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Milyen oregkorra szamithatok?

Bevezetés

2006 nyaran ot napot toltottem Budapesten a BioGén Tabor résztvevdjeként. A
kozépiskolasok részére Osszeallitott rendezvény soran tarsaimmal a Semmelweis Egyetem |I.
sz. Belklinikajara, illetve az I. sz. Pathologiai Intézetébe latogathattam el, ahol a molekularis
biologia, a genetika és az orvostudomdny ezen szegletének modern diagnosztikai
modszereivel és fO kutatasi irdnyaival ismerkedtem meg. A tdbor nagyon érdekes és
tanulsadgos volt — szamomra 6rok élmény. A tanultak koziil a legérdekesebb az Gn. polimeraz
lancreakcid technikaja és egy vele elvégzett vizsgalat volt. A kisérlettel, mint azt majd
bemutatom, megtudhato, hogy esetleges idéskori csontritkulasos allapotban kell-e szamolni
fokozott csonttorési hajlammal. A vizsgalattal valamelyest pontosabb képet kaphattam
szervezetemrdl. Ebbdl is latszik, a modszernek igen nagy jelent6sége lehet a kovetkez6 évek-
évtizedek gyogyitdé munkdjaban.

PCR: a polimeraz lancreakcio [3, 11]

Ha le akarjuk egyszerlisiteni a dolgokat, akkor akar azt is mondhatnank: a polimeraz
lancreakcié (Polimerase Chain Reaction — PCR) az orokitéanyag-allomany természetben
lejatszodo, sejtosztodaskor (mitdzis és meiozis) bekovetkezé megkett6zodési folyamatanak
»mesterséges valtozata”. Ez a mondat azonban egy Kicsit pontatlan; precizebben fogalmazva a
PCR egy molekularis bioldgiai technolégia a DNS enzimatikus felerdsitésére
(amplifikalasara, azaz a masolatok megsokszorozasara) €16 szervezet, példaul kolibaktérium
vagy ¢lesztégombak felhasznaldsa nélkiil. A technologia igy lehetové teszi a DNS egy kis
darabjanak masolasat analizis céljabol. A PCR altaldnosan hasznalt médszer az élettudomanyi
kutatasokban ¢és egészségiigyi laboratdériumokban.

Célunk tehat a PCR-rel a teljes DNS-szal egy rovid, hatarozott szakaszanak felerdsitése. Ez
lehet egyetlen gén vagy csak egy génrészlet is akar. Es itt taldlhatjuk a differenciat a
sejtosztodas és a PCR kozott: az elébbi soran teljes DNS-molekulak masolddnak le, a PCR-
folyamatban csak kis DNS-szakaszok mdsolasa zajlik. A DNS kett6s szala, és a bazisparok
szama hatarozza meg a méretét. A PCR-hez alkalmas szakaszok hossza altalaban 10 kb (kb =
kilobazispar = 1000 bazispar). Bizonyos mddszerek akar 40 kb méretii szakaszokat is képesek
lemasolni, de még ez is elenyészd egy eukariota sejt DNS-ének méretéhez képest. Egy emberi
sejt példaul mintegy harommillidrd bézispart tartalmaz. Ebben rejlik emberi mivoltunk,
minden egyéni tulajdonsagunk — igy példaul szemsziniink is!

Felfoghatjuk a ,,révidséget” azonban eldnyként is. Ha ugyanis a DNS-szakasznak csak egy
kis részletét szeretnénk felerdsiteni, akkor a PCR-rel nem kell az orokitdanyag mas,
szamunkra szilikségtelen részeire ,,pazarolni” az alapanyagokat.

A PCR térténete, lényeqe és alkalmazasi teriiletei [3, 6, 11]

A PCR-t az amerikai Kary Bank Mullis (1944) kémikus hozta 1étre 1983 decemberében, még
amikor a Cetus Corporation nevii cég alkalmazasaban allt (I. abra). Abban az évben el is adta
a technikat 10 000 dollarért a munkahelyének. A tudomanyos ¢let eleinte kétkedve fogadta
elképzeléseit, de hamarosan felismerte a PCR jelentdségét: a vildgraszoldo modszerért végiil
tobben versengtek, és szamos birdsagi tigy is ismerté valt vele kapcsolatban (igy a DuPont-
per). 1992-ben a Hoffmann-La Roche vallalat a szabadalmat 300 millio dollarért (!) vasarolta
meg a Cetustol, pontot téve a jogi huzavona végére. Az eredeti PCR-szabadalom azota is az 6
tulajdonuk.

Mullis feladata a Cetusnal eredetileg az volt, hogy a DNS egy megadott szakaszat
sokszorositsa. A sokak szerint ,lusta, de rendkiviil elmés” kutatd ezért olyan eljarast
fejlesztett ki, amely a DNS kivant szakaszdt mesterségesen megsokszorozza a DNS-polimeraz
enzim segitségével, megismételt kétszerezési (duplikéacios) ciklusok altal. Eredményéért
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Mullis 1993-ban megkapta a kémiai Nobel-dijat, alig hét évvel azutan, hogy otletét a
gyakorlatba atiiltette.

Mara az orokletes betegségek ¢és velejardik kimutatasa (mint latni fogjuk) mellett mas
fontos kisérletek is elvégezhetdk a PCR-rel. Ilyen az tn. genetikai ujjlenyomat vizsgalata,
amikor bilincselekmények gyantsitottjainak vér-, ondd-, nyal- vagy hajmintdjat dsszevetik a
helyszinen talaltakkal. Virusos és baktériumos fert6z6 betegségek kimutatasara is alkalmas a
modszer, illetve 6si DNS-maradvanyok is vizsgalhatova tehet6k PCR-rel (példaul az egyik
orosz cart azonositottak igy). A PCR-berendezés képe a II. abran lathato.

A PCR-hez sziikséges DNS-polimerdaz (azaz ,,DNS-masold”) megtalalhatdo az €16
szervezetekben, és ahogy neve is mutatja, funkcioja a DNS lemasoléasa a sejtek osztodasakor.
A polimeraz enzim a DNS egyik szalahoz koétédve 1étrehozza a komplementer (lenyomat)
szalat.

A Tag-polimerdz [5, 11]

A jelenlegi legfejlettebb PCR-mo6dszerhez a 110 °C feletti atlaghdmérsékletti gejzirekben €16,
hokedveld (extremofil) baktériumok DNS-polimerazat hasznaljak (lll. abra). Ezeknek az
organizmusoknak a polimeraza magas homérsékleten is stabil, igy a PCR-eljaras alatt nem
bomlik le a hevitési 1épésben. Ettél fogva nem kellett folyton 4j polimerazt hozzaadni a PCR-
hez, mint ahogy azt Mullis eleinte tette. igy lehet az adott DNS-szal masolasa mara teljesen
automatizalt.

Az egyik legels6 és mindmaig széles korben alkalmazott héstabil DNS-polimerazt — mely
1985-ben Az év molekuldja volt — a Thermophilus aquaticus nevii organizmusb6l nyerték
(,,hékedveld, vizben lakd” €él6lény, roviditve: Taq). Idonként sajnos hibazik a masolaskor, és
ez mutaciohoz vezet. Az Archaea organizmusbdl nyert Pwo vagy Pfu nevii polimerazok
lassabbak szintetizalnak ugyan, de rendelkeznek a hibajavitas képességével (kKisebb mutacios
arany). Kedvelt eszk6z a Taq és a Pfu enzimek kombinacioja, mely egyszerre gyors €és pontos.

Primerek [11]

A feler6sitend6 DNS-szakaszt a primerek kivalasztasaval hatarozzak meg. A primerek olyan
egyszalu, rovid, mesterséges DNS-szalak — 50 nukleotidnal kevesebb alkotja dket; altalaban
18-25 bp hosszuak —, amelyek komplementerek a felerdsitendd6 DNS-szakasz elejével és
végével. Olyan szakaszok tehat, melyeket a PCR-t végrehajtdé ember tervezett meg (majd egy
gyar eléallitotta 6ket), és lehetdleg csak a kivant szakaszon kapcsoldodnak hozza a fél-DNS-
szakaszhoz. Ha nem jol terveziink, elrontjuk a PCR-t, hiszen a primer a DNS-szakaszhoz mas
helyen kapcsolodhat, mivel t6bb helyen is van egy ugyanolyan szekvencia. llyenkor nem elég
hossz, nem elég specifikus a DNS-szakaszt célzd primeriink. A primerek tehat
hozzakapcsolodnak a DNS-templathoz ezeken a kezd6- és végpontokon, ahova majd egy
masik Osszetevd, a DNS-polimeraz kotddik, és megkezdi egy uj DNS-szal szintetizalasat.

A primer hossza ,,alulrél és foliilrol” is korlatozott. Mint lattuk, a tal révid primerek tobb
helyre is kapcsolodhatnanak egy hosszii DNS-templaton, amely nem specifikus mésolatokat
eredményezne. Masfel6l a primer maximalis hossza is limitalt az olvadasi hdmérséklet miatt.
A tal magas olvadasi homérsékletek (példaul 80 °C felett) gondot jelentenek, hiszen a DNS-
polimeraz kevésbé aktiv magas hdmérsékleten. A primer optimalis hossza igy koriilbeliil 20-
40 nukleotid, 60 és 75 °C kozotti olvadasi hdmérséklettel.

Néha un. degeneralt primereket hasznalnak. Ezek hasonlo, de mégsem azonos primerek
keverékei. Ha ugyanazt a gént kiilonboz6 fajokban kell felerdsiteni, rendkiviil hasznosak
lehetnek, ugyanis a gének maguk is valdsziniileg hasonloak, de nem azonosak (példaul
emldsok kozt).

A PCR menete [11]
A PCR-eljaras husz-harminc ciklus egymasutanjabol all. Mindegyik ciklus harom lépést
tartalmaz.
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Elsé ciklus: a harom alaplépés

Az elsé lépés a hddenaturacio (angol szaknyelv szerint denaturation; 1-2. abra). Ekkor a
kett6s szalit DNS-t egy vagy par percig 94-96 °C-ra hevitik, hogy a kett6s hélix szalai
szétvaljanak. A masodik lépés (3. abra) soran a DNS-szalak szeparalasa utan a hdmérsékletet
csokkentik (sajat kisérletiinkhoz 50-65 °C-ra), igy a primerek hozza tudnak kapcsolodni az
egyes DNS-szalakhoz, pontosabban azok komplementer szekvenciaju részéhez. A 1épés
elnevezése az , annealing” vagyis ragasztas. Ezek utan kovetkezik a harmadik lépés
(meghosszabitas — extension, 4-6 abra). A név meghosszabbitandd DNS-szal szintetizalasara
utal, ahol a ,,sziil6” nukleinsavszal szolgal templatként a ,,gyermek” lanc 1étrehozasahoz. Az
elso ciklus ezzel véget ért. Az eredményiil kapott két DNS-szal a kovetkez6 ciklus templatja
lesz, kdvetkezésképpen minden ciklusban megkétszerezddik a DNS mennyisége.

Masodik ciklus
A 7-10. abrakon jol lathatoan ugyanaz a folyamat folytatodik, mint ami eddig zajlott, csak a
DNS-szakaszok ¢és az egyes PCR-0sszetevok (példaul a polimerdz) szama megkétszerezddott.

Harmadik ciklus
Ebben a ciklusban érjiik el a megfeleld hosszusagi DNS-szakaszt, mely narancssarga
hattérszinnel van megjeldlve. (11-15. abrak)

A ciklusonként nyert DNS-szakaszok mennyisége 2", ahol n a PCR ciklusok szdma. Egy
altalanos PCR-folyamat 20-30 ciklusbol 4ll. 30 ciklussal szamolva, 2°° = 1,073,741,824 DNS-
masolatunk lesz, a cél-DNS-masolatok szama elvben pedig 1,073,741,764. Belathatjuk tehat,
hogy PCR rendkiviil magas hatasfoku folyamat.

Vizsgalatom: csonttoréses rizikofaktor megléte [2, 3, 9, 10]

A kisérlet pontos neve: Collal gén Spl-€S polimorfizmusanak (tobbalakusdaganak) vizsgalata
PCR-RFLP-vel. Altala megtudhatom, hogy egy iddskori, remélem, nem bekdvetkezd
csontritkulasos allapotban kell-e majd szamolnom genetikai eredeti fokozott csonttorési
hajlammal.

Az orokletes betegségek és hajlamok kimutatasa egy adott — példaul emberi — genomban
hosszt és bonyolult folyamat. A PCR-rel mindez lerdvidithetd, hiszen kérdéses génszakaszok
konnyen felerésithetéek megfeleld primerekkel, majd utdna a mutacido egyértelmiien
kimutathato.

A vizsgalt kor tehat a csontritkulas (osteoporosis), @ néma jarvanynak is nevezett betegség,
amely Magyarorszagon minden tizedik embert érinti, vilagszerte pedig szazmilliok
problémajat okozza, noha Szoros értelemben a csontritkulas megel6zhet6, ha nem is
gyogyithatd. A csontritkulds egészen pontosan a csontszévet anyagcsere-betegsége. A csont
¢lé tdmasztdszovet, mely folyamatosan é€piil és bomlik annak érdekében, hogy szerkezete
mindig az 6t érd eréhatasoknak megfeleléen épiiljon fel (IV. 4bra). Igy az asvanyi anyagok
mellett szamos, az atalakuldsokat is biztositd €l sejtet is taldlunk itt. Téapanyagellatasuk
sériilése, kiilsd iranyitasuk, belsé miikodésiik hibdja esetén bekovetkezhet, hogy felborul a
csontépitd és csontlebontd folyamatok dinamikus egyensulya. A lebontdak relativ talsulya
esetén beszéliink csontritkuldsrol, amely a szervezetet szamos helyen érintheti, példaul a
gerincoszlopnal (V. éabra). Szamos ok kibillentheti a csontanyagcserét egyensulyabol:
férfiaknal és ndknél egyarant rizikotényezOnek szamitanak a pajzsmirigybetegségek és a
reuma, de akar az asztma is! Veszélyforras lehet az is, hogy mit Ordkliink sziileinktol,
nagysziileinkt6l — most szoritkozzunk erre.
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A vizsgalat elmélete diohéjban [8]
A vizsgalatot 2006. junius 27-én, kedden, a Semmelweis Egyetem I. sz. Belklinikdjanak
Klinikai Kutat6 €s Izotopdiagnosztikai Laboratoriumaban végeztiik. A vizsgalat mutatta meg
szamunkra, hogy a PCR az orvosi diagnosztikaban is kiemelt szerepet jatszik.
Orokitéanyag-allomanyunk (mely minden egyes testi sejtiinkben megtalalhato) egyik génje
a kollagén-1 alfa-1 (tovabbiakban: Collal), amelynek az 1. intronjaban 1évé része az
atirasban (transzkripcidban) szerepet jatszé un. Sp1-kotéhely. Egy bizonyos guanin-timin (G-
T) pontmutacié jatszodhat itt le, egészen pontosan az 1245. bazisnal. Genotipus szerint a
G1245-06s allélt S (egészséges), a T1245-6t s (hajlamos) allélnak nevezziik. Mas szavakkal: ha
az 1245. bazis a génben guanin, akkor az illetd személy egyik allélja S, ha a bazis timin, akkor
s. Igy, két sziil6t31 rokolve a tulajdonsagokat lehet valaki SS-es, Ss-es és Ss-es genotipusu.
Ha itt pontmutacio torténik, akkor a kollagén-1-fehérje szintézise karosodik, a kollagént
alkoto kollagén-1 és kollagén-2 fehérjék aranya megvaltozik. A fontos fehérje beépiilése a
csontokba zavart szenved, és ennek lehet kdvetkezménye id6sebb korban fokozott csonttorési
hajlam csontritkulasos allapotban. A pontmutacio tehat genetikai természetii csonttorési
rizikofaktor: megallapithatjuk, hogy genetikailag, a Collal gén Spl-es helyének
tobbalakusaga szerint magunkban hordozzuk-e ezt a hajlamot (egyszerisitve: ,,milyen
géneket 6rokoltiink” — ahogy szokas mondani).

RFLP: a PCR révén nyert DNS-szakaszok emésztése [8]

A vizsgalat maga az un. restrikcios fragmenthosszusag-polimorfizmus (angolul: Restriction
Fragment Length Polymorphism — RFLP) eljarasanak segitségével torténhetett meg. A hosszu
kifejezés roviden annyit takar, hogy egyes endonukledz enzimek a kettds szala DNS-szalat
meghatarozott szekvenciaknal hasitjak el (azaz emésztik meg). Innen kaptak a neviiket is:
kotelezden, kizarolagosan (restrikcio = kizardlagossag) egy meghatarozott helyen metszik a
DNS-molekulat. Az RFLP-vel, mint azt latni fogjuk, lényegében szabad szemmel
megfigyelhetjiik majd, hogy azon a kis helyen egy guanin-, vagy egy timinbazis foglal-e
helyet.

Esetlinkben a nukledz enzim csak és kizarolag akkor hasitja el a DNS-t, ha a kovetkezd
bazisszekvenciat talalja: CCAnNNNNNTGG, ahol n barmilyen bazist jelolhet.

Az altalunk vizsgélt pontmutacié éppen az enzim elébb leirt felismerd helyét valtoztatja
meg. A Collal gén részlete: CATGCCCAGG GAATGGGGGC. Az alahuzott teriilet az in.
PfIMI és a Van911 DNS-t hasitd enzim felismeréhelye. Ha ott a G T-re valtozik, akkor a
felismeréhely a mutaci6 altal ,,tonkremegy”: CATGCCCAGG GAATGIGGGC. Az enzim
ebben az esetben nem tudja elhasitani az el6z6leg PCR-rel felerdsitett DNS-szakaszt.
Egyszerii logikaval és egy Gjabb modszerrel, a gélelektroforézissel a mutacio felderitheto.

Gélelektroforézis [4]

Az gélelektroforézis a molekulak méretbeli, elektromos toltottségbeli elvalasztasara
(szeparalasara) szolgalo, széles korben alkalmazott technika.

Ha a toltéssel rendelkezé molekulak elektromos térbe keriilnek, akkor toltésiikt6l (annak
eléjelétdl) fiiggden a pozitiv andd vagy a negativ katdd felé mozdulnak el. (Az ellentétes
eldjeli toltések vonzzak, a megegyezdek taszitjadk egymast.)

A DNS elektroforézise altal szamos dolgot vizsgalhatunk, példaul igazolhatjuk az
orokitéanyag meglétét, meghatarozhatjuk a mennyiségét, egyes DNS-fragmentumokat
valaszthatunk szét és igy tovabb. A sokféle felhasznélasi lehetdség koziil mi a restrikcids
emésztés (RFLP) termékeit vizsgaltuk.

A folyamat egy a kiils6 kornyezettdl (levegdtdl) elhatarolt homogén anyagban, az Un.
matrixban (kOzegben) azaz gélben torténik. A gél altalaban agardéz (V1. abra; mi is azt
hasznaltuk)
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A vizsgalat egy vizszintesen elhelyezett berendezésben torténik. Az un. elektroforézis-
kadba vagy gélkadba (VII. abra) beontjiikk a folyékony gélt, ami rovidesen megszilardul. A
lassan kidermedd gélbe meriilnek a fésiiszerti fogak, melyeket késobb kiemelve Kis tasakokat
nyeriink. Ezekbe a kis tiregekbe kell pipettazni a DNS-tartalmtt mintakat az eppendorf-
csovekbdl (VI és IX. abrak). Utana kovetkezhet a mintak megfuttatasa (szétvalasztasa),
azaz a tényleges elektroforézis.

A DNS negativ toltésli molekuldanak tekinthetd negativ cukorfoszfat-alaplancai miatt, igy
az Orokitéanyag molekulai elektromos erétérben a pozitiv anod felé vandorolnak. A zsebbe
pipettazott DNS kiilonb6z6 méretli molekulakbol all. Ezek kozott vannak pontmutacié miatt
egyben maradt, igy hosszabb, illetve a RFLP soran kisebb részekre hasitott darabok. A lila
szinli folyadékban tehat kiilonb6zé méretii DNS-ek kiilonboztethetéek meg. A molekulakat
szabad szemmel nyilvan nem lathatjuk, de a gélelektroforézis révén tudjuk, hol vannak. A
részecskék eltéré sebességgel haladnak ugyanis: minél kisebb egy molekula, annal nagyobb
tavolsagot képes megtenni kisebb kozegellenallasa és tehetetlensége folytan adott id6 alatt a
kadban (X. abra). Mivel a molekulak hosszat nem lathatjuk, a vizsgalat végén a helyzetiikb6l
kovetkeztethetliink méretiikre. A molekulaméret (molekulatomeg) és a migracidé mértéke
(megtett Ut) koordinatarendszerben abrazolva koriilbeliil linearis fliggvényt ad.

Az egymastol elvalasztott DNS-ek méretének eldontéséhez sziikség van bizonyos
kontrollokra, un. sulymarkerekre. Ezekhez az ismert nagysagti DNS-fragmentumokat
tartalmaz6 anyagokhoz tudjuk viszonyitani a vizsgalt mintdinkat.

A vizualizélas, azaz a DNS lathatova tétele egy masik kardinalis kérdés az elektroforézis
alatt. Meg kell kiilonboztetnlink a folyamat alatt és a folyamat utdn torténd megfigyelést
lehetévé tevd anyagokat. Az elektroforézis utan DNS-hez ko6t6d6 fluoreszcens, nyomjelzd
festékeket alkalmazunk. (Fluoreszcencia: a molekuldk elektroméagneses sugéarzas hatdsara
gerjesztddnek, és a gerjesztési energiat fény formajaban kisugarozzak.) Ilyen az etidium-
bromid (XI. abra), illetve gyakran hasznalt a SYBR Gold-eljaras is (XII. abra). Az eredmény
un. UV-transzilluminatorral (a mintat ultraibolya fénnyel atvilagitoé géppel) lesz lathato.

Osszegezve tehat megfuttattuk a DNS-mintat a gélen, majd UV-fénnyel ,.eléhivattuk™, igy
elvileg készen vagyunk; latjuk a gélelektroforézis eredményét. A kép tSbbszori
kiértékeléséhez és archivalasahoz viszont sziikség van a megorokitésére is. Az eredmény
lefényképezésére szolgal a CCD-kamerarendszer (mas néven géldokumentacios rendszer
vagy ,,géldokrendszer” — XIII. abra): digitalis fényképet készitlink vele, majd elmentjiik azt.

Sajat vizsgalat [1, 2, 7, 8]

A sejtekbdl a mintdk elkészitéséhez eldszor is izolalni kellett az orokitdanyagot. Ez ugy

tortént, hogy a sejtek ,,bontisa” (lizise) €s az un. Proteinaz-K-s emésztése utan specialis

szlir6re pipettaztuk az anyagot. Tobbszori mosassal a szennyezdodéseket eltavolitottuk, majd a

DNS-t egy csobe sziirtiik. Az orokitdanyag tisztasagat az un. spektrofotométerrel allapithattuk

meg, mellyel mérhetéek DNS fénytorési tulajdonsagai is. Ha a leolvasott érték egy adott

tartomanyon beliil van, akkor abbol arra kovetkeztethetiink, hogy mintank megfelelden tiszta.

Mindannyian négy darab mintaval — négyféle DNS-sel — dolgoztunk tehat:

1. Vér — egy ismeretlen személy vérvétel sordn nyert, kémcsOben tarolt mintdja. S mint
emberi szovet, fokozott Ovatossaggal kell dolgozni vele, hiszen kérokozdkat tartalmazhat.

2. Sajat, a szajiireg el nem szarusodd nyalkahartyajabol nyert DNS-minta. Az 6rokitbanyag

kinyeréséhez felhasznalt sejtek az un. swaben helyezkednek el, mely egy fiilpiszkalohoz

hasonld mintavevd palcika. A mintat ugy készitettem el, hogy a palcikat az inyemhez

dorzsoltem.

ismert SS genotipusu kontroll — 6sszehasonlitasi alapot nyujt a vizsgalatban

ismert Ss genotipusu kontroll — ugyanaz a szerepe, mint az SS kontrollnak.

»ow

A XIV. abran lathat6 ,,fekete csik” a valdjaban kétszalti Collal. A két primer feldl érkezo

......
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300 bp hosszu szakaszt a primerekkel és a polimerazokkal a PCR révén. A piros X a mutacio
helye, egyben az emlitett PfLMI enzim hasitohelye. Lattuk, hogy ha a pontmutacio itt
bekovetkezik, akkor az enzim nem lesz képes a gént hasitani.

Kovessiik a XV. abrat! S genotipust egyedeknél nincs mutacio, az 1245. bazis guanin
(ahol az X van), a hasitas rendben lezajlik: a 300 bp hosszu PCR-termék két részre, egy 170
¢és egy 130 bp hosszsagu részre bomlik.

Akik s genotipusuak, azoknal az adott ponton mutacio kovetkezik be (XVI. abra). Guanin
helyett ott timint leliink. Kovetkezésképpen az emésztés-hasitas ott nem tud lezajlani, igy a
PCR-termék megmarad egyben, 300 bp hosszusaggal.

Vilagos, hogy minél hosszabb egy fragment (a 130, 170 és 300 bp-0s szakaszok mind
fragmentek!), annal kisebb lesz megtett Utja a gélelektroforézis soran. Tehat, ha a fényképen
tehat az tovabb fog haladni. A legtavolabb jutott pedig a 130 bp-os lesz a harom fragment
koziil, mert 6 a legkisebb. Kovetkezzen hat maga a vizsgalat!

Elso lépés: PCR-erésités: Eppendorf-csében készitettiik el a keveréket (Osszesen 18 pl),
melynek tartalma: PCR Mastermix (mely tartalmaz enzimet, puffert stb.), primerek és
desztillalt viz. Négy PCR-csébe bepipettaztunk egyezé mennyiségeket a keverékbol. A PCR-
csoveket alkoholos filccel jeldltiik meg: 1-vér, 2-ham, 3-SS, 4-Ss. A jeloléseknek megfelelden
hozzaadtuk a kiilonféle DNS-mintakat, vagyis az elsdbe a vér DNS-¢ét, a masodikba a
szajliregit €s igy tovabb. Ezutan behelyeztiik a PCR-késziilékbe a mintakat, illetve elinditottuk
a programot. Ekkor zajlanak le a mar bemutatott, szabalyozott hémérsékletii ciklusok.

Masodik lépés: DNS-emésztés: ismét 6t mintara elegendd keveréket készitettiink egy
Eppendorf-csében, vizbdl, B pufferbdl, restrikcios emésztéenzimbdl all o6ssze (15 pl
mintanként). Ezt a teljes mennyiséget kellett a 4 feliratozott PCR-csébe pipettazni. Az els
1€pés soran elkésziilt PCR-reakcidtermékekbdl hozzdadtunk a megfeleld sorszami PCR-cs6
tartalmahoz. Az igy elkésziilt keverékeket 37°C-os inkubatorba helyeztiik emésztddni.

Harmadik 1épés: a gélelektroforézis végrehajtasa: a pontosan kimért agarézporhoz TAE
puffert adtunk, majd kb. 3 percig melegitettiilk mikrohullamu siitében: a gél ezzel elkésziilt.

Kovetkezd 1épésként adtuk hozza a gélhez a DNS-festd EtBr-t. Ezutan kiontottiik
geltartoba a folyadékot, tigyelve arra, hogy a tasakképzd fésiik be legyenek helyezve. Varni
kellett addig, amig a gél meg nem szilardult, majd 6vatosan eltavolitottuk a féstiket és a gélt
behelyeztik a kadba. Kovetkezd 1épésként kék szinii STOP-oldatot adtunk az emésztett
mintakhoz, majd koriiltekinté fel-lepipettazassal Osszekevertiik Oket. A mintdk ezzel
elkésziiltek! A kisérletet a tasakokba valod pipettazasnal konnyen el lehet rontani. Nagyon
gondosan beadagoltuk a tasakokba a mintdkat, majd elinditottuk a gélelektroforézist
(fesziiltség: 100V, iddtartam: 25-30 perc). A fél ora eltelte utan Kivettiik a gélt a kadbol, és
lecsepegtettiik. Kovetkezhetett a dokumentalas!

Negyedik lépés: a géldokumentacié: a lecsepegtetett gélt UV-transzilluminator fol¢, az
atvilagito asztalra helyeztiik, végezetiil fényképet készitettiink eredményiinkrol.

A gyakorlatvezeté elmondta, hogyan is mutat majd a gélelektroforézis a felvételen: az elsé
sav az ismert hosszisagu darabokat tartalmazo ,,Iétra”, ami az emlitett kontrollként szolgal. A
PCR-termék mérete tehat egy, szintén a gélbe injektalt, ismert hosszusagn DNS-szakaszokat
tartalmaz6 DNS-létraval Osszehasonlitva hatarozhato meg. E mellett helyezkedik el a négy
minta. Osszesen tehat &t savot vizsgalunk.

Otodik 1épés: kiértékelés, eredmények: a képen lathato majd a négy minta
elektroforézisének képe, amibdl az egyes genotipusokra kdvetkeztethetiink. Az elektroforézis
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a kép felso felétdl lefelé iranyult, tehat a felvétel
teteje negativ, az als6 része pedig a pozitiv
polusnak felel meg.

Tekintsiink el6szor erre a jol sikeriilt képre
(fels6 abra), melyet a klinikusok készitettek. Az
. emlitett létra 100 bp-onként novekvé DNS
' darabokat tartalmaz. Az 500 bp-os erésebb
fényt, a 100-as nem lathato. Az 1-es jelt savban
SS homozigdta normal genotipusi minta lathatd, ahol az anya és az apa is normalis
genotipusu (felirasa: -/-). Mellette figyelhetd6 meg (2-es sav) a heterozigota Ss, ahol
valamelyik sziil6 mutaciot hordoz (vagyis -/+). A 6-0S az ss-minta savja, mely egy
homozigota mutans egyedbdl szarmazik (itt mindkét sziilé mutans: +/+).

Most nézziik a sajat mintat (alsé abra; a 7-1-es jel6lés a személyes kodom). Itt az elsé sav a
kontroll, mely az ismert méretli szakaszokat tartalmazza. A legalsé szinten a 100 bp
hosszusagu fragmentek vannak. Folottiik helyezkednek
el a 200 bp-osak, 300 bp-osak és igy tovabb.

Az 1. sav a vérmintaé, mely szerint a vérado személy
genotipusa SS. Ezt ugy tudjuk felismerni, hogy
megfigyeljik a mintdk futdsat. Emlékezziink: minél
nagyobb a migracid, anndl kisebb a részecske hossza!
Egy széles és vastag sotét mezot latunk, mely valdjaban
kétféle — 130 és 170 bp hosszu — fragmentet tartalmaz,
melyek talhaladtak a 300 bp-os siillyedtségi szinten.
Jobban szétvaltak volna, ha tovabb futtatjuk az elektroforézist. Mindez azt jelenti, hogy a
donor a Collal gén szempontjabol nem hajlamos iddskorban fokozott mérték{i csonttdrésre
csontritkulasos allapotban.

A 2. sav tartalmazza sajat, a szajbol vett sejtjeimnek a mintajat. Az dbra tanusaga szerint
sajat genotipusom is SS. Ezt igazolja az is, hogy a 1. és a 2. sav rendkiviil hasonlit egymasra.
Ordmteli kovetkeztetés: a Collal gén Spl-es mutdcidjanak szempontjabol nincs bennem
koédolva az a genetikai hiba, amely, ha ne adj’ Isten csontritkuldsos lennék idésebb koromban,
fokozott csonttorési hajlamot hordozna bennem. Tovabbra is torekednem kell viszont az
egészséges életvitelre, noha egy kicsit megkonnyebbiiltem...

A 3. sav (SS genotipus) mintdjan az erdsebb szinli mez6k mélyebben talalhatoak, és kett6t
is megfigyelhetiink. Nem kovetkezett be mutacio, igy az amplifikélt génszakasz az enzim altal
130 és 170 bp hosszu szakaszokra bomlott. Ezek is mélyebbre siillyedtek, hiszen a gélnek
Kisebb kozegellenallasa van veliik szemben. Az els6 harom sav eredménye tehat megegyezik,
hiszen mindegyik SS genotipusu.

A 4. sav (Ss genotipus) elektroforézise mutaciora utal. Ezt a felsd, sotétebb szinli mezd
igazolja. A tudomany mai allasa szerint az SS valdsziniileg hajlamossagot okoz, de még nem
igazolhatd tokéletesen. Mindazondltal az Ss genotipusuaknak fokozottan szdmolniuk kell a
toréssel csontritkulasos allapotban.

Ha balul siil el a kisérlet: egyes hibalehetoségek [3, 11]

Latjuk hat, hogy vizsgalatunk sikeres volt. Szamolni kellett viszont a hibalehetdségekkel is,
melyek béven akadnak. A miszerek bekapcsolasanak hianyatol kezdve a rossz
primertervezésen at az idegen DNS-mintaval val6 fert6z6désig, rengeteg gond adodhat.

Kitekintés [5]
A vizsgalat ugyan egy pici részletet arult el szervezetemrdl, mégis tokéletesen érzékelteti:

ilyen és ehhez hasonldo génvizsgald modszerek nagy tavlatokat nyithatnak a jovobeli
gyoOgyaszatban. A genetikai szemléletii megel6z6 orvoslas szerepe megnovekedhet, illetve az
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emberek betegségre valo hajlamuk ismeretében talan tudatosabban is élhetnék életiiket. Tobb
génhiba és mutacié mint rizik6faktor (komolyabb betegségek olykor tobb gén zavarakor
jelentkeznek) megléte bebizonyithatja majd veszélyes betegségek néhany éven beliil
valosziniisithetd bekovetkezését (a skizofrénia példaul feltehetden jelentés mértékben — 80%-
ban — genetikai eredeti korkép). Géntérképezés révén megjosolhatd lesz tovabba az adott
gyogyszerre torténd egyéni reakcid! Rovidesen bekdszonthet tehat a genom-alapt terdpia és a
személyre szabott gyogyitds korszaka. Ahogy Falus Andras professzor is sugallta
eldadasaban: genotipusnak megfeleld gyogymaod, megfeleld gydgyszerrel, megfeleld idében —
ez lesz a kozeljovo gyakorlata.

Forrasok: eloadasok, felhasznalt irodalom

A dolgozat elkészitéséhez sziikséges ismereteket tobbek kozott a kovetkezd — a taborban

elhangzott — eldadasok soran szereztem meg:

e Dr. Koppany Viktoria: Munkavédelem — hogyan dolgozzunk egy molekularis genetikai
laboratoriumban? [1]

e Dr. Kosa Janos: Az 6rokité anyag, klonozas, hibridizalas [2]

e Zalka Anna: PCR — Polymerase Chain Reaction [3]

e Somlai Zsolt: Detektalasi modszerek a molekuldris biologidban: gélelektroforézis;
géldokumentacios rendszer [4]

e Prof. Falus Andras: Genomika, a biologia 1j irasbelisége [5]

A dolgozat elkészitéséhez a kovetkez6 irodalmakat hasznaltam fel:

e BioGén Tabor: Eléadasok — kivonatok [6]

BioGén Tabor: Gyakorlatok — kivonatok [7]

BioGén Tabor: Gyakorlati protokollok [8]

Olah Zsuzsa: Biologia 12. Nemzeti Tankonyvkiado, Budapest, 2004 [9]

Gal Béla: Biologia — Az ¢életkdzosségek bioldgiaja; Az evolucio és az 6roklddés. Mozaik
Kiado, Szeged, 2006 [10]

Pélyazatom irasakor szamos hasznos weboldalat meglatogattam:

e http://hu.wikipedia.org/wiki/PCR [11]

e hrrp://www.komabiotech.co.kr/product/equipment/pcr.htm [12]

e http://www.intas.de/images/gallery/geldokumentation/big/geldokumentation_sybr-
gold.jpg [13]

http://www.microphotonics.com/images/bis393.jpg [14]
http://aviva.urz2.com/images/drawing/skeleton.jpg [cimlapkép]
http://www.nobelprize.com [15]
http://www.clip.ubc.ca/seminars_conferencessMMP_GRC_2003/Bacterial%20Mats/MMP
-GRC-03-delta-mat.jpg [16]

http://www.hazipatika.com/topics/osteoporosis - [17]
http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/e26/agarose.htm [18]
http://winel.sb.fsu.edu/bch4053/Lecture20/etbr.jpg [19]
http://www.dnalc.org/shockwave/pcranwhole.html [20]
http://www.morrisonlabs.com/images/osteoporosis/osteobonelabel.gif [21]
http://www.nof.org/osteoporosis/images/nof-two.gif [22]
http://people.umass.edu/mbilab/electrophoresis.JPG [23]
http://oceanexplorer.noaa.gov/explorations/03bio/background/molecular/media/gel_plate
600.jpg [24]


http://hu.wikipedia.org/wiki/PCR
http://wine1.sb.fsu.edu/bch4053/Lecture20/etbr.jpg%20%5b18
http://www.dnalc.org/shockwave/pcranwhole.html%20%5b20
http://www.morrisonlabs.com/images/osteoporosis/osteobonelabel.gif%20%5b21
http://www.nof.org/osteoporosis/images/nof-two.gif
http://people.umass.edu/mbilab/electrophoresis.JPG%20%5b23
http://oceanexplorer.noaa.gov/explorations/03bio/background/molecular/media/gel_plate_600.jpg
http://oceanexplorer.noaa.gov/explorations/03bio/background/molecular/media/gel_plate_600.jpg
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A weblapok 2007. marcius 9-i frissitésiiek.

A BioGén Taborrol bévebben: http://www.biogentabor.hu

Koszonetnyilvanitas

A dolgozat elkészitésében sokat segitett Babocsai Olga, Professzor Lakatos Péter, Takacs
Laszl6 és Steve Pechous PhD. Segitségiiket ezuton is kdszonom!

Mellékletek: kiegészité abrak

A dolgozatban eddig bemutatott alapvetd képek mellett tovabbi fontos, kiegészitd dbrak

lathatoak a kovetkezo oldalakon.

. abra [15]:

Kary Bank Mullis, a PCR
megalkotdja.

Felfedezésének nagyszerliségét
érzékelteti  a Nobel-dijatadason
elhangzott beszéde: ., Heuréka!
Heuréka! [...] Sikeriilt megoldanom a
DNS-vegyészet lebosszantobb

probléemajat! Két oligonukleotiddal,
DNS-polimerazzal és a négy bazissal
annyi DNS-szekvenciat gyarthatok,
amennyit csak akarok! /[..] Nem
akartam elhinni. Ha ez igaz, akkor
orokre megvaltoztatia a DNS-kémidt ...
Ez igy tul egyszerii.”

II. abra [12]

A PCR-berendezés.

A képen a Mastercycler 5333 nevii
gép lathato.

[11. abra [16]:

A hokedvel6 baktériumok éléhelye.
A képen az USA-beli Yellowstone
Nemzeti Park egyik magas atlagos

hémérsékletii tocsaja lathatd — itt
¢lnek a hdkedveld baktériumok,
melyekbdl a Taq késziil.
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Polymerase Chain Reaction Ampification 1
a

94-96°C
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Polymerase Chain Reaction: Cycle One 5
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Polymerase Chain Reacticn. Cycle One
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1-15. abrak [20]:

A PCR.

Az abrak a PCR folyamat egyes
fazisait szemléltetik. A  képeken
lathaté feketén szedett sorszam az
abrasorszam is egyben.

11



Milyen éregkorra szamithatok?

Polymerase Chain Reaction. Cycle Two

55-65°C

Polymerase Chain Reaction! Cycle Two
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Polymerase Chain Reaction: Cycle Two

Polymerase Chain Reaction. Cycle Three
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Polymerase Chain Reaction: Cycle Thres
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Polymerase Chain Reaction. Cycle Three

, — IV.[21] és V. [22] abrak:

Osteoporosis Bone \ . / oy 2 s .

Bt o Dansity L A csontritkulas megnyilvanulasai.

v. DX/‘ . A bal oldali képen csontritkulasban
: . a W TR szenvedd beteg €s egészséges ember

csoves  csontjanak  hosszmetszete

lathato, mig jobboldalt a csontritkulas

jellemzd tamadasi helyei figyelhetdek

meg, igy a gerincoszlop, a csigolyak.

Healthier — ../
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Molekulaméret (hosszusag - bp)

HyN NH,

N+
@ | -

VI. abra [18]:

Agaroz molekula képe.

A molekulaszerkezet igazolja az
anyag  természetét:  ,molekuldris
lyukacsai” teszik lehetévé a minta
részecskéinek elkiilonitését.

VII. abra [23]:

Gélkad.

E berendezésben veégzik a
gélelektroforézist. Jol

megfigyelhetdek a lila szinli féstik és
az elektromos vezetékek is.

VIII. abra [24] és IX. abra:

Pipettazas és az Eppendorf-csé
rajza.

Bal oldalon a helyes pipettazast
szemléltetem, a jobb oldali kép pedig
az oly sokat hasznalt, Eppendorf-
csOvet mutatja benne a vizsgalando

anyaggal.

X. abra:

A gélelektroforézis vazlata.
Elektroforézis soran az kiilonb6zo
méretl szakaszok eltéro
tehetelenségiik és  méretiik
(kozegellenallasuk) miatt mas-mas
utakat futnak be a gélben, és igy
szinteket hoznak létre.

Xl. abra [19]:

Az EtBr-molekula képe.

Az elektroforézis soran hasznalt
festék, lathatova  teszi  futtatas
eredményét.

XII. abra [13]:

SYBR Gold

A SYBR Gold, azaz aranyszinli
festékkel készitett gélelektroforézis
mellett alkalmazzak az élénkzold
festési technikat is.
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XIII. abra [14]:

A géldokumentacios rendszer.

Az  UV-transzilluminidtor — mellett
megfigyelhetd a szokvanyos
szamitogépes kezeldfeliilet is.

XIV. abra:
A Collal gén.

SP1-1U primer
é * Col1a1 gén
N i
e

SP1-2D primer

XV. abra:
Mutacio hijan emésztés torténik.

Nincs mutacio; S allél

*Hp /A 130bp

-

XVI. 4bra
Muticio: egységes szakasz marad.

Van mutacio; s allel

___________________________________________________________ |
300 bp

.



