaul folyékony nitrogén-
nel, ultrahanggal, fagyasztast kdvetd nagy nyomas kifejtésével, vagy kulénb6zé kémiai anyagokkal. A
megfeleld technikat a sejt tipusa szerint (baktérium, névény, gomba, eml8s sejt) és az ezt kdvet6 tisz-
titasi Iépések alapjan valaszthatjuk meg. Ez a |épés hatarozza meg a fehérje kihozatalat és minéségét
is. A lizist kovetéen el kell valasztanunk a nem-protein komponenseket, mint a nukleinsavakat, a
sejtorganellumokat specifikus kicsapasi technikakkal, vagy centrifugalasi Iépésekkel. A centrifugalas
soran el6szor a sejttérmeléket tudjuk elvalasztani a lizatumbdl, majd ki tudjuk csapni a nukelinsavakat,
majd elavlaszthatjuk azokat egy Ujabb centrifugalasi Iépéssel. A folyamat soran proteaz inhibitorok
hasznalata javasolt a maximalis kihozatal érdekében.

Az elvalasztast kdvetbéen a fehérjék tovabb tisztithatéak a célzott fehérje tulajdonsagai alapjan:
aminosavtartalom, méret, alak, netté téltés, izoelektromos pont, oldékonysag, hstabilitas, hidrofobici-
tas, kotédési viselkedés és egyéb tulajdonsagok.

Oldékonysag szelektiv kicsapas

Kilonboz6 kotédési/szorpcids képesség kromatografias modszerek, ioncserélé modszerek
Molekulasuly/méret Ulepités, centrifugalas, gélelektroforézis

Alak Ulepités, centrifugalas

Siriség Sirlség gradiens centrifugalas

Elektroforézis, izoelektromos fékuszalas, ioncse-

Toltés 1z .
rélé kromatografia

Kilonb6z6 kromatografias mdédszerek és immun-

Specifikus és nemspecifikus kétéhelyek technikak

Elvalasztasok
Centrifugalas

A centrifugalas soran az elvélasztast a létrehozott nehézségi gyorsulas hozza létre (g). Ezzel a
technikavala fehérjéket oldatban valaszthatjuk el. (Mas részecskéket is elvalaszthatunk a technikaval,
példaul sejteket, sejtorganellumokat, makromolekulakat, vagy kisebb molekulakat is.)
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Folyadékban a részecskékre hato erék: a felhajtéerd, a nehézségi erd és kildnbdz6 molekulak kdzotti
kolcsdnhatésok.

felhajtoerd

molekularis kélcsénhatasok

molekularis kéilesénhatasok

«— —

nehézségi erd

A centrifugalas soran a mintara haté nehézségi erét néveljik meg. A részecskék ennek hatdséara
slllyedni kezdenek a folyadékban méretiiknek, alakjuknak és siiriiségiiknek megfeleléen.

Gradiens centrifugalas

A grédiens centrifugélads egy specifikus centrifugalasi moédszer, ahol a centrifugalas soran siriiség
gradienst hasznalunk, legtdbbszor szacharézt, vagy cézium-kloridot, melyben a silriiség a centrifuga-
cs6 alja felé ndvekszik. A mintat (példaul sejtlizatumot) a gradienshez adjuk és igy centrifugalunk. A
részecskék sillyedni kezdenek és kuldnbdzd savokat (bandeket) hoznak létre a csdben: ezek sajat
slriséglknek megfelel helyet fognak elfoglalni. Ebben a technikaban kizarélag a slirliség jatszik
fontos szerepet, az alak és a méret kizardlag azt befolyasoljak, mennyi id6é alatt éri el az adott ré-
szecske a megfeleld bandet.

A szeparaciot kévetben a kuldnbdz6 frakciokat (bandeket) kilén csévekbe gyljthetjuk.

mi@

cukorgradiens

minta

minta
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Ultracentrifugalas

Ultracentrifugalasnak a magas hatékonysag miatt hivjuk ezt a technikat. A rotorok 600.000xg, vagy
akar 2.000.000xg gyorsulast is képesek elérni. Ennél a sebességnél mar a Iégellendllas is fontos té-
nyez0, ezért a készulék belsejében vakuumot hasznalunk.

Theodor Svedberg (Nobel dijas kémikus) készitette az elsé késziléket 1925-ben. A méréshdl sza-
molhaté a szedimentaciés allandd, amit Svedbergnek hivunk (ez figyelembe veszi a részecske
sillyedését, a centrifuga sebességét). A szedimentacids allandé karakterisztikus, jellemzd a ki-
6nbdz6  fehérjékre.  (Emlékeztetd: elevenitsd fel, hogyan  kilonboztetjilk meg a
riboszémaalegysegeket egymastél: 40S és 60S névvel illetjik 8ket, amiben az S az alegységek Ule-
pedési allandéjat jelenti, tehat ezeket 40 és 60 Svedberg Ulepedési allando jellemzi.)

Kromatografia

A kromatografia az egyik legfontosabb szeparacios mddszer a gydgyszerésztudomanyi kutatasokban.
Ahhoz, hogy megértsik a kromatografidt, meg kell ismerni néhany fontos definiciét.

A kromatografias elvalasztas egy all6 és egy mobil fazisbdl all. A mobil fazis szallitja a mintat a rend-
szeren és az allofazison keresztiil.

Az elvalasztas alapja: a mintaszallitd mobil fazis keresztiilhalad az all6 fazison és az elvalasztas a
minta allé és mobil fazis kozotti kilénbdzd megoszlasa miatt fog Iétrejénni. Mivel a részecskék kilon-

b6z6 mddon Iépnek reakcidba egymassal, a mintat alkotdé részecskék kulénbdzé idék alatt tudnak
athaladni az all6fazison, ez hozza létre a szeparaciot.

Az erbsebb kolcsonhatas lassabb atjutast jelent az alléfazison, mig azok a molekulak, amik nem Iép-
nek kdlcsdnhatasba (vagy kevésbé erds kolcsdnhatast hoznak létre) gyorsabban haladnak at rajta. A
részecskeék rendszerben toltott idejét ,retencios idének” nevezziik. A kromatogram a kromatografia
vizudlis outputja.

A mobil fazis lehet folyadék, gaz, vagy szuperkritikus folyadék
Megkuldnbdztetiink kilénb6z6 kromatografidas mdédszereket az alabbiak szerint:

= Gézkromatogréfia (GC): a mobil fazis gaz

= Folyadékkromatogréafia (LC): a mobilfazis folyadék

= Papirkromatogréfia (PC): az all6fazis papir

= Vékonyrétegkromatografia (TLC): az alléfazis egy sik vékonyréteg, mint a PC esetén

A mobil fazist hajtdé erd lehet kiilonféle: elektromos fesziiltség (elektrokromatografia), nyomas (a leg-
tébb kromatografias médszer), kapillaris hatas (sik modszereknél: papir és vékonyréteg kromatogréa-
fia).

Oszlopkromatografia

Az ,oszlopkromatografia” fogalma azt jelenti, hogy az elvalasztas egy oszlop alaku térben jon létre.
(A név nem hatarozza meg az interakcioét az alléfazis és a minta kdzott.)

Az egyik legszélesebben hasznalt technika, mivel mikroszképikus tartomanytdl a tébb méteres méretig
hasznélhato.

A képen lévé példan az allé fazis oszlopba csomagolva foglal helyet, megtoltjik az oszlopot a mobil
fazissal és annak tetejére poipettazzuk a mintat. Ahogy az oszlop aljan megnyitjuk a csapot, a minta
megkezdi atfolyasat a rendszeren. Az oszlopot folyamatosan utantéltjik a mobil fazissal (hogy a nyo-
mas allandé maradjon). A minta részei elvalnak egymastél, majd frakcidkra szedve kilon gydijtjik
Oket.
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wlldfézis
'packing"|
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megnyitjuk
- | acsapot

A leggyakrabban alkalmazott kromatografias médszerek az interakciok alapjan
Méretkizarasos kromatogréafia

Az alléfazis apro pordzus gélszemcsékbdl all, amik készilhetnek pl. agardzbdl, poliakrilamidbdl, vagy
dextranbdl.

Ahogy a mobil fazis a mintaval keresztil halad a rendszeren, a kisebb részecskék be fognak menni a
gélszemcsék porusaiba, mig a nagyobbak nem tudnak belépni ezekbe, igy csak megkeriilik azokat
(lasd kép). A kisebb molekulak, amik képesek bejutni a pérusokba igy hosszabb utat tesznek meg az
oszlopban, széval retencios idejik hosszabb lesz. A médszerrel méret alapjan tudunk elvalasztani.

loncserélé kromatografia

Az ioncseréld kromatografiaban az Aall6fazis toltétt felszinl szemcsékbdl all (ezek is lehetnek
gélszemcsék).

Az elvalasztas alapja, hogy az ellentétes toltésl részecskék kotddni fognak a gél felszinére. A kotés
er8ssége kuldénbdzé lesz a toltés er6ssége alapjan. A kdlcsdnhatasba 1€p6 részecskék lassabban,
vagy nem fognak atjutni az oszlopon.
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Pozitivan toltott
felszin(i gyongy

Negativan toltott
felszin(i gyongy

Pozitivan toltott

Negativan toltott
felszin(i gyongy

felszini gyongy

Affinitaskromatografia

Ebben a technikaban a gélrészecske fellletére specifikus anyagokat kotiink az alléfazis készitése
soran. Ezek a molekulak specifikusan tudnak kotni célzott molekuldkat a mintdbol. A megkététt mole-
kuldk nem fognak athaladni az oszlopon, mig minden mas igen. A nemko6t6dott részecskék atfolyasat
kovetben elualjuk (lemossuk) a megkdtodtt részecskéket, igy kilon gydjtjuk dket.
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HPLC = High Pressure (vagy High Performance) Liquid Chromatography azaz magas nyomasu (vagy
magas hatékonysagu) folyadékkromatografia

HPLC-vel olyan anyagok elvalasztasat végezzik, amik nem eléggé illékonyak a gazkromatografias
analizishez és nem is derivatizalhatdak illékonnyd a GC analizishez (ilyenek a fehérjék is). A miszer
magas nyomast hasznal, hogy a mintat keresztiljuttassa az all6fazison.

A hagyomanyos HPLC készilékek 400 bar, vagy akar tébb, 1200, vagy 1500 bar tilnyomassal dolgo-
zik. (Még magasabb nyomassal dolgozo késziilékeket neveznek UHPLC-nek=ultra high pressure
liquid chromatography.) Az analitika egyik legfontosabb késziiléke.

A HPLC-ben barmely folyadékkromatogréafids modszer hasznalhato.
Immunprecipitacio

Az immunprecipitacié egy olyan modszer, ami egy célzott fehérje (antigén) antitesten torténé precipi-
tacigjan (kicsapodasan) alapul. A folyamat hasznalhaté tisztitds, vagy koncentrélds soran is nagyon
specifikusan. Tisztithatunk a technikaval adott fehérjéket szovetlizatumbol. Hasznalhatjuk a modszert
arra is, hogy vizsgalni kivant fehérjéket lathatéva tegyiink példaul a Western blot soran.

Adott fehérjék izolacidja:

Antitesteket kothetlink agaréz gélszemcsékre azok Fc régiojan keresztil. (Specialis agaréz gél kétéd-
het a protein A, vagy a protein G régi6jahoz az antitestnek.)

A precipitaciét kdvetéen a célfehérjék centrifugaval elvalaszthat6. Az izolaciét kdvetéen tovabb vizs-
galhatjuk 6ket elektroforézissel.
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Fehérjék elektroforézise
(Az elektroforézisrél altalanosan. lasd nukleinsavak elektroforézise)

A fehérjék elektroforézise torténhet foyladékban, vagy gélben is. Altalaban denaturald korilményeket
hasznalunk, hogy elkeriiljik a 3D szerkezet zavar6 hatasat.

Denaturald gélelektroforézis: altalaban fehérjék elvalasztasara hasznaljuk (és RNSekhez). Fehér-
jéknél a denaturalé szer tipikusan SDS (natrium-dodecil-szulfat). és merkaptoetanol.

A detergens tulajdonsagu SDS a fehérjék hidroféb aminosavaihoz kapcsolodik, ez pedig erés negativ
toltést ad a fehérjének (az SDS szulfatcsoportja adja a negativ téltést). A molekula teljes hosszaban
kialakult negativ toltések taszitd erét fejtenek ki egymasra, ezért a fehérje ,kiterll”, elvesziti eredeti
diszulfidhidakat a merkaptoetanol redukalja, igy egységesen negativ fehérjemolekuldk jonnek létre,
amiknek toltése attol figg, mekkora a hosszuk! DE! a méret/toltés aranyuk allandd, ezért az elvalasz-
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tas soran csak az szamit, hogy mekkora a molekula, mennyire ,akad fenn” a gélmatrix térhalojan: igy
a kisebb molekulak gyorsabban képesek athatolni, mint a nagyobbak.

SDS el6tt Toltott oldallancok

hidrofob régiok

SDS utan

Az elektroforézis soran igy méret szerinti elvalasztast végezhetiink. A molekuldk vandorlasaval nem
csak elvalasztast végezhetiink, hanem meghatarozhatjuk pontosan a molekulaméretet is.

Fehérjek denaturald poliakrilamid gélelektroforézise (SDS-PAGE)

zsebek (start pont)
7
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A megtett tavolsag és a molekula mérete kdzott logaritmikus 6sszefiiggés all fenn.
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Fehérjék detektaldsa
Western blot (vagy immunoblot)

A Western blot egy gélelektroforézis |épéssel kezdddik (ez lehet nativ, amia fehérjék 3D szerkezete
alapjan valaszt el és denaturalo gélelektroforézis is, ami a méret alapjan valaszt el), mint az 6sszes
blot technika. Ezt kovetSen az elvdlasztott fehérjéket membranra visszik at (transzfer, a membran
altalaban nitrocelluldz), majd ezen tesszik a mintat lathatéva. A mintat antitestekkel jel6ljlk (im-
munjeldlés).

Immunjel6lés

Az antitestek nagy affinitassal és nagyon specifikusan kétédnek. Megkuldnbdztetiink monoklonalis és
poliklonalis antitesteket az antitestek specificitdsa alapjan. A poliklonalis antitesteket kiilonb6zé B
sejtvonalak szekretaljak (amik ugyanazt az antigént ismerik fel, azonban a molekula kilénb6z8 része-
ihez kotédhetnek). A monoklonalis antitestek ugyanabbdl a B sejtvonalbdl szarmaznak, kémiailag
teliesen azonosak. A molekularis bioldgidban az uUgynevezett monoklonalis antitesteket részesitjik
elényben, amik specialis részét ismerik fel a célfehérjének.

Az immunjeldlés 2 tipusat klldnbdztetjik meg: direkt és indirekt jel6l6ket.

A direkt mddszer esetén az antigénhez koétédé antitest jeldlt. Az indirekt médszer esetén specifikus
antitest kotédik az antigénhez, majd ezt kdvetéen az el6szor kétédott antitestet tesszik lathatéva egy
masik, jelolt antitesttel. Ebbenaz esetben az elészor kétédott antitest a primer antitest, a masodszorra
kot6dott pedig a secunder. Az indirekt modszer soran a jel erésebb lesz (jelerdsités zajlik) és lehetbvé
teszi a jeldlt secunder antitest tomegtermelését.

A médszerrel az antitestek kilénb6zd mdédokon jelélhetnek. fluoreszcens anyagokkal, enzimmel, ami
szines komponenst képez, vagy arany gyéngyokkel.

Direkt jeloles Indirekt jeloles

jelélé
!
_~eldlé ===—— masodlagos antitest

i elsadleges antitest
JV antitest JL/ E

i

__ Antigen Antigen Z
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Fehérjék analizise
Izoelektromos fokuszalas
Ezt a technikéat altalaban fehérjék elvalasztasara hasznaljuk.

A fehérjék pozitivan és negativan toltott csoportokkal is rendelkeznek. Ha a kérnyezet pHja valtozik,
valtozast hoz létre a téltésben, mivel ezek a csoportok protonalédhtnak, illetve deprotonalédhatnak.
Magas pHn a nettd téltés negativabb, mint alacsony pHn, ahol pozitivabb nett6 tdltést vesznek fel a
fehérjék.

H H
H_ | _H H H

Hh_m_ﬁl;‘,:!t _ ~ —~
| OH | oW
H—C—H -—+- H=={=—=H — H—{_—H
| H | H
& & &
P
@ “o=H d “of d Mo

alacsony pHn semleges pHn magas pHn

A fehérjék amfoterikus tulajdonsagokkal rendelkeznek, gyenge bazisként tudnak viselkedni savas
folyadékokkal szemben és gyenge savként bazikus oldatokkal szemben (a toltdtt csoportjaik miatt)

Az izoelektromos fokuszalas soran a fehérjéket pH gradiensbe helyezziik és egyenaramot kapcsolunk
a rendszerre (ez homogén elektromos eréteret fog létrehozni a pH gradiensben).

O0OO00000000

pH

13

10

Hozzaadjuk a mintamolekulakat, amik mozogni/vandorolni kezdenek az elektromos erétérben és a pH
gradiensben netto téltésiiknek megfeleléen (lektroforetikus jelenség). a Ph GRADIENS egy adott pont-
jan a fehérjék nem rendelkeznek téltéssel (nettd tdltésiik nulla), azon a ponton nem vandorolnak to-
vabb, hanem bandet alakitanak ki. (Mivel az elektromos erétérben csak toltéssel rendelkezd részecs-
kék mozognak!)

Az izoelektromos pont az a pont, ahol a fehérje netto toltése nulla.
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2 dimenziés (2D) elektroforézis

A kétdimenziés technikdk sordn a minta részecskéit 2 technikaval is elvalasztjuk egymast kévetéen.
Fehérjéknél az dsszes fehérje elvalasztasara altalaban a 2D elektroforézis egy izoelektromos fokusza-
las és egy SDS PAGE. A 2 tulajdonsag alapjan elvalasztott fehérjék (izoelektromos pont és méret) a
kiilénboz6 fehérjék egyedi foltokat fognak kialakitani.

pH
4

1 [}

\
7
10

SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

1. dimenzi6: izoelektromos fokuszalas

2. dimenzi6: SDS-PAGE elektroforézis

Tomegspektrometria (MS)

A tbmegspektrometria egy olyan analitikai technika, ami egy vizsgalt mintabdl nyert ionok tipusat és
mennyiségét képes meghatarozni azok tomeg-toltés (m/z) ardnyanak mérésével.

A mintat egy ionforras ionizalja, majd az ionok el lesznek valasztva tomeguk és toltésik alapjan (egy
tdmeg analizatorral). Az elvalasztott ionokat egy detektor méri. A Iétrehozott ionok rendkivil révid
életliek és reaktivak, igy az analizis vakuumban zajlik.

Az ionizacié (analizalhato ionok eléallitasa molekuldkbdl és atomokbdl) kivitelezheté kinetikus energi-
aval, fénnyel, elektromos, vagy kémiai energiaval. Az ionforrast kdvetéen egy ion optika is helyet fog-
lal, ami fokuszalja a mintat, biztositja, hogy az ionok azonos kinetikus energiaval és egy nyalabban
érkezzenek meg a detektorba. Ez az ion optika juttatja az ionokat a témeganalizatorba, vakuumba. A
tomeganalizator elvalasztja az ionokat témeg-toltés arany alapjan. A detektor az ionok intenzitdséat
méri és tomegspektrumot készit az iondramintenzitds és a fajlagos tdmeg alapjan.

Minta bevitel

. lon optika B li -tJ detekt
lonforras $ Eﬂ:’rkusaéld rendsaeﬂ* imeg analizator | e [ e ur]
vakum

adatfeldolgozd rendszer
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A feljebb leirtak alapjan a tomegspektrométer egy ionforrasbol, egy témeganalizatorbdl és egy detek-
torbdl all. Vakuum berendezések bhiztositjak a vakuumot és adatfeldolgozé rendszer dolgozza fel az
adatokat, valamint ez tartja ellen6rzés alatt a teljes berendezést.

lonforras

A tdmegspektrométer ionforrasa kilénb6z8 lehet. Néhany ezek kézul atmoszférikus nyomason, mig
masok vakuumban mikddnek.

Néhany fontos ionforras tipus: elektrospray (ESI), légkéri nyomason torténé kémiai ionizacio (APCI),
légkdri nyomason torténd fotoionizacié (APPI).

Elektrospray ionizacio: elektromos eréterrel hoz létre toltétt cseppeket, majd forrd nitrogén szaritégaz
zsugoritja a cseppeket, ami a toltéssel nem rendelkezé részecskéket tavolitja el a mintabdl. Légkori
nyomason mikodik.

A légkori nyomason torténé kémiai ionizacié nagyon hasonlé az ESlhez, egy porlaszté itt is cseppeket
készit, azonban itt koronakisiilések ionizaljak a mintat a gaz fazisban.

A légkori nyomdson torténd fotoionizacid soran olyan adalékanyagokat adunk a mintahoz (pl. tolu-
olt), ami erGteljesen elnyeli az UV sugarzast. A porlasztas soran az oldatot besugarozzuk UV fénnyel, a
mintat az adalék fogja ionizalni.

A legjobban elterjedt tdmeg analizator a quadrupol analizator (Q), az ion csapda (IT) és a repiilési id6
analizator (TOF).

A technikdt hasznalhatjuk kilonb6z6 folyadékkromatografiai elvalasztidokat kovetGen is a
proteomikaban.

Az MS hasznéalhat6 a fehérjék peptid fragmentjeinek azonositasaban, a fehérjék szerkezetének vizs-
galatdban, interakciok és porszt-transzlacios médositasok felderitésében, ...

Fehérje szekvenéalas

A szekvendlasi technika alapja az un. Edman reakcié, ami lehasitja az N-terminalis aminosavat a
peptid lanc végén.

A modszer elég komplex. Az elsé 1épés a fehérje emésztése, amit egy 2D kromatografia kovet (altala-
ban 2D oszlopkromatogréfia, vagy RP-HPLC). Edman reakcidval hasitjuk az N-terminalis aminosavat
fenilizotiocianattal. A levalasztott N-termindlis aminosavat témegspektrométerrel azonositjuk egyiket a
masik utan. Az emésztett részek szekvenaldsa sordn megismételjik a mintat mas enzimekkel, mas
hasitohelyekkel. A szekvenaldsokat kdvetben az atfedd szakaszok alapjan 6sszeillesztjik a szekven-
ciat.

Magneses magrezonancia (NMR)

Az NMR-aktiv atommagok magneses erétérben elektromagneses sugarzast nyelnek el, majd suga-
roznak vissza. A rezonanciafrekvencia jellemz8 az adott anyagra és fiigg az elektromos erétér erés-

ségétdl, valamint az atom izotépjanak tulajdonsagaitdl. A technikat elsésorban szerkezetvizsgalatra
hasznéljuk, példaul fehérjék 3D szerkezetének vizsgalataban.
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Rontgen diffrakcid
Vagy mas néven: Rontgen elhajlas

A ronthen sugéarszérddik és elhajlik az elektronburkon. Az interferencia miatt az interferalé réntgensu-
garak kis foltokat és koroket rajzolnak ki specifikus fotopapirra, ha azok kristalyositott anyagon halad-
nak at (példaul fehérjén). A sugarzas interferal a kilénb6z6 atomokrdl térténd szérdédas soran. Az
interferenciakép alapjan egy adott atom helye meghatarozhat6 a kristalyban.

A foltok méretébdl kdvetkeztethetlink az atomok minéségére (az adott anyag felépitésére). A mddszer
hasznéalhat6 nagy molekulak (példaul fehérjék) vizsgalatara is.

A technika fontos, mivel a DNS szerkezetének leirdsa rontgendiffrakciés képek alapjan lett megoldva
(Rosalin Franklin).

Réntgen diffrakcié

—

|

kollimator kristaly
rontgen forras minta

//// WS \

Foto film

Rontgensugarzas hatasara létrejott folt — X

Elhajlott réntgensugarak hatéséra létrejott Réntgendiffrakcids mintazat
foltok

Fehérjék interakcioi

Egy adott fehérjével (esetleg egy potencialis gydgyszer célpont) kapcsolatban fontos informacio, hogy
milyen més fehérjékkel 1ép interakcidba. A szekvencia adatok ismerete segithet, amennyiben ismert
domének funkciondlis csoportjai (specifikus kété aktivitas) talalhatok a fehérjében. A kdvetkezdkben
két madszert ismertetink roviden, amelyek fehérje interakciok feltarasara alkalmasak: pull-down (,le-
huzasi”) mbédszer és az élesztd két-hibrid esszé.

Pull-down médszerek

Ezek a modszerek in vitro, mindségi moédszerek fehérje-fehérje interakciok detektalasara. alkalmazha-
tok feltételezett kapcsolatok meger8sitésére, csali (bait) fehérjével kapcsolddd partnerek felderitésére,
sejt lizatummal végzett screening (szlrévizsgalat).

Altalanossagban a csali fehérjét N- vagy C-terminalis toldalékkal expresszaljuk (fuzids fehérje: a vizs-
galt fehérje affinitas tag-gel). A leggyakrabban hasznalt affinitas tag-ek: GST (glutation S-transzferaz:
glutationt kot); Hisg (6 hisztidin egymas mellett: kétérték( kationokat kot); biotin (sztreptavidint két). Az
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elicié (,lemosas”) médszere a toldalék tipusatdl fiigg (redukalt glutation, EDTA, alacsony pH). A csali
fehérje az affinitds oszlop anyagahot specifikus ligandon keresztiil kétédik. A vizsgalt anyag, amely
tartalmazza a potencialis koté partnereket (pl. sejt lizatum) az oszloppal, és igy a rakétédott csali fe-
hérjével inkubalddik. A nem koétédé molekulakat kimossuk, majd a koétédott fehérjéket elualjuk. Az
elualt fehérjék gél elektroforézissel, Wester blottal, vagy témeg spektrometridval analizalhatok.

A pull-down mddszerek hatranyai: ha az expresszalodott fehérje nem megfeleléen csomagolédott, a
koté affinitasa valtozhat; a toldalék (tag) hatassal lehet a csali fehérje szerkezetére és/vagy a kotéhe-
lyére; esetenként az elucié nem egyszer( feladat. Figyelembe kell venniink, hogy a feltart fehérje inte-
rakciok stabilak, vagy csak atmenetiek. Szdmos esetben a fehérje csak adott valtozasok utan
(foszforilacio, GTP-kétés) vélik alkalmassa mas fehérjék kotésére.

Eleszt6 két-hibdrid esszé

Ebben az esszében a két vizsgalt fehérjének az éleszté sejten belll (in vivo) kell egymassal kapcso-
latba kerilnie. Hogy lathatova tegyik ezt az interakciot, a két vizsgalt fehérjét két kildnb6zé
expresszios plazmidba kell klonoznunk, és az éleszt6 sejtet a két plazmiddal egy idében kell transz-
formélnunk. Az egyik plazmid tartalmazza az egyik fehérje kodold szekvenciajat fuzionalva egy
transzkripcios faktor egyik (DNS kété domén) részével. A masik fehérje (vagy egy screening konyvtar
= library tagjai) a masik plazmidban expresszalddnak faziéban a transzkripciés faktor masik (aktivaci-
6s) doménjével. Az élesztd sejt hordozza egy riporter (jelentéstevd) gén szekvenciajat, amelynek akti-
vitasa egyszer( (enzimatikus, kolorimetrias) médszerrel meghatarozhat6. Ha a vizsgalt fehérjék a
sejten belll kotddnek egymashoz, a transzkripcids faktor két doménje egymassal kontaktusba kerdl,
igy a riporter gén aktivitAsa mérhetévé valik. A fehérjék kapcsolodasa nélkiil a riporter génnek nincs
vagy csak minimalis az aktivitasa.

A Forster Rezonancia Energia Transzfer (FRET) (vagy Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transz-
fer) egy biofizikai jelenség, amelyet a molekularis biolégiaban molekularis interakciék nanométeres
skalan torténd vizsgalatara alkalmaznak. Egy fényérzékeny fluorofér molekula (donor), adott hullam-
hosszusagu fény elnyelésekor magasabb energiadllapotba keril (gerjesztédik). Mik6zben egy alacso-
nyabb energiaallapotba Iép vissza, fluoreszcencia formajaban energiat bocsajthat ki (emisszid). Ezen
kivll torténhet nem sugarzo tipusi energiaatadas is, amikor is a donor egy fogadd/vevd (akceptor)
fluorofér molekulanak dipol-dipol kélcsénhatason keresztill adja at az energiat. Lasd az alabbi
Jablonski-diagramot:
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Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram
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3. abra:
Jablonski-diagram a FRET abrazolasaval

Az energiaatadas hatékonysaga forditottan aranyos a donor és akceptor tavolsaganak hatodik hat-
vanyaval. A FRET tehat igen érzékeny a fluoroforok tavolsaganak kis valtozasara is, ezért hasznos
modszert kinal molekulaszerkezeti és molekulaszintli kdlcsonhatasok vizsgéalatahoz. Gyakran alkal-
mazzak bioldgiai vizsgalatokban a kék és a sarga szinl cyan fluorescent protein (CFP) — yellow
fluorescent protein (YFP) part donor és akceptor molekulaként.

Rekombinans fehérjék expresszidja

Nagy mennyiségl tiszta fehérje nyerhet§ olyan modon, hogy a kédold6 mRNS-rél irt cDNS-t
expresszios vektorba kldnozzuk, gazda sejtben nagy mennyiségi fehérjét szintetizaltatunk, és a fehér-
jét specifikus szekvencia vagy egyedi jellegzetesség segitségével kitisztitjuk. llyen médon terapidban
hasznalt peptidek és fehérjék is eléallithatok (rekombinans technolégia).

A rekombinans fehérjék expresszidjanak célja lehet: a cél fehérje szerkezetének és funkcidjanak
tanulmanyozésa, e fehérje terdpids alkalmazasa, specifikus ellenanyagok termelése, a fehérje alkal-
mazasa célmolekulaként gyodgyszer elballitasara. Az expresszids vektor az eszkdz arra, hogy az
idegen DNS-t a gazda sejtbe juttassuk és a klonozott fehérjét nagy mennyiségben termeltessik. A
vektor plazmid vagy rekombinans virus lehet. A gazda sejt lehet baktérium (olcs6, kdnnyen kezelhetd,
de az eukaritta fehérjék nem mindig csomagolodnak benne megfeleléen); éleszté (eukaridta fehérjék-
re); emlés sejtek (draga, nehéz nagy mennyiségl fehérjét kinyerni).

A modszer kdzos |épései:

= afehérje kddold szekvencidjanak megszerzése

= a megfelel6 expresszids rendszer kivalasztasa (mire fogjuk a tisztitott fehérjét hasznalni, a
tisztitas modja, a fehérje eredete, lehetséges poszttranszlacios moédositasok, nagyfoku
expresszio toxikus vagy nem)

= CcDNS expressziés vektorba klénozasa restrikciés enzimek segitségével (= rekombinans
plazmid)

= gazda sejtek transzformalasa a rekombinans plazmiddal
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= asejtek ndvelés és az expresszié indukalasa
= az expresszalt fehérje tisztitasa és azonositasa.

A kdnnyebb tisztithatésag kedvéért a fehérjéket a C- vagy N-terminalisukon specifikus tag-gel (tolda-
I€K) lehet ellatni. Ez a tag a fehérje szekvencidjahoz a PCR soran adhat6, vagy a fehérjét kédolé DNS-
t Ugy klbnozzuk a vektorba, hogy az mar hordozza a tag-et (igyelni kell arra, hogy a szekvenciék in
frame legyenek, azaz az olvasési keret megmaradjon a transzlacié soran). A bakterialis gazdasejtek
alkalmazasakor nem szabad elfelejteni, hogy eltérés lehet a kodon hasznélatban, poszttraszlaciés
maédosulatokban, a foldingban vagy a toxicitdsban a prokariéta és eukariota fehérjék kozott.

Egy prokariéta gazda sejtben alkalmazott expresszids vektor az alabbi szekvencidkat tartalmazza:
replikaciés origo; antibiotikum rezisztencia gén (a transzformalt sejtek kivalasztaséara); tobbszoros
kldnozds hely (a cDNS beillesztésére a megfeleld iranyban és leolvasasi keretben); prométer szek-
vencia (konstitutiv vagy indukalhatd); terminaciés szekvencia; riboszoma kété hely a transzlacidhoz;
esetleg egy tag (affinitas tisztitas lehet6ségéhez, esetleg a fehérje és a toldalék kozott hasitasi hely-

lyel).

Indukalt expresszié: a transzformalt sejtek (amelyek hordozzak a rekombinans plazmidot) az expo-
nencialis fazis kézepéig novekednek, majd az indukald szert a médiumhoz adjuk (az indukalé szer

téen a sejteket 6sszegydjtjik (centrifugalassal), mossuk, feltarjuk (lizaljuk), és a fehérjét kitisztitjuk.

MODELL ORGANIZMUSOK

»+Amiigaz az E. coliban, az igaz az elefantban is.” - Jacques Monod

A modell organizmusok segitségével tanulmanyozhatdéak a kilonb6zé bioldgiai folyamatok. Szamos
biolégiai, biokémiai folyamat ersen konzervalt, ezért vizsgalhatéak szamos él6lényen, a megszerzett
tudasanyag alkalmazhaté tdbb organizmusra is.

Modell organizmusként szamos él6lényt alkalmaznak a virusoktol a féeml6sokig, de tobbségiikre iga-
zak az alabbi tulajdonségok:

= konnyen tarthaté és szaporithatd

= rovid életciklus

= genetikailag ismert (idealis, ha a teljes genom szekvencigja ismert)
= specialis torzsek

Altalaban a modellként alkalmazott él6lények dnmagukban nem birnak jelentés orvosi vagy gazdasagi
jelentéséggel, de az altaluk megszerzett tudas, bizonyos megkdtésekkel, alkalmazhatdé mas fajokra is.
Példédk modell organizmusokra

Baktérium

Escherichia coli: Valoszin(ileg a vilag leginkabb ismert él6lénye. Révid osztdédasi ciklussal (20-30 perc)
rendelkezd Gram negativ bélbaktérium. Cirkularis, haploid genomja teljes egészében ismert, szamos
modszerrel médosithaté a genetikai allomanya. A laborban alkalmazott térzsek altaldban nem
patogének.

Elesztégomba

Saccharomyces cerevisiae (k6zonséges élesztd): A mindennapi életben is gyakran alkalmazott (sutés,
sorfé6zés) diploid, egysejtl él6lény. Szamos bioldgiai folyamata nagymértékii hasonlésagot mutat a



FUGGELEK (MODSZEREK)

tobbi eukariétaéval, ezért szamos alapvet6 felfedezésben jatszott szerepet. Az osztddasi ideje idedlis
koralmények kdzoétt 90 perc.

Novények

Arabidopsis thaliana: A ludfi egy kicsiny viragos, kétszik(i névény. Annak ellenére, hogy mezégazda-
sagi jelentésége nincs, az egyik legalaposabban tanulmanyozott ndvény, ami a kisméretli genomjanak
és rovid életidejének kdészdnhetd. Orokité anyaga az Agrobacterium tumefaciens nevi talajbaktérium
segitségével relative egyszerlien manipulalhaté.

Allatok

Caenorhabditis elegans: Talajlaku, koérulbelil egy mm hosszu fonalféreg. Fejlédésbiolégia kedvelt
modell allatava teszi attetszd teste és a feln6étt egyedek ismert, allandé sejtszama (him: 1031 seijt,
hermafrodita: 959 sejt). Baktériumokkal taplalhaté. Szamos fontos eredményt kdszonhetliink nekik,
példaul az apoptozis és az RNS interferencia részleteinek felfedezését.

Ecetmuslica (ecet muslinca, Drosophila melanogaster) Apr6 termetil 1égy. Rothadd, erjedd gyumol-
csok kordl nagy szamban megtalalhatéak. Rovid életciklussal és minddssze négy kromoszémaval
rendelkezik. Thomas Hunt Morgan laboratériumanak kdészénhetéen a genetika és a fejlédésbioldgia
fontos modell allata.

Zebradanio (Danio rerio): Akvariumokban diszhalként elészeretettel tartott kistermeti hal. Fejlédésbio-
I6giai kutatdsokban gyakran alkalmazzak, mivel a larva attetsz6 és az anya szervezetén kivul fejlédik.

Egér (Mus musculus): Szamos biologiai folyamat az emlésokre jellemzd. A legkedveltebb emlés mo-
dell alat a k6zénséges egér. Kis mérete, gyors szaporodasa idealis modell organizmussa teszik. Ge-
nomja ismert, tovabba léteznek betegségeket modellezé torzsek is. Létrehozhatéak transzgenikus és
knock out egyedek is.

Bizonyos esetekben szamos mas élélény is alkalmazhatd, mint modell allat. Példaul: patkany, tengeri
malac, kutya, macska, sertés, csimpanz.

Genetikailag médositott organizmusok (GMO), transzgenikus él16lények

Genetikailag médositott organizmusnak nevezziik azokat az él6lényeket, melyek genetikai allomanyat
modern molekularis biol6giai médszerekkel médositottak.

Szigoruan vett transzgenikus élélény, amelybe egy masik fajpdl szarmazé gént vagy DNS szakaszt
illesztettek be. Ennek szamos elénye lehet, mind az alapkutatasban, mind az alkalmazott kutatasban.
Példaul: human gének funkciéjanak vizsgalata modellorganizmusokban, fontos peptidek, fehérjék
termeltethetéek nagy mennyiségben (pl. inzulin termeltetés élesztékkel) vagy szarazsagtiiré novények
kifejlesztése.

Knock-out (KO) moédositas, mikor egy gént szelektiven mutalnak, “kititnek”, ami funkciévesztéssel jar.
Megkilonbdztethetiink permanens és indukalhaté KO mddositasokat. Az utébbi esetben a vizsgalt
gén expresszidja egy hatdanyaggal szelektiven blokkolhato, igy olyan mutaciok is vizsgalhatéak, me-
lyek letalisak lennének az él6lény korai életszakaszdban.
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KEPALKOTO MODSZEREK

Mikroszkép

Vannak olyan strukturak: sejtek, szévetek és azok finomstruktarai, amik csak (nagyon) magas nagyi-
tas mellett vizsgalhatoak.

Struktara Atlagos méret
Szovetstruktira 100 pm
Egy atlagos sejt 10-50 pm

VVT 7,5 um
Kromoszémak 1-5 pym
Baktérium 0,1-1 pm
Virus 10-100 nm
Fehérje 2-20 nm
Aminosav 0,33 nm

Ezeket a kicsi struktirakat kilonb6zd mikroszkopokkal tudjuk vizsgalni. Az elséként kifejlesztett mik-
roszképok fénymikroszkopok voltak a 17. szdzadban. Ezekkel a mikroszk6pokkal mar lehetséges volt
sejtek vizsgalata. Ma mar szamtalan mikroszkoptipust ismerink, ezek azonban alapvetéen 2 csoport-
ba sorolhatéak: fénymikroszképokra (=optikai mikrpszkdpokra) és elektronmikroszképokra.

szovetek  sejtek kromoszomdk baktériumok virusok fehérjék aminosavak
SZem

FéanTKFOSZkC’)p |

Elektron mikroszkop

Fénymikroszkop
Hagyomanyos fénymikroszkop (=optikai mikroszkop)

Ez a mikroszkop a lathatd fényt (~400-800nm) hasznalja képalkotasra. Lencserendsuerek (otpikai
rendszer) nagyitja a minta képét.

Optikai rendszer

Altalaban 6sszetett mikroszkdpokat hasznalunk, ami azt jelenti, hogy nem egyetlen lencsét, hanem
lencserendszert tartalmaz a mikroszkopunk.

A minta altaldban nagyon vékony és fénnyel atvildgitva a rajta keresztilhalad6 fénnyel vizsgaloédunk.
A lencsék nagyitjak, és tdbbszér megforditjak a képet.

Legaldbb két lencsére van sziikségink (altaldban az egyetlen lencseként abrazolt részeken lencse-
rendszereket talalunk): egyre a minta kdzelében, ez az objektiv lencse, egyet pedig a szemiink kdze-
I[ében, amit okularnak, vagy szemlencsének hivunk. Az objektiv lencse nagyitja a képet, valés, nagyi-
tott képet tovabbit a szemlencse felé, ami tovabb nagyitja azt.
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A teljes nagyitast ugy kapjuk meg, ha az objektiv lencse és a szemlencse nagyitasat 6sszeszo-
rozzuk (Tehat ha van egy 10x objektiv lencsénk és egy 20x szemlencsénk, akkor a teljes nagyitas
200x.)

Objektiv: lencse, vagy lencserendszer, az egyik legfontosabb része, ez hatdrozza meg elsésorban a
kép mindségét és a felbontast.

Immerziés lencse: specialis objektiv lencse. A minta és az objektiviencse kdzétti levegd (a levegd
torésmutatdja), mint térékdzeg, behatarolja, mekkora nagyitas érhetd el egy mintarél. Hasznalhatunk
azonban specifikus immerzids lencséket immerziés olajokkal, igy sokkal nagyobb, 60-100x nagyitasu
objektiv lencséket is hasznalhatunk. Az olaj térésmutatéja nagyobb, igy tébb fényt képes gydijteni a
mintérdl, igy annak nagyobb részét vizsgéalhatjuk.

Minta

Targylemez és feddlemez

Objektiv

a, hagyomanyos hasznalat, a minta és az objektiv k6zott levegd van
b, immerzios olaj a minta és az objektiv kdzott

PO

Megvilagito rendszer
Fényforras: lampa, vagy tikor, ami a fényt a mintan keresztil kildi

A lampa és a minta kozott talaljuk az allithaté kondenzort, vagy irisz diafragmat=latotérrekeszt. Ezek-
kel allithatjuk a bejutdé fény mennyiségét, igy a kontrasztot erdsithetjliik, ez azonban lecsokkenti a fény
mennyiségét is.

Felbontas: az a legkisebb tavolsdg, ami a mikroszképban még két kilon pontnak latszik. Ez az egyik
legfontosabb paraméter, ami egy mikroszkoépot jellemez, és ami alapjan egy mikroszképot mindsiteni
tudunk.

Sztereo mikroszkopok (=boncolé mikroszkop)

A sztereomikroszkopok alacsonyabb nagyitassal rendelkeznek. Ezek a mikroszkopok altaldban nem
az athaladé fényt hasznaljak, hanem a minta fellletérdl visszaver6dé fényét. Elsésorban fellletek
vizsgalatara alkalmas, mikrosebészeti eljarasok soran (pl. fogaszati beavatkozasok) és a mérnoktu-
domanyokban. A fényforras a minta folé van helyezve.

A sztereomikroszképok két kilonallo, eltéré szogl optikai uttal rendelkeznek, ezek jutnak el a két
szemhez. Ezzel szemben a fénymikroszkopok két okularjaban ugyanazt a képet latjuk, csak megoszt-
va. (A két benéz6 csak a kényelmet szolgalja.) A két eltéré szdgl optikai ut eredményeképpen ha-
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romdimenziés képet kapunk! Ezzel kiilonb6zé dolgok felliletét jobban vizsgalhatjuk. Hasznalhatjuk
(mikro)sebészeti eljarasokhoz, ékszerészeti célokra, fogaszati mikroszképként, ---

A hagyomanyos fénymikroszkopok esetén is 2 okularunk van, azonban ott nincs 2 optikai Gtvonal, a
mikroszkop ugyanazt a képet osztja meg a 2 szemnek. (A két szemnek juttatott kép nem tér el egy-
mastol és egy monokularis mikroszképtdl, a binokularis nézet kiarélag a kényelmet szolgalja.)

Festés

A kllonb6z6 vizsgalatokhoz szilkségink lehet arra, hogy bizonyos sejteket, sejtstruktirakat, vagy
bizonyos kémiai anyagokat jeldljink, vagy csak egyszeriien ndveljik a minta kontrasztjat. Ehhez ku-
6nbdz6 jeldléket tudunk felhasznélni. Hasznalhatunk fluoreszcens jeldldket is, ebben az esetben
szikségunk van a fluoreszcens festék mellett megfelel6 megvilagitasra (gerjesztésre) képes lampara
is (pl.: higany g6z lampa).

Elektron mikroszkép

Az elektronmikroszképok felbontasa jobb, mint a fénymikroszképoké, mivel elektronnyalabokat hasz-
nal a kép elkészitéséhez és az elektronok hullamhossza 100.000x révidebb, mint a lathato fotonoké.

Az elektronmikroszkopok tobb tipusat ismerjik. A transzmisszios elektronmikroszképok (TEM) esetén
az elektronnyalab keresztilhalad a mintan és az elektronforrassal szemben torténik a detektalas. A
reflexios elektronmikroszképia (REM) soran visszaver6dott elektronokat detektélunk, ami igy a felllet-
rél ad nekink informaciikat. A scanning elektron mikroszkopok (SEM) egy vékény elektron sugarral
tapogatjak le a mintat pontrél-pontra.

SEJTKULTURAK

A sejtkultirakban a sejtek ellenérzétt kortilmények kézott vannak tartva”, a szervezeten kivdl, sejtkul-
turds tenyésztéedényekben (flaska), vagy csévekben. Altalaban sejtkultira alatt eukaridta tébbsejtl
élélényekbdl szarmazo sejttenyészetet értiink. Azonban, mint minden technikanak, a sejtkultdraknak is
vannak korlatai: a sejtvonalakon végzett kisérletek eredményei nem vetithetéek ki egy az egyben az
emberi szervezetre.

A primer vagy elsdédleges sejtkulturak szovetbdl ,frissen” izolalt sejtekbdl késziinek. Az ilyen sejtek
funkcionalis és fizioldgias tulajdonsagai kdzelebb allnak a testben 1év6 sejtekhez, ezért bioldgiai kisér-
letekben ezek miikddnek legjobb modellként. Am nehezebb kinyerni és kultiraban megtartani 6ket. A
primer sejt izolacio egyik célja lehet a ,tiszta”, csak egy sejttipust tartalmazo tenyészet létrehozasa. A
primer sejtek korlatozott szamu sejtosztédasra képesek (Hayflick korlat). Primer sejtkultarat féleg allati
szbvetekbdl hoznak létre. A primer sejtizolacio lépései:

= A szerv/szovet izolalasa
= Az extracellularis matrix emésztése (tripszin, kollagenaz)
= A sejtek tapoldatba helyezése (médium)

Masodlagos vagy szekunder sejtkultGrdk primer sejtkultirak tovabbvitelével (passzazs,
subculturing) hozhatok létre.

Sejttorzsek primer sejtek tdbbszoéri tovabbvitelével jonnek létre. Az ilyen tenyészetek véges élettarta-
muak (40-50 passzazs).

A sejtvonal immortalizalt, oszt6doé sejtek genetikailag homogén témege. Tumorszdvetbdl,
hibridémé&bdl vagy adenovirusbdl szarmaznak. A sejtek telomeréz aktivitAsa miatt a sejtvonalak végte-
len szdmu osztddasra képesek. Tenyészetben tartasuk konnyl, minéségik allanddbb, igy az egyes
kisérletek kozotti eltérések kisebbek lesznek. Néhany altalanosan hasznalt sejtvonal:



FUGGELEK (MODSZEREK)

= Hela: az elsé immortalizalt sejtvonal, méhnyak karcindbma eredetli (Henrietta Lacks-t6l
szarmazik), szamos alkamazasra altalanosan hasznaljak (Salk-féle polio vakcina).

= Jurkat: immortalizalt T-lymphocyta sejtvonal, f6leg immunoldgiai kisérletekhez hasznaljak.
Szuszpenziéban nének.

= CHO: Chinese Hamster Ovary: nem emberi eredetli, alacsony kromoszémaszamu (2n=22)
sejtkultdra, intenziv fehérje expresszio jellemzi.

Sejtvonalakat szdmos alkalmazasban hasznaljak: gyégyszer szlirés, toxikolégiai szlirés, fehérjeterme-
l€s, virustenyésztés, génexpresszids kisérletek.

A sejtbankok a sejttorzsek és sejtvonalak tarolasat végzik, specialis krioprotektiv médiumban, folyé-
kony nitrogénben.

A sejtkultarak kisérleti felhasznaldsanak elényei:

= specifikus, homogén sejtpopulacio

= preciz és reprodukalhaté kisérletek

= ellen6rzott kdrnyezet

= a sejtfunkciok megfigyelése (Nem vetithetd ki egy az egyben a teljes szervezetre!)
= (részben) kivaltja az in vivo allatkisérleteket

A transzfekci6 soran a tenyészet sejtjeibe idegen DNS szakaszt juttatunk. Célja egy gén funkciéjanak
és szabalyozasanak, valamint a fehérjetermék funkcidjanak vizsgalata. Stabil transzfekciorol beszé-
link, ha a genetikai anyag beépll a gazdasejt genomjaba, és folyamatosan kifejezédik. Tranziens
(&tmeneti) transzfekcié esetében az idegen gén nem integralodik a gazdasejt genomjaba, a génkife-
jez6dés korlatozott ideig figyelheté meg.

Transzfekcios moédszerek:

= biologiai (transzdukcid): virus-medialt folyamat, amely eukaridta expressziés vektort
(plazmidot) alkalmaz

= kémiai: negativ toltési nukleinsavak és pozitiv toltési molekulak komplexe kotdédik a negativ
toltési membranhoz, igy jutva a sejtbe

= fizikai: mikroinjekcid, elektroporacio, lazer-alapu transzfekcid

A transzfekcio |épései eukariota expresszids vektorok hasznalataval

= A célgén (az idegen szakasz) beklénozasa expressziés vektorba

= A vektor amplifikalasa (felsokszorozasa) kompetens baktériumokban

= A vektort tartalmazé baktériumok kivalasztasa szelekciés marker segitségével
= Plazmid DNS izolalasa a kivalasztott klénokbdl

= A plazmid bejuttatdsa a gazdasejtbe

= Génexpresszib/fehérjeszintézis valtozasanak vizsgalata

SPECIALIS MODSZEREK A GENETIKABAN

Kromoszomaszam és struktara, jelolési technikak

A kromoszéma mutaciok olyan valtozasok, amik a kromoszdéma atrendez6désével (strukturalis eltéré-
sek), vagy a kromoszéma (vagy részének) mennyiségbeli valtozasaval jarnak. Ezeket a citogenetika
eszkdztaraval vizsgalhatjuk: genetikai és mikroszkdépos modszerekkel.

A kromoszéma mutaciok f6ként a petesejtben, vagy a spermiumban kialakult balesetekbdl erednek,
igy a valtozas a kifejlett szervezet 6sszes sejtjében jelen lesz. Ennek ellenére egy valtozas létrejohet a
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megtermékenyités utan is, ami mozaikossagot eredményez, azaz csak a sejtek egy része fog eltéré
genetikai allomanyt hordozni.

A kromoszéma eltérései lehetnek 6roklottek egy szil6tél (mint amilyen egy transzlokacio), vagy kiala-
kulhatnak ,de novo” (Gjonnan). Eppen ezért fontos a sziil6k kromoszémait is vizsgalni egy gyereknél
felfedezett genetikai eltérés esetén.

Citogenetika

A citogenetika a citologia és a genetika hatarterilete, ami a kromoszomak vizsgalatat foglalja magéa-
ba. A citogenetika feladata a normalis és koros kromoszomak vizsgélata: szerkezetiik, fenotipusuk,
szamuk és az ezek kozotti kapcsolat leirasa, kromoszéma rendellenességek okainak feltarasa.

Egy sejt kromoszomaszerelvényének leirasahoz és vizsgalatahoz altalaban kilénb6z6 savozasi tech-
nikakat és in situ hibridizaciot hasznalunk.

Altalaban kondenzalt kromoszémakat vizsgalunk, ezért olyan sejtekre van sziikségiink, amik a mitzis
metafazisaban vannak. (Emlékeztetd: a metafazisban a mar megkett6z6dott DNS erésen kondenzalt,
a testvérkromatiddk meég egyitt vannak.) Vizsgalhatunk spontan osztédé sejteket (tumorsejteket, vagy
csontvel6bdl szarmazé sejteket), vagy indukalhatjuk az osztédast mas sejttipusokban mitogén anya-
gokkal (pl.: fehérvérsejtekben). Ezt kdvetben a sejtosztddas specifikus mozzanatait gatolhatjuk, pl. a
mitotikus orso6 kialakulasat kolcemiddel, vagy kolhicinnel, igy a sejtosztédas a metafazisban ragad.

Kromoszoma morfologia

A kromoszomakat kilénbdz6 morfoldgiai csoportokba oszthatjuk a centromer relativ helyzete alapjan.
A kondenzaltsag mértéke alapjan a karok hossza eltéré lehet, azonban egymashoz viszonitott ara-
nyuk allandé.

révid kar (p)

Hosszu kar (q)

Metacentrikus  Submetacentrikus Akrocentrikus Telocentrikus

Savozasi technikak

Mivel a kilonb6zé kromoszéomak morfologiaja, a p és q karok hossza nagyon hasonlé lehet, a nativ
kromoszomak azonositasa elég bonyolult feladat, ezért hasznalunk Ugynevezett ,savozasi technika-
kat”. A kromoszomak festését és savozasat tébbféleképpen végezhetjik. Az igy létrehozott savokat
arab szamokkal jeldljuk.

A kromoszémak szama, alakja és savozasos festédése karakterisztikus és fajspecifikus. Ter-
mészetesen létezik kromoszéma-heteromorfizmus (vannak kisebb eltérések), de az egészséges
kariotipusok kozotti eltérés azonos faj esetén igen kevés.

A Kkariotipust, azaz a kromoszdémaszerelvényt vizsgalva a sejteket a mitdzis metafazisaban fixaljuk
(ahogy feljebb talalhatd). Ezt kovetéen a hipotdnias korilményeket teremtiink, ami miatt a sejtek meg-
duzzadnak, igy az egyes sejtek és azok kromoszémai is messzebb keriilnek egymastél, ami meg-
konnyitve a kés6bbi megfigyelésiket.



FUGGELEK (MODSZEREK) | 283

Néhany savozasos technika:

= Q-savozas: a kromoszémak fluoreszcens festése, pl. a kvinakrinnal (quinacrine hidrochlorid)
= G-sdvozas: Giemsaval torténd festés trypsin emésztést kdvetden
= C-savozas: savas, majd bazikus kezelést kdveté Giemsa festés (reversed Giemsa)

Kariogram vs ideogram

Kariogram: a sejt kromoszémaszerelvényérdl készitett fotd: ahol a kromoszémakat azok mérete,
alakja és savozéasa alapjan sorba rendezziik.

Idiogram: sematikus kép (rajz/grafika) a sejt kromoszémaszerelvényérdl: egy idealis kép, ahogy a
kromoszomaéknak ki ,kellene” nézniik.

LG e
Wou oMe e oy sy 1 E gggg

R N TTERTT

)
BB 8383 an BE g“‘

Molekuléris citogenetika

In situ hibridizacio

ter minta DNS szakaszaival bazisparosodni képesek. A koétédésiikkel a komplementer szakaszok
jelenlétét igazoljak a mintaban. A technika elénye, hogy nincs sziikség hozza kondenzalt kromosz6-
mékra. Amennyiben mégis kondenzalt kromoszémakat hasznalunk, a jeldlni kivant szakasz helyét is

azonosithajtuk.

Az in situ hibridizacio joval érzékenyebb technika a savozasnak. (Es természetesen joval dragabb is.)
Mig a savozassal csak a 2 Mbp-nal nagyobb valtozasok észlelhetdek, az in situ hibridizacioval mar
néhany bp-os atrendezddések is feltérképezhetbek. Elséként izotopos jeldléseket hasznaltak, ma
fékeént fluoreszcensen jeldlt oligonukleotidokat hasznalunk (lasd FISH).
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Szerkezet alapu gydgyszertervezés

A szerkezet alapu gydgyszertervezés alap Iépései a kovetkezék: a cél (target) molekula kivalaszta-
sa, klonozéasa és tisztitasa; a célmolekula szerkezetének meghatarozasa; a célmolekulan interakciok-
ra alkalmas régidinak azonositadsa; komputer programok segitségével olyan molekuldkat azonositani,
amelyek a kivalasztott molekula részhez kétédnek; vezetd komponensek szintézise; a kapcsolodd
molekuldk bioldgiai vizsgalata; a célmolekula-vezeté molekula komplexének szerkezete és a vezet6
molekula lehetséges optimalizalasa.

A célmolekula kivalasztasa biolégiai és biokémiai vizsgalatok segitségével torténik. A szerkezet alapu
gyogyszertervezés akkor valdsithatd meg, ha a célmolekula kapcsolatba hozhaté egy huméan beteg-
séggel, és a molekula aktivitasahoz egy kis komponens megkotése sziikséges. Ez a kis komponens a
célmolekula meghatarozott helyéhez kétédik, igy mas, ezt utanozé molekulak versengeni tudnak a
kotédeési helyért. A szerkezet alapu gyogyszertervezésnek jo célpontjai a G-protein kapcsolt recepto-
rok, ion csatornék, proteazok, kindzok és hormon receptorok, hogy csak a leggyakoriabbakat emlitsuk.
Human betegség esetében a gydgyszernek meg kell valtoztatnia a célmolekula aktivitasat, és lehet6-
ség szerint az ép sejtek mikddésébe nem szabad beleavatkoznia. Egy kérokozé elleni gyégyszernek
a patogén organizmus mikoddését teljesen gatolnia kell,igy ezek a célmolekuldk esszencialis, patogén
specifikus molekulak.

A célmolekula szerkezetének meghatdrozasahoz altaldban a molekula kristadlyos allapotéra van
szikség. Ha ez valamilyen okbdl nem megvalosithato, akkor egy homolég modell lehet a helyettesitd.
A ligand koté hely (enzim aktiv centruma vagy kommunikaciés hely példaul) sok esetben egy moleku-
lan 1évé mélyedés hidrogén kotés donor/akceptor vagy hidroféb interakciora alkalmas szekvenciaval.
Két f6 médszere van a célmolekulat koété aktivitassal rendelkezd komponensek létrehozasanak: ki-
sérletes vagy komputer-alapl. Az utébbinak harom kategoridja van: inspekcié (megtekintés), latszo-
lagos screening és de novo szintézis. Az inspekcio ebben az esetben azt jelenti, hogy a célmolekula
ismert k6t partnereit probaljuk ugy valtoztatni, hogy gatlé hatasuva valjanak. A latszélagos (virtualis)
screening soran in silico kerestink a kis molekulak adatbazisaban a célmolekulat kété csoportokat.
Mas esetekben in silico kis fragmentumokat hozunk |étre és komputer programok segitségével va-
lasztjuk ki k6zuluk a célmolekulahoz leginkabb kotéddket. A potencialis vezeté komponenseket meg
kell szintetizalni és le kell tesztelni. Még ezel6tt a jeldlt molekulakat értékelni kell: célmolekuldhoz valé
affinitas, oralis bioavailability (,biolégiai hozzaférhetéség”), stabilitas, szintézis folyamata.

Kombinatorikus kémia

A modszer lényege, hogy kémiai kdnyvtarakat hozzunk létre, amelyekbél gyogyszerfejlesztés vezetd
vegylletei kerllhetnek ki. Ezek a kdnyvtarak kilénb6z6, de bizonyos tekintetben rokon vegylletek,
amelyeket szintetikus Uton hozunk létre, és egy id6ben tesztellink bioldgiai aktivitdsukat vizsgalva. A
moédszer alkalmazhaté egy meghatarozott targethez Uj vezeté molekulak kifejlesztésére, vagy egy
meglévs vezetd molekula médosulatédnak létrehozasara. A modszerben alkalmazott reakcidk soran
kllonbdz6 épitéelemek kovalens kapcsolédasa torténik olyan modon, hogy a szerkezet nagyszamu
variacidja keletkezzen. A reakcidk oldatban és szilard fellleten is lejatsz6dhatnak. A mechanizmus
alapjan parhuzamos szintézis vagy szétosztas-0sszekeverés (split and mix) szintézis. A parhuzamos
szintézis soran minden anyag minden kis csoporttal reagal, aztdn a reakcidkat annyi felé osztjuk,
amennyi a kdvetkezd reakcidban részt vevé kis csoportok szama. A split and mix modszer soran min-
den reakcié 1épés végén a termékeket dsszevonjuk, 6sszekeverjuk, aztan Ujra szétosztjuk a kdvetkez8
reakciora, ahany reagdlo kis csoport van - ezeket a Iépéseket tdbbszor ismételjiik, hogy nagyméretd,
komplex kdnyvtarakat nyerjink.
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High-throughput screening (HTS) = nagy ateresztéképességii szlirés

A gyogyszer célpontok és a potencialis gyogyszermolekuldk szamanak novekedése szilkségessé
tette, hogy a hagyomanyos szlirési és tesztelési modszereket megvaltoztassak. Ezt a valtozast segi-
tette a miniatlirizalas és az automatizalas térhdditasa is. A HTS definici6ja: 10 000 — 100 000 vegyiilet
tesztelése egy adott rendszerben egy nap alatt. Korabban a 96-luki lemezek (plate) alkalmazasa
szolgaltatta a leggyorsabb eredményeket. Manapsag 384- illetve 1536-lukl lemezek hasznélata ter-
jedt el a szlirések soran. Ezeknek az is elénye, hogy nagyon kis volumenben jatszdédnak le a reakciok.
Az eddig megszokott célmolekula csoportok (enzimek, ion csatornak, GPCR-ok) mellett Gjak is megje-
lentek: transzporterek, receptorok, jelatviteli utak, fehérje-nukleinsav interakciék, DNS/RNS interakciok
- amelyek mar nemcsak biokémiai, hanem sejt alapt célmolekulak is.

A konyvtarak méretének ndvekedése miatt a gydgyszerkutatasban Uj folyamatok jelentek meg. A szi-
rési médszerek soran Uj eszkdzoket alkalmazunk (rekombinans sejtvonalak példaul). A szliréseknek
kilénb6z6 tipusai vannak: dereplikacié — a reagald vegylletek kozil kivalasztjuk azokat, amelyek mar
ismertek és tanulmanyozottak; szelektivitas sziirés a target és mas célmolekuldk kozott jatszodik le.
Napjainkban egy szer hatdsmechanizmusanak megértése fontosabb, mint korabban volt. Tébb ener-
giat forditanak a vezet6 molekuldk optimalizalasara, és a sz(irés soran a bioldgiailag aktiv molekuldk
kivalasztasara. Uj vonasa a sziiréseknek az, hogy nem feltétleniil a teljes kdnyvtarat szirik, hanem a
legjobb helyre sorolt vegyiletek csoportjat (,fokuszalt kbényvtar”) hasznaljak, igy az oldatban keletkez6
melléktermékek szamat is csokkenthetik.
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