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A molekularis biologia centralis dogmaja:

transzkripcid transzlacio

Fehérje

-
<

Reverz
transzkriptaz

DNS altal tarolt informacio:

- fehérjek szerkezete

- fehérjeszintézis 1dObeli €s mennyisegi meghatdrozasa
Nukleinsavak: nukleotid egysegekbdl felépiild polimerek.
RNS: adenin, guanin, citozin, uracil bazist tartalmazo ribonukleotidok

. adenin, guanin, citozin, timin bazist tartalmaz6 dezoxi-
ribonuleotidok
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Distance
between
bases

0.34 nm

Length of one
complete
turn of helix
3.4 nm

Width of the helix

Ty re—T

Purine-purine pair
TOO WIDE

Pyrimidine-pyrimidine pair
TOO NARROW

Purine-pyrimidine pair
JUST RIGHT

Space inside sugar-
phosphate backbones
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DNA contains thymine,
whereas RNA contains uracil

Guanine




A DNS bazissorrendje egyedi: jellemzd DNS reszletek alapjan
tulajdonosa meghatarozhato

Ha ezt a DNS részletet ki1 tudjuk mutatni azzal meghataroztuk az
adott ¢lolényt (virust, baktériumot gombat, embert).



DNS 1zolalas

: hipotonias sokk, sejtfal emesztése lizozimmel,
sejtfeltaras mechanikus feltatokkal (french press, BeadBeater
potter), ismételt fagyasztassal-olvasztassal Eg

Membranok
megbontasa
detergensekkel,
enzimekkel
(Proteinaz K)

: EDTA tartalmu pufferek
hasznalata (Ca®*, Mg?* ionok megkotése)



: oldoszeres extrakcioval
(fenol/kloroform/izoamil-alkohol), szelektiv kicsapassal (fehérjék
eltavolyitasa NH,OAc, NaCl kicsapassal)

A DNS kicsapasa alkohollal (2-propanol, etanol)

Kromatografias modszerekkel



Az 1zolalas soran nyert genomi DNS hosszu kiilonboz6 mértékben
fragmentalodott darabokbol all.

Nehezen kezelheto ebben a formaban.

Hogyan tudjuk az altalunk keresett gént kimutatni?

JOl meghatarozott nukleotidszekvencianal hasitjak a kettdsszala DNS
lancot

A keletkezett DNS fragmentumok hossza meghatarozhato

Elérhetd, hogy egy adott gén bizonyos szakaszon beliil legyen B




Geélelektroforézis: A DNS lancok méret szerinti elvalasztasa

600 bp —

100 V

100 bp ——

DNS Letra
Pl.: 100 bp-os



Az etidium-bromid a DNS bazisai
koze épiil be:



Nukleinsav hibridizacio

A DNS vizes oldatban 100°C-on, vagy ligos pH-n szétbomlik szimpla
szalakra. Ha huzamosabb 1deig 65°C-on tartjuk (yra kett0sszala
szerkezetet vesz fel: hibridizal (renaturalodik).

Préoba: 15 - néhany ezer bazispar hosszu jelolt (radioaktiv, vagy
fluoreszcens) nuleotidszakasz. Igen erzekeny €s szelektiv.

gle-stranded

W=

anby & forms stable A, C, and E all form
double helix stable double helices




Northern és Southern blot

stack of paper towels remowe nitrocellulose
|

iA) unlabeled =g ] b e (]
RMA or DNA o fr
nitrocellulose
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DMA of known sizes
as size markers \
AGarnse
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LABELED PROBE
HYBRIDIZED TO
SEPARATED DNA

MUCLEIC ACIDS SEPARATED SEFARATED NUCLEIC ACIDS BLOTTED
ACCORDING TO SIZFE BY AGARDSE ONTO NITROCELLULDSE PAPER BY SUCTION
GEL ELECTROPHORESIS QOF BUFFER THROUGH GEL AND PAFER

Nukleinsavak komplex keveréke esetében
hasznalatos kivalogatja a vele
komplementer részletet tartalmazo
nukleinsavszalat COMPLEMENTARY DNA BANDS.

VISUALIZED BY AUTORADIOGRAPHY

1. Elsodleges durva elvalasztas
gélelektroforézissel (méret szerint)

positions
of !

2. Masodlagos specifikus analizis sl
hibridizacios probaval



Polimerase Chain Reaction:PCR

TAAGCCATTAGCTAGCTTCCGTAAGCATCGAATCCGTAC

TAAGCCATTAGCTAGCTTCCGTAAGCATCGAATCCGTAC

TAAGCCATTAGCTAGCTTCCGTAAGCATCGAATCCGTAC

TAAGCCATTAGCTAGCTTCCGTAAGCATCGAATCCGTAC

e
g
al

TAAGCCATTAGCTAGCTTCCGTAAGCATCGAATCCGTAC

/4

/4

Teljes genom: tobb millio
azispar

b

PCR: altalunk kivalasztott DNS részlet

mesterseges megsokszorozasa



PCR hociklus

+—

O
—
=4
O

7))

—
£
Q0
<

1. Denaturacio: 95°C

2. Primerek betapadasa 40-60°C hozzavalok <Templat DNS
*PCR puffer

*Primerek
«dNTP Mg?*

*Taq polimeraz

3. Polimerizacio 72°C




Geélelektroforézis: A DNS lancok méret szerinti elvalasztasa

600 bp —

100 V

100 bp ———

DNS Letra
Pl.: 100 bp-os



A PCR technika klinikai diagnosztikai alkalmazasai

Monogénes oroklésmenet
letalis/kezelheto betegségek prenatalis diagnosztika

Rizikofaktorok

poligénes oroklésmenet pl.: NIDDM

DNS minta eredete

- invaziv mintavétel: - vércsepp
- CVS (korionboholy)

- nem invaziv mintavétel: - Bucca sejtek
- haj

- korom



Idegen genom azonositasa
bakteérium, virus, gomba

Kimutatasuk: specifikus primerrel: van-e PCR termék?

DNS ujjlenyomat
- apasagi perek

- kriminologia



1. Hosszusagpolimorfizmus vizsgalata PCR-rel
- deléciok
- duplikaciok

- ismétlddési polimorfizmusok

Huntington-chorea

Nukleotid triplet ismétlddések az egészséges ember genomjaban i1s
megtalalhato.

Bizonyos 1smétlodési szam felett —————) betegsegek kialakulasa

Harom {6 csoportra oszthato



1. CGG triplet jelentds expanzioja: jellegzetes példa a fragilis X-
szindroma; a CGG megsokszor6zodas nem kodolo régioban
torténik, a kromoszoma torékenységet eredmenyez

2. CAG triplet viszonylag kis samu 1smétlodése: jellegzetes példa a
Huntington betegség. Az 1smétlodés kodolod szakaszban talalhato:
poli glutamin részletek======% késoi megjelenési
neurodegenerativ elvaltozasok

3. CTG triplet igen nagyszamu 1smetlodése, nem kodolo régidoban

A Huntington betegség patogenezise

Az agykéreg, a nucleus caudatus kiterjedt atrophidja jellemzi.

Oka: a fehérjékben 1évo poliglutamin részek egymassal H-hidakat
alakitanak K1 =—————) 3 proteazok nem tudjak lebontani Oket
— {¢lhalmozddnak a sejtekben



Tunetek:

Rendszerint lassan kezdddik, arc, vegtagok szabalytalan, rovid
tartamt mozgasa (GABA jelentds csokkenése—p dopamin
felszabadulas nem gatolt)

Keésobb: ujjak nyughatatlansaga, beszéd, nyelés nehezitett
Meg késObb: szemelyisegvaltozas, demencia, majd halal

Lefolyas idGtartama: 9-17 év.

Diagnosztika: az ismétlodések szamanak meghatarozasa
Keét primer segitségevel
1. Ismétld részen kiviil

kapcsolodik
2. Ismétlddo részhez



Egyetlen PCR terméket kapunk ¢=——— A hosszusaga utal az
1smétlddések szdmara

A termékek kozott kis meretbeli kiillonbs€g ————p  kapillaris elfo




Eredmény: elektroforetogram

Ki a beteg?
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STR lokuszok, DNS ujjlenyomat

STR: short tandem repeat. Nem koros 1smétlodd szekvenciak
Atlagosan 2-7 bp hossziiak Nem kodolo részen talalhatok

Egyedi 1ismétlddést mintazat

N

Személyazonositasra felhasznalhatd ———— DNS ujjlenyomat

A vizsgalat az STR lokuszok hosszusagpolimorfizmusan alapszik

A PCR termekeket kapillaris elektroforezissel valasztjak el.



Anya

Gyerek

Ferfi 1

Férfi 2

bp




Pontmutaciok kimutatasa:Allél Specifikus Amplifikacio (ASA)

Mutans primer




Genotipus meghatarozasa ASA-val

Belso kontroll termék

Allél specifikus termeék

DNS,; heterozigota



Sarlosejtes anémia

4 polipeptidlanc + 4x1 hem

Hb A (adult): 2 db o lanc (16-0s kromoszéma)
2 db B lanc (11-es kromoszoma)

Sarlosejtes anémia: pontmutacio okozza

GAG => GTG csere, ami GlU=——p Val eredményez

/

Hb S: belefekszik a szomszédos Hb B-lanc hidrofab
részébe: hosszu fuzéreket képez, oldhatosaga csokken, a
vvi.-eket sarlo alakura deformalja

Autoszomalis dominans oroklésmenet



A tunetek hattere: a Hb S-t tartalmazo rugalmatlan, deform vvt-
ek elzarjak a kapillarisokat.

Homozigota: csecsemokori halal, novekedési fejlodési
rendellenesség

Heterozigota: altalaban csak hipoxias korilmények kozott
manifesztalodo tiinetek

- gyerekekben lépkarosodas ——» fokozott szepszishajlam
- végtagfajdalmak a csontok hipoxiaja miatt

- pneumonia

- nehezen gyogyulo fekélyek

- elhalasok vesében, agyban, hasnyalmirigyben, majban

Kezelés: tiinetek enyhitése pl.: antibiotikumos tidogyulladas
terapia, sulyos esetben transzfuzio



Aktivalt protein C rezisztencia — Leiden mutacio

Protein C: az érpalyan beliili véralvadas elkeriilését biztositja

Véralvadas, trombin (Intrinsic Pathway) " ntriaats oy
l
trombomodulin- Pl e L2
trombin l 3
protein C aktivacio ]
W\ |
Foszfolipid| Protein S \, \\ / Fibrinolysis
1 4 \’\
membransiNEES Foend] (o~
o=
Inaktivalja az aktiv Y S
Y [TAFT]
V és VIII faktort == A‘ﬂm
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N u_«»:mﬁpl;mnm}



Leiden-mutacio: V. véralvadasi faktor génjében létrejovo
pontmutacio

Kovetkezmény: 506. aminosavban Arg = Glu csere

/

Az aktivalt protein C hasitasi helye: nem fogja az aktiv
V faktort hasitani ——p hiperkoagulacios allapot

A vénas trombozis kockazata
Heterozigotakban: 5-10-szeres

Homozigotakban: 50-100-szoros

Diagnosztika: APC hatasara normat vérben megnyulo, Leiden
mutaciot hordozo vérben nem valtozo PTI

Genotipus meghatarozasa: allél specifukus amplifikacio



Cysticus Fibrosis

A fehérboru népesség leggyakoribb életet veszélyezteto genetikai
megbetegedése (1/2500)

Oka: egy membrantranszport fehérje defektusa

Tobb, mint 700 mutacio ismert (mind a 7. kromoszoma hosszu
karjan egyetlen lokuszon fordul elo)

CF gén: 250 Kb hosszu 1480 aminosavbol allo fehérjét a cyticus
fibrosis transmembrane conductane regulator (CFTR) kodolja

A betegség hattere 80-90%-ban ugyanaz a 30 mutacio

Ezek koziil kiemelkedik a 10. exon egy CTT tripletjének delécioja
(esetek 60-70%-ban megtalalhaty) ———p egy Phe kiesése

A mutans fehérje elméletileg mukodoképes azonban az ER
minoségkontrolljan megbukik és lebontasra kertiil.



CFTR feladata: ioncsatorna Cl- és viz halad keresztiil rajta
l Mutacio

Cl- transzport teljes Kiesése

— i

Felborul a Na* és ClI" kozotti egyensuly: a nyalkahartyak
nedvesitése helyett siiru nyak képzodik=»valadékpangas a kiilso
elvalasztasu mirigyekbe

N

Cisztak képzodnek = fibrozis

A tido 90%-ban érintett, gyakori tiidogyulladas, a béltartalom
elzarhatja az ileumot, a hasnyalmirigy érintettsége emésztési
problémakat okoz. A verejtékmirigyek érintettségének
kovetkezménye a nagyon erosen sos izu bor.



A cysticus fibrosis direkt diagnosztikaja

A direkt diagnosztika
feltétele, hogy a mutaciot

elozetesen ismerniink
kell.

Lehetosegek: RFLP, ASA

98 bp
95 bp

Heterozigéta sziil6k \
Beteg gyerek

Egészséges gyerek



Prenatalis diagnosztika:

Génhordozok gyakorisaga: 1/25, minden 625 hazassag
heterozgotak kozott jon létre, gyerekek: 25% egészséges, 25%
homozigota beteg, 50% heterozigota hordozo

Terapia: tinetek kezelése

Géntera’pi/féle Vektor\

integralodik a gazdagenomba

: nem integralodik a gazdagenomba:
(retrovirusok)

Allanddan utdna kell fertézni

Elony: allando expresszio (adenovirus kedvelt vektor)

Hatranya: konnyen elfajul



Mitokondrialis betegségek

MATRIX

INNER
MITOCHONDRIAL
MEMBRANE

INTERMEMBRANE
SPACE

Subunits Complex I Complex 11 Complex IT1 Complex IV Complex V
mitDNA-encoded: 7 ] 1 3 2
nDNA=encoded: ~36 4 ' 10 ~14




Parkinsonism
Aminoglycoside-induced deafness

LS, MELAS, MELAS,
Muliizsystem disease Myoalobinuria Myopathy,

FEOQ

Cardiomyopathy

FEQ, LHOM, MELAS,

Myopathy, Cardiomyopathy, i I .
Diabetes and deafness Cdri,?; ff;:i:if;liug&

LHON Cardiomyapathy,
E.*I'_\.'u pathy, Cardiomyopathy, ECM

¥ ¥
PEO J LHON, MELAS,
Diabetes,
LHOM + Dystonia

L3, MELAS

LS, Ataxia
Chorea, Myopathy Cardiomyopathy, ECM,
PEQ, Myopathy,
Sideroblastic anemia

Myopalny,

‘“ﬁ.‘liabeies and ::leafnesta

LHOM, Myopathy,
Wvealobinuria, LHOM + Dystonia

Maotor neuron disease
Sideroblastic anemia

FPK, Deafness
MERRF/MELAS Cardiomyopathy,

Myoclonus /ﬂ Progressive myoclonus
Wiyopathy, epilepsy and optic atrophy

Mullisystem disease, NARP MILS
Encephalomyopathy Cdbl;:j;'ydf:»:'r
Chrl
Cardiomyopathy

PEO, MERRF, Myoglobinuria
MELAS, Deafness




A PCR felhasznalhatosaga

: a nem ¢l06 sejtek DNS-t Is megsokszorozza

: RT-PCR
transzkripcio transzlacio .
Feherje
Reverz
transzkriptaz
Kimutatasi hatar E. coli O157:H7 esetében
PCR 102-105 CFU/ml

Multiplex PCR 1-2 CFU/ml
RT-PCR 107 CFU/ml



Mennyis€gi DNS analizis 1génye

A PCR ¢s az azt kovetd gelelektroforézis nem alkalmas
mennyiségi DNS meghatarozasra.

A DNS aktualis mennyisége nyomon kovetheto:
1. {fluoreszcens festek

2. fluoreszcensen jelolt hibridizacios proba (TagMan proba
segitségevel)
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real-time. .

PCR gquantitation
Microbial Load Testing
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real-time .PCR

A REAL-TIME PCR hatranyai

" Ajelenlegi technoldgiai szint multiplex PCR esetében,

csak 2 celszekvencia egyideju detektalasat teszi
lehetbve

" A protokolok kifejlesztése magas szintl technikai
Ismereteket kovetelnek meg (magas szintl K+F igény)

" Draga berendezések reagensek (10 000 000 Ft felett).



real-time .PCR

REAL-TIME PCR el6nyei

Gyors (1 ora)

Magas minta kapacitas (~200 minta/nap)

Alacsony szennyezési kockazat (zart, lefoliazott reakcio)
Nagyon eérzekeny (3pg vagy 1 genom ekvivalens DNS)
Széles dinamikai tartomany (10 - 1010 kopia)
Reprodukalhaté (CV < 2.0 %)

Mennyiségi analizis lehetésége

Szoftver vezérelt folyamat

Elterjedésével varhatéan csokkeno arak



DNS chip
Az eljaras a hibridizacios technikan alapszik.

: egyszerre tobb szazezer oligonukleotidot
hibridizaltathatunk a mintaval

: nehany perc |

DNS chip: 0,8-1,5 cm négyzet

(50x50 pm-es)
négyzetecske




1. Emelet T, massc

Fényérzékany widicsaport 1. emelet A, M3k

padddensiaadd

7, &3 ,C. masdeal
| ———
© & C nukleotodd Em&lés

I emelet
draszklkal, 4 lepesoen




1. Az adott DNS szakasz feldusitasa PCR segitsegével

2. A DNS fluoreszkalo festekkel torténd megjelolese(fluoreszcein,
p hycoe r i th r i n) Mormal Cell Mutant Cell

Twerr diifferent cel fypes

3. A DNS szalak denaturalasa L& V) e

4. A denaturalt DNS szalakat a , R

L . i | Isclate All RNA snalyzing ihe type and
chip-en talalhato

amount of RNA presemt

Tha sequence of sach RMA

oligonukleotidokkal
hibridizaltatjak " Proscoimesscon
\..1_,;1.}9 W U\fp— »

5. A felesleges DNS szalak AP
kimosasa : o

A specific cDMA will

6. A fluoreszcencia vizsgalata | Cwpazee § o BEEERT

wie  on the gene chip.

Scan Gene Chips
on DNAzcope”




CLOME SELECTION
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A DNS chip kiértekelese

Az adott cella oligonukleotid sorrendje ismert
Ahol fluoreszkal (fluoreszcein — zold, phycoerithrin — piros) a cella ott
a két DNS hibridizalt, tehat egymassal komplementerek.
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Jelolt DNS

intak
{4 HQ:H%.:“H‘* | Xmlnta
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Immobilizalt \
probak \ '

Konjugalt
fluorofor

A kész chip




Ujabb és tjabb baktériumtorzsek jelenck meg, poligénes betegségek
vizsgalatanak 1génye l

Igény gyors ¢€s szeles spektrumu tesztekre

DNS chip:
gyors — n¢hany perces hibridizacios 1dd

Sz¢les spektrumui — a tobb 10 000 DNS oligonukleotidbol
kifolydlag

Hatranyai:

Magas szintli technikai kovetelmeny (a chip tervezeés hosszu,
magas szellemi kapacitast 1igényld folyamat)

Magas ar



