DNS, kromoszoma,
alapfogalmak.
DNS karosodasok, mutaci
A genotoxikus hatas fo
celsejtjei, tamadaspontjai.




Mi a molekularis biologia?

» A molekularis biologia az elolények és sejtek
mukodésének molekularis szintl tanulmanyozasa.

» A sejteken beliili interakciok es szabalyozasuk
megertesével foglalkozik: DNS, RNS és
fehérjeszintézis.

» Molekularis laboratoriumi technikak alkalmazasa és
fejlesztése.

Atfedés: genetika, biokémia, sejtbioldgia.




Mi a molekularis toxikologia?

» Termeszetes €s mesterséges anyagok (karos es
jotékony) elo szervezetre gyakorolt hatasaival,
azok hattereben allo folyamatok sejt szintu es

molekularis vizsgalataval foglalkozik.

» Expozicio, dozis-hatas vizsgalat,

kockazatbecslés stb.




Mi a genotoxikologia?

Genotoxikologia - genetikai toxikologia, az 1960-as
alakult ki

DNS karosito hatas vizsgalata

A kornyezeti genotoxikologia az ivovizben, felszini és fe
alatti vizben, talajban és levegoben el6forduld genotoxi
anyagok hatasanak a kimutatasaval foglalkozik.

Genotoxikus anyagok: azok a vegyuleteket, melyek a DNS-
tarolt genetikai informaciot megvaltoztatjak, vagy a geneti
karosodast kijavitani szolgalo rendszereket gatoljak, ezalt
orokolt tulajdonsagok megvaltozasat idezhetik elo.



DNS (Dezoxiribonukleinsav)

» Orokitéanyag
» Alapegysége: nukleotid

(cukor, heterociklikus bazis, foszforsav)




Nitrogéntartalmu heterogydrus bazisok:

» Purinbazis: adenin (A), guanin (G)

NH;

’ 0
o L 98
J\ HJ\\N '\!H HzN)\N ‘\!H
Purine Adenine Guanine

» Pirimidinbazis: citozin (C), timin (T), (RNS-ben uracil (U)) \
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Pyrimidine Cytosine Uracil Thymine




Nitrogéntartalmu heterogydlris bazisok:

» Kovalens kotéssel egy ot szénatomos cukorhoz - dezoxiri
kapcsoldodnak

S IN.o6

R B

)

MNuecleotide: Desxyadenylate Desxvananylate Deoxythymidplate Deoxyeytidvlate
{deoxyadenosine (deoxvguanosine ddesxythyvodine {deoxveytidine

&' -monophosphate) S -monophosphate) & -monophosphate ) & -monophosphate)

Bymbols: A, dA, dAMP G, G, dGMP T, dT, dTMP C, o, dUMP
Mucleoside: Desxyadenosine Decxyguanogine Denxythymidine Dessxveytidine

A nukleotidok teljes kémiai neve: roviditése
deoxiadenozin 5’-monofoszfat, dAMP - A
deoxiguanozin 5’-monofoszfat, dGMP - G
deoxicitidin 5’-monofoszfat, dCMP -C
deoxitimidin 5’-monofoszfat, dTMP T




Chargaff szabalyok (1955)

» Kiulonbozo elolényekbol kivonhato DNS osszetételén
vizsgalata érdekes torvényszerisegeket tart fel. A
torvényszerisegeket Erwin Chargaff ismerte fel:

1. Az elolényekbol szarmazo DNS-ekben a pirimidin
nukleotidok (T + C) mennyisége egyenlo a purin (A +
nukleotidok mennyiségével.

2. A T mennyisége egyenlo az A-val, és C mennyisege egy
G-vel.

3. Azonban A + T és C + G mennyisegek nem feltetlendiil
egyenlok, azok aranya jellemzo6 az élélényre amibol a DN
szarmazik. Fajon belul a kilonbozo szervekben mindig
azonos.




Chargaff szabalyok (1955)

Organism Tissue Adenine Thymine Guanine
Escherichia

coli (K12) — 26.0 239 249
Diplococcus

preumoniae — 298 36 20.5
Mycabacterium

tuberculosis — 151 14.6 49
Yeast — 313 329 18.7
Paracentrotus

lividus

(sea urchin) Sperm 328 321 17.7
Herring Sperm 278 215 22.2
Rat Bone marrow 28.6 284 214
Human Thymus 309 294 199
Human Liver 30.3 303 19.5
Human Sperm 30.7 312 19.3

*Defined as moles of mitrogenous constituents per 100 g-atoms phosphate in hydrolysate.

Source: E. Chargatf and J. Davidson, eds., The Nucleic Acids. Academic Press, 19355,




A DNS s forma) rontgendiffrakcios kepe
(R.Franklin és M.Wilkins, 1953)

A rontgen diffrakcioval kapott adatok azt jelezték, hogy
- a molekula fonalszer,
- a fonal két parhuzamos szerkezetbdl all.
- egyenletes atmeérgja,
- spiral alaku.




A DNS terszerkezete (Watson és Crick, 1

A modell kidolgozasa soran O0sszeillesztették a rontgendiffrakcio
adatokat, a Chragaff szabalyokat és a DNS és alkotérészeir6
felnalmozodott kémiai ismereteket ugy, hogy a modell eleg
orokitdanyag altal tamasztott kovetelményeknek.




A DNS elsodleges szerkezete

» foszfodieszter kotéssel osszekapcsolt
nukleotidok polimerje: polinukleotid lanc

» lIranyultsaga van (a riboz aszimmetrikus)

» a két végeén talalhato kémiai csoportok
kiilonbozoek: 5’ monofoszfat csoport, 3’
szenatom

A kiilonbséget a cukor szénatomjai alapjan
tartjuk szamon




A DNS elsodleges szerkezete

* A viztaszito bazisok belul, a cukor
és foszfat csoportok kivul
helyezkednek el.

* Minden bazispar egy purint, (A
vagy G) és egy pirimidint, (T vagy
C) tartalmaz.

« Az A-T part 2, a G-C part 3
hidrogenhid stabilizalja.

» A két szal komplementer
(meghatarozza €s kiegésziti
egymast).

*Az antiparallel iranyultsagot a
cukor 5— 3’ iranya adja.




Bazisparok

« Csak a purin - pirimidin parosodas felel mega D
rontgennel meghatarozott atmeréjenek.

« Ez a kombinacio felel meg Chargaff elsé szabaly

Pyrimidine + pyrimidine: DNA too thin

Purine + purine: DNA too thick

Purine + pyrimidine: thickness
compatible with X-ray data




Bazisparok

A négy lehetséges purin-pirimidin bazisparbal (A-
C, G-T) csak kett6, az A-T és a G-C felel meg Ch
masodik szabalyanak.

Watson és Crick kimutatta, &{»\ <
hogy csak az A-T és G-C - P o

bazisparok képesek : : +
hidrogén hidakkal a a
modellbe beill6 médon '*
osszekapcsolodni. <

A modell azt j6solja, hogy a nagy G-C tartalmu DN
stabilabb a nagy A-T tartalmunal. Ez a jéslat bei




A DNS masodlagos szerkezete (spiral)

Palcak = bazisparok
Szalagok = két antiparallel lanc
cukorfoszfat gerince.

A méretek angstrom-ben (1A =
0,1 nm) mutatjak a tavolsagokat.

A spiral 10 bazisonként fordul
csaknem pontosan 360°-ot.

A nukleotidok szabalyosan
Ismetlédo tavolsagokban
egymas felett helyezkednek el.




A DNS kettOs spiral letra modellje

A létra modellen jol

latszik, hogy a bazisparok
|étrafokkeént helyezkednek
el a szerkezet belsejében.

A cukor gydru sikja
majdnem merodleges a
bazisok sikjara.

A viztaszito bazisok
szoros egymasra fekvése
a viz kiszoritasa altal

er0sen stabilizalja a
szerkezetet.

* A hidrofil cukor-foszfat
gerinc kolcsonhat a sejt
vizmolekulaival.




A DNS kett6s spiral
terkitoltd modellje

*Egymassal ellentéetes
oldalon: kis €s a nagy arok.

« A DNS-koOtO feherjek csak
a barazdakban
kapcsolodhatnak a
bazisokhoz.

nagy arok




A DNS masodlagos szerkezetel

Az éldlényekben és
vizes oldatban a ,,B”
forma a leggyakoribb,
ebben a bazisok sikja
majdnem merdleges a
cukor-foszfat gerincre.

Dehidralt korulmeények

kozOtt egy tomorebb ,A”
forma jon létre, melyben
a bazisok sikja megddl.

Hosszu GCGCGC....
ismetliédések a Z format
vehetik fel, amely
balmenetes, zegzugos
lefutasu és megnyult.

Forras: szte



Kromoszomak

A DNS nukleotid sorrendje = _
s Se tma A
genetikai kod _ 8 Kromoszéma

Telomer

Minden sejt genetikai
informaciotartalma azonos

Kromoszomakba van Sejt S
csomagolva (a gorog
chroma=szines és soma=test
szavakbol)

|'_‘.!“ O

Hiszton = -

Egy kromoszomaban Béazispér
egyetlen DNS kettosspiral
talalhato (gének, szabalyozo
és egyeb szekvenciak)



Kromatin

» Minden kromoszoma DNS-e specialis
fehérjékkel kompakt strukturakba pakolt

» A DNS koto fehérjék 2 nagy csoportja:
1. hisztonok

2. nem hiszton fehérjék.

» kromatin = a nuklearis DNS ezen
feherjekkel alkotott komplexe.




Nukleoszoma szerkezet

» DNS kett0s spiral és a hisztonok alkotjak

» Hisztonok: bazikus fehérjék
» 5 osztaly: H1, H2A, H2B, H3 és H4

histone molecules

\] Core of eight
» Hisztonkorong (oktamer): \
8 hisztonmolekula (2*4),
2 csavarulatban,
146 bazisparnyi DNS

Histone H1

2 korong kozott kb.

60 bp linker régio (nukleoszomak kozotti kettos hélix
szakasz)+ H1 molekula




A kromatin allomany szervezodese

NukleoszOma

Szolenoid

Hurok struktura

Kromatinkoteg

Kromoszoma

"",t{

- ’%ﬁ%ﬁ% f}?‘:’{ﬁé!

{a} Nucleosomes

(b) 30-nm

MQQ}& e

(¢) Looped

(d) Metaphase chromosome



A kromatin allomany szervezod
SRR ANAN N NN

"beads-on-a-string”
farm of chromatin

30-nm chromatin
fiber of
packed nucleosomes

section of
chromosome in an
extendaed form

condensed section
of metaphase
chromosome




Sejtciklus: az eukariota sejtben ket osztdédas kozot
lejatszddo folyamat

» Interfazis
vagy -0 nyugalmi fazis
S fazis: DNS replikacio
G2 fazis: felkészilés a mitozisra

(DNS replikacio: a genetikai anyag
osztodas elotti megduplazodasa)

» M fazis: mitozis s

» Kromoszomak a sejtciklus
interfazisaban nem figyelhetok meg,
ilyenkor a DNS szanaszét, 0ssze-vissza
van gabalyodva.

Restriction point

A kromoszomak a metafazisban
vizsgalhatok




A kromatinallomany szervezodes

» Heterokromatin: Kompakt szerkezet, nem aktiv. A DNS-t
hiszton fehérjék szoros kapcsolata miatt a polimeraz enzi
fér hozza a DNS-hez.

» Konstitutiv heterokromatin: sohasem irodik at,
irreverzibilisen inaktivva valt

» Fakultativ heterokromatin: atirodhat

» Eukromatin: A hiszton fehérjék nem kotodnek szorosan a DNS-h
laza szerkezet, aktiv, atirodik.

» Atrendezddhetnek: kromatin remodelling (hiszton acetilacio,
metilacio)







Kromoszomak

» A mitozisos kromoszoma a
metafazisban: a 2 leany DNS
molekula

» egymastol fuggetlendl
tekeredik, és 2 leany
kromatidat alkot, amik csak a
centroméranal vannak
osszekapcsolva.

» Minden kromoszoma két karral,
egy roviddel -p kar a petit=kicsi
francia szobol-, és egy
hosszuval -q kar, kovetve a p-t
betlurendben-, rendelkezik.

0,2-20um




A centromer helyzete meghatarozza a kromoszo

Kromoszoma alak tipusok

(a) Telocentric (b) Acrocentric (c) Metacentric




Genotoxikus anyagok

>

>

Prokariotak genomjat vagy eukariotak mitokond
sejtmagi DNS-ét karositjak

Endogeén: a sejtek normalis anyagcsere folyamata
kovetkezik be (pl. reaktiv oxigengyokok)

Exogen: kiilso hatasra alakul ki (pl. UV, rontgen és g
sugarzas, hidrolizis, toxinok, mutagén vegyszerek)

DNS altal tarolt genetikai informaciot megvaltoztatja

hatas -> els6dleges DNS karosodasok (kijavithato -
reparacio)

ha nem -> mutacio



GENOTOXIC RISK

~

SOMATIC CELLS - GEHM CELLS
AGING CANCER STERILITY \
- MULTIFACTORIAL
CARDIOVASCULAR DISEASES
DISEASE
GENETIC DISEASES
(Single Gene)
DMBETEB PSYCHOSES

| CARDIOVASCULAR

SICKLE DISEASE

. CYSTIC CELL HEMOPHILIA
FIBROSIS ANEMIA




DNS karosodasok

» Nem mutaciok! (nem oroklodik)

» Pl. keresztkotések kialakulasa, szaltorés, interkalac

» DNS-repair mechanizmus javitja




DNS karosodasok

» A DNS karosodasa megvaltoztatja a hélix térbeli

o 7/ o 7/

» DNS-javito molekulakat toboroz, igy létrejon egy olya
komplex, amely lehetove teszi, hogy vegbemenijen a ja

» A résztvevo molekulak tipusai €s a beinditott javito
mechanizmus jellege fugg:

» a DNS-karosodas tipusatol
» attol, hogy a sejt belépett-e az oregedés allapotaba

» attol, hogy a sejt a sejtciklus mely fazisaban van




Egy szalat erinto karosodas

» A DNS két szala koziil csak az egyik hibas, a masik szal h

mintaként a karosodott szal javitasahoz.

« A karosodast kozvetleniil
visszafordito
mechanizmusok: egy-egy
karosodastipusra
specifikusak
(pl. metil-guanin javitasa
metil-guanin-metil-
transzferazzal, bakterialis
fotoliaz: timin dimereket
hasit). Nem igenyel ,,mintat”
a javitashoz.

@

0% methylguanine

Guanine

NH,

NH

1
HS—CH,—CH
co

L/-ZCODH

Active MGMT

MH,
NH
“SHCH;&.CH Consumed
[ MGMT
co
L

COOH




Egy szalat erinto karosodas

» Kivagd mechanizmusok (Excision repair), amelyek
eltavolitjak a karosodott nukleotidot, és a helyere
sertetlent épitenek be ugy, hogy a masik DNS szal

nukleotidjat kiegeszitse.

« Baziskivago javitas (base
excision repair - BER),
amely egyetlen oxidacio,
alkilacio, hidrolizis vagy
deaminacio utjan
karosodott nukleotidot
javit Ki

BASE EXCISION REPAIR

AP Free base

5' AP endonuclease * (2]
5 < %
dRpase + 5]
IR e
3 OH 3 P‘r

DNA polymerase + DNA ligase * (4]

5T



Egy szalat erinto karosodas

» Nukleotidkivago javitas (nucleotide excision repair
amely 2—-30 nukleotid hosszusagu karosodott szakas
ki. ANER egy specialis formaja, a transzkripciohoz
javitas (transcription-coupled repair - TCR) soran N
fontos javitoenzimek telepiilnek az aktivan atirodo g

Nucleotide Excision Repair

3%

DNA is damaged

Transcription-coupled ~ = =, 6lobal excision
repair repair

. RNA polymerase XPC/hHR238
WW stalls  (+/- DDB) bindsi‘ws @ xpei08:
XPG. R damage is * ‘XPCIMMSB

css @ recognized

TFIH RPA® ¥ _
(with mﬁn. £ 2 XPA, RPA, XP6, and TFIIH bind

O TFIIH unwinds DNA helix

i XPG ond_XPF/EflCCl cut,
i . = , lesion excnsec.!
DNA polymerase fills gap,
-"‘ ligase seals nick
normal nucleotide sequence restored
clean template for transcription«——"~— clean template for replication

xprERCC1™Y




' BT
\ \ \ \

X-rays
Oxygen radicals UV light R-1ays Rephcation :
Alkylating agents  Polycyclic aromatic  Anti-tumour agents E:',f,,,, §,,°'Lf,’°'e
Spontancous feactions  hydrocarbons (cts-Pt, MMC) '

inhibion of
* franscnption
* Rephcation

* Chromosome

segregaton
Uracil 6-4pp Interstrand cross-link A-G Mismatch
Abasic site Bulky adduct Double-strand break T-C Mismatch
8-Oxoguanine CcPD Insertion
Single-strand break Deletion
Base-excision  Nucleotide-excision  Recombinational Mismatch repair Mutations ik
repair (BER) repair (NER) repair (HR. £.) '







Egy szalat erinto
karosodas

» Ossze nem illé parok
javitasa (mismatch repair -
MMR), amely a DNS-
replikacio és az azt koveto
rekombinacio soran
keletkezo hibas
nukleotidparokat javitja Ki

GATC methyiabon
byl am methylase

AT
CTAS
*

CHed s o fnae B i fed bl

¥

CTT CATC =

TR CTAG
*

Ezxe kionand resymthesis by DA polymerase I

* *
GATE AT GATC ——
CTAG =TA CTAG
* *
Einr g e DA nandiny B o ienar SN el
S e ET AT AT T I e B F el
F0 e sren it sl A B Samama ta o el
GATC CTT GATC =
CTAG =Ta CTAG
* *
‘ SFEE AR Ly A0t 81 ST 4
AT GATC =
CTAG CTAG
* *
‘M’m&’ "R Aol 0 Samnne L s g CRsTEY
AT CGATC =
CTAG
*
‘ Hertl prodasn Rawdls b Satand Sars
GATC ' GATC ™
CTAC %
* ¥

GATC

CAT CATC =
ST CTas

CTAG
®




Ket szalat erinto karosodas

>
>

A DNS mindket szala seril

: egy azonos vagy kozel
azonos szekvencia szolgal mintaként a javitashoz.
Tulnyomoreészt a sejtciklus azon fazisaiban
mukodik, amelyekben a DNS megkett6zodik, vagy
mar megkett6z4dott. igy a karosodott
kromoszoma javitasahoz

azaz egy
tokeletes masolat, amely pontosan illik a sérult
régiohoz. Ha a javitott szakasz a genomban tobb
példanyban van jelen, karos lehet, kromoszomalis
transzlokaciohoz vezethet.



Ket szalat erinto karosodas

» A nem homolog végek osszekapcsolasa (non-homolo
joining - NHEJ) soran a torés ket vege mintaszekven
kapcsolodik ossze. Kozben gyakran vesznek el DNS-
szekvenciak, igy ez a javitas mutaciot is okozhat. AN
sejtciklus barmely fazisaban végbemehet, de emlossej
fokent addig fontos, amig a DNS megkettozodese lehet
nem teszi, hogy a testverkromatid felhasznalasaval
mukodesbe lépjen a rekombinacios javitas. Mivel az em
a tobbi tobbsejtl eloleny genomjanak legnagyobb részen
DNS nem tartalmaz géneket (ez az ugynevezett ,,szemeét
DNS”), a mutagen NHEJ még mindig kevesbé veszéelyes, mi
amennyire a mintat hasznalo javitas lenne tobb
mintaszekvencia jelenlétében, mivel az utobbi esetben
kivant kromoszomalis atrendezodések tortennek.




Mi a mutacio?

A DNS altal hordozott informacio tartosan rogziilé
oroklodo megvaltozasa

A mutaciok szintjei:

1. GEN (génmutaci6 vagy pontmutacio)

2. KROMOSZOMA (strukturalis eltérések, pl. deléciok,
transzlokaciok, inverzio)

3. GENOM (valtozasok a kromoszoma szamban, pl.
aneuploidia)

lehet: karos, semleges, elonyos




Mutaciok tipusai

» A ocn vagy pont mutaciok, amelyek a génnek csak k
szakaszat érintik

(1) baziscsere

(2) bazisok szamanak valtozasa.

» Alromoszomalk strukturalis mutacioi, a kromoszoma ta
utani genetikai informacio atrendezodeése revén alakul
(kromoszoma aberraciok).




Mutaciok tipusai

» Cenom mutaciol: A kromoszomak szambeli
mutacioi. Az orokito anyag mennyisegenek
valtozasait idezik elo.

(1) Euploidia: A sejtek kromoszoma készlete a
haploid kromoszoma keszlet egész szamu
tobbszorosere nd vagy csokken (2n-bol 3n, 4n,
stb. lesz)

(2) Aneuploidia: A sejtek kromoszoma szama
altalaban eggyel no vagy csokken (2n-bol 2n+1
lesz).




Pontmutacio

egy bazis:
-cseréje ~  silent, missense, n
L] r \ -
- kiesése _—~frame-shift, leolvasas
-beékel6dése  eltolddasa
normal gén

ovs I ———— () romithite - jromal

L fenotipus

| transzkripcio
transzlacid

mutagén hatas

l

» o abnormalis fehérje —»  eltérd fenotipus

mutans gén



Point mutations
No mutation / | .

Silent Nonsense Missense

conservative non-conservative

DNA level TTC TTT ATC TCC TGC
mRNA level AAG AAA UAG AGG ACG
protein level Lys Lys STOP Arg Thr

H,




A genotipus megvaltozasa nem mindig vezet a funkcio (
megvaltozasahoz (= =ni=csendes mutaciok, a mutacio n
kodolo régiot érint)

A missense mutacio a leggyakoribb. Egy aminosav kodon

aminosavat kodold kodonra valtozik.

Nonsense mutacio: egy aminosavat kodolo triplet STOP kod
alakul. A korai STOP kodon csonka, sokszor funkcioképtele
fehérjét eredményez.




Inszercio:

* egy vagy tobb nukleotid beékelddeése
« hatasa nagymeértékben fugg a beekel6dott nukle
szamatol. Ha egy kodolo genszakaszba harommal
oszthaté szamu nukleotid ekel6dik be, az olvasasi k
eltolodik.

Aminosav szekvenciat kidold DNS szakasz.

—_—rrrrrr
Nukleotidek— C A TC A TCATCATCATCATCAT

Aminosay

~ Egy nukleotid inzercidja,
_T_V_F_T_T_?_P_T_F_V_T_?_F_F_T_V_'F—T_‘_?_rh"
CATCATCATACATC CATCATTCA

e

Eltérd aminosay srekvencia,
potencialisan nem mikidd fehérje.



Delécio:

* egy vagy tobb nukleotid kiesése
* hatasa nagymeértékben fugg a kiesett nukleotido
szamatol. Az inszerciohoz hasonléan olvasasi ker
eltolodast is eredményezhet.

Aminosay szekvencidt kddold DMS szakasz,

—_——rrrr T >
Nukleotidok— C A TC A TCATCATCATCATCAT

Aminosav

~ A Egy nukleotid delécidja.
_?_V_F_V_T_?_P_T_?_P_T_T_T_?_T_‘_?_T_V_?_Th’
CATCATCATCTCATCATCATC

e —

ENérd aminosay szekvencia,
potencidlisan nem mik&dd fehérje.



Duplikacio:
* egy szakasz megduplazodik

Inverzié:
* egy szakasz megfordul (180°)




Spontan mutaciok

okal :

- a bazisok alternativ formai (keto/enol, amino/imin
tautomerizacio)

- a replikacio soran a szalak elcsuszasa kovetkeztébe
Kismeretl inszerciok es deléciok keletkezese

- a DNS szerkezeti valtozasai (depurinacio és
deaminacio, amelyek a bazisok parosodasi tulajdonsaga
valtoztatjak meq)



Normal bazisparosodas
(keto és amino formak)

A guanin enol formaja
timinnel, az adenin imino

formaja pedig citozinnal kepes

H-hid kialakitasara.

A citozin imino formaja
adeninnel, a timin enol
formaja pedig guaninnel

kepes H-hid kialakitasara.

A parosodasi hiba a

replikacio soran az ujonnan

szintetizalt szalban
megmarad és allandésul

\_

a) Watson-Crick féle bazisparosodas
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Indukalt mutaciok

Kuls® okokbodl szarmazd mutaciok

Vegyszerek szamos modon okozhatnak mutaciokat:

- bazis analégok a DNS-be beépulnek, de nem a megfele
bazissal parosodnak

- alkilalé, deaminalé szerek, oxidalé anyagok a DNS bazi
szerkezetet es parosodasi tulajdonsagait megvaltoztatjak

- interkalalo szerek a bazisok kozé ékel6dnek és nukleoti
inszerciot vagy deléciot okoznak



Mutagén

- a mutagén fizikai vagy kémiai agens, mely noveli a mutaci
kepzodésének gyakorisagat

 indukalt mutacié a mutagének altal okozott valtozasok a gen
allomanyban

* a halalozasok oka a civilizalt vilagban 40%-ban rakos daganat

 a rakos megbetegedések kozel 90%-at a kornyezetunket szenny
mutagének okozzak

« évente néhany ezer olyan vegyuletet allitanak el, amelyek korabba
nem léteztek a Foldon (gyogyszer alapanyagok, nbévény- vagy

faanyagvedo szerek, élelmiszer-adalék, kozmetikum, haztartasi v
stb.)

» a mutagének és a karcinogének kozotti szoros kapcsolat
teszi a kbrnyezetiinkben levé mutagén vegydletek kimut




Kémiai mutagenek

» Akulonféle vegyiiletek annyiféle modon hatnak
ahanyfelekeppen reagalni képesek a DNS-sel. (A fizi
mutageének - sugarzas hatasa egységesen visszavezet
molekulak gerjesztésere és ionizaciojara).

» Hatasmechanizmus alapjan:

*Bazisanalogok

Interkalalo vegyuletek

Alkilalo vegyuletek

«Salétromsav

*N-nitroz vegyuletek

«Szabad gyokot kepezb vegyuletek
*Nehézfemek

*DNS-szintézis inhibitorok.




Bazisanalogok

a természetes bazisokhoz hasonl6 szerkezetliek, a DNS poli
kettGs spiralba beépiti

pl 2_(0----u—u
5-brémuracil (5BU) timin analdg a 'o_ . X

adeninnel és guaninnal is (!) képes keto5BU adenin o . o _
parosodni tranziciot okoz 5BU guanin
T-A>5BU-A>5BU-G>C-G
C-G>5BU-G>5BU-A>T-A

2-aminopurin (2AP) adenin analdg
a timinen kivul citozinnal is (!) képes
parosodni

tranziciot okoz
T-A>T-2AP>C-2AP>C-G
C-G>C-2AP>T-2AP>T-A

protonalt citozin
2AP



Interkalalo vegyliletek

- altalaban gylris vegyuletek, melyek térkitoltése a bazisparo
hasonlit

- a DNS kett6s spiralban egymas melletti bazispar kozeé képese
- a beépulés a kettds spiral alakjat torzitja, ami azutan a replikac
egy nukleotid

kieséset vagy beépulést okozza
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Alkilalo szerek

alkil (-CHS3, -CH2-CH3) csoportokat epitenek a nukleinsavak

azokat modositjak

pl.
etil-metanszulfonat (EMS)

féként a guanint, kisebb
mertékben a timint modositja

a 6-etilguanin timinnel
parosodik, ami C-G>T-A
tranziciot eredmeényez

a 4-etil-timin a guaninnal
parosodik, es igy T-A>C-G
tranzicio jon létre

guanin 06-etil-guanin timin
H30 — CH2
N\

HC O EMS ¢ o

‘H Q...'H— “v"'

) ¢

0 7 OH- N

timin H
04-etil-timin



Deaminalo szerek

a spontan deaminacion kivul kulonboz6 vegyszerek is képesek a bazis

tamadni

salétromossav
a citozint, az adenint és a guanint tamadja

citozin " uracil, mely a kdvetkez6 replikaciod
soran adeninnel parosodik és C-G > T-A
tranziciot okoz

adenin " hipoxantin, ami citozinnal
parosodva T-A > C-G tranziciot eredményez

gquanin —* xantin, ez elsésorban citozinnal, de
isebb mértékben timinnel is parosodva C-G
T-A tranziciot hoz létre

idroxilamin

citozin amino csoportjat tamadja, és
roxilaminocitozin keletkezesét okozza
idroxilaminocitozin adeninnel parosodik,
-G > T-A tranziciot okoz

adenin uracil

adenin hipoxantin citozin

citozin 4-H-OH-citozin adenin




N-nitroz vegyiletek

Az O=N-N gyokot tartalmazoé vegyuletek - dietil-
nitrézamin, N-metil-N'-nitro-N-nitrézguanidin, stb. -
jelentés mutagen és karcinogén potenciallal
rendelkeznek.

A legtobb noveényi és allati sejt anyagcseréje a
nitrozaminokat hatékony mutagénekke és oH

HO

karcinogenekké tudja atalakitani. oH

Cweasin

HOCHz 0CH2H=HCH3
O

A DNS-ben tranzicioit és tranzverzioét indukalnak.

*Tobb karcinogén hatasu vegyulet tartozik ebbe a
csoportba, pl. a széles spektrumu antibiotikum a
sztreptozotocin vagy a cikaszdiobadl kivont cikazin




Szabad gyokot kepezo vegyiletek

A mutagen vegyiiletek jelentos része szabad gyokok képzeése
mutagen hatasat.

A kémiai reakciok révén keletkezo szabad gyok képzés sebess
fémionok (Fe, Cu, stb.), homérséklet és a feny jelentosen befo
Peroxidok szamos kemiai reakcio hatasara kepzédnek. H,0O, spo
OH gyokre hasad. Hatasara pirimidinek 5-6-os szénatomok kozot
kotése felhasad vagy hidroxi-hidroperoxi pirimidinek kepzodnek,
pontmutaciohoz, illetve lancszakadashoz vezet.

A hidroxilamin - H,NOH - is enyhén redukalo vegyllet. Mutagéen hata
citozin 4-6-os csoportjanak N-hidroxilaciojaval indul meg, amely

tranziciot okoz. A hidroxilamin egy specifikus mutagén, mert csak
egyiranyu G.C — A.T tranziciot valt ki. A hidrozinok és a hidrazid
hidroxilaminhoz hasonloan reagalnak a DNS-sel. Pontmutaciot €
kromoszomatorést indukalnak. Az aldehidek és a fenolok mu
is a szabad gyokok képzodésére vezetheto vissza.




A Co, Ni, Cr, Zn, Mn, Hg kulonfele modon fejtik ki
hatasukat.

A higany a DNS purinbazisaihoz kotodik.

A mangan a polimerazokra hat és igy valtoztatja meg
replikacidos mechanizmus precizitasat.
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DNS szintézis inhibitorok

A mutagen agensek kozé sorolhatok azok a vegyul
amelyek a DNS-replikaciot leallitjak.
pl-. N-hidroxiurea. etoxikoffein, tetrametil-hugysav

Inhibition of DNA synthesis Ciéll ismbrane

Cell cytoplasm

wnglt;w\

Cellular

Rlbom:deodde\’

Reductase O‘I'P blos thosls

oot m’""’

dNTP

DNA synthesis

— DNA polymerase

“—— Chromosomal DNA

The inhibition of purine nucleoside phosphorylase (PNP) by tencfovir (TDF) reduces the degradation of cellular inosine
monophosphate (IMP) by PNP and promotes the biosynthesis of GTP. ddl is a substrate competitor for PNP and also results
in more celiular IMP. Lar gbaamounls of GTP are then synthesised and converted to dGTP by cellular ribonucleotide reductase
RNR). By negative fee ck mechanisms, dGTP inhibits RNR aclivity. Since RNR normally produces dNTP's required for
NA synthesis, cell proliferation is inhibited, T cells are highly susceptible to PNP inhibition seen in certain forms of severe
combined immunodeficiency (SCID) involving genetic disorders of PNP activity, It is thoughl that slower rates of CD4+ T cell
recovery or declines when treated with TDF and ddl may be due to PNP inhibition. -

immunopaedia.or




Proteins in a cancer cell Inhibitor (blue) prevems
repair DNA damaged by DNA repair so cageer cell
drugs @adiation therapy is vuinerable tadfea ipent
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Szerkezeti kromoszoma-
mutaciok
» Feltétele a kromoszomak torése

» Csoportositas a torés szama es kromoszoman beluli
helye alapjan

A kromoszoma kisebb-nagyobb szakaszanak elvesztése
(delécio).

Egyes gének vagy blokkok megkettozodése (duplikacio).

Egy génblokk 180°-os elfordulasa kromoszoman belul
(inverzio).

Egyes szakaszok kicserélodése, ami két Uj tipusu
kromoszoma kialakulasahoz vezet (transzlokacio).




Delecio

» Letort darab elvész

» Terminalis delécio: a kromoszoma végerol torik
darab

» Koztes delecio: 2 tores a kromoszoman belil
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Duplikacio
» Kromoszoma-részlet
megkettozodese

Duplikacié

Egy adott DNS szakasz
duplikalédik




Transzlokacio I8 SO M
31865500

» Letort részek 1 Qoa n “g
athelyezodeése (2 v. 3 tores) o i

46, XY, 1(8:9; 22)(q23 a34:911)

Torések Torések yright 2002, Unistel Madical Laboratories,

Unistal Group Holdings (Pty) Lid
was prepared using a FISH technique
A B\C D E F A B \C D E F i ;
me painting”. As well as having a
- —C— S — romosome 22, chromosome 9 also
M N\Oo P Q M N 0 P Q erial from chromosome 8.
izl ) ) | )
A D E F A B C O P Q
+ +
M N B C O P Q M N D _E F
T SR | SR (0 s ) o)
Intersticialis transzlokacio Reciprok transzlokacio

4.26. abra. A transzlokécio két tipusét eredményezd leggyakoribb események. Az intersticidlis transzlokacio egy szakasz egyirany(
mozgasat jelenti, a reciprok transzlokacié pedig a kromoszémadarabok kétirany( kicserélédésével jar




Robertson-fele transzlokacio
centrikus fuzio

» Kromoszomaszam-csokkenéssel jar egyiit

II

4.30. abra. Centrikus fu:
ossze. Centrikus hasadas esetén

)moszéma egy metacentrikussd kapcsolodik
etkezik




Inverzio

» Megfordulas, ugyanaz a kromoszoma 2X torik el, a dara

Eredeti
Hurokképzédés

C B

D

A D E F G A B C F G
Toérés P e O s I s
N A C B D E_F G A B C E D F G
Ujraegyesiilés e Eessses o ———

Paracentrikus Pericentrikus

Paracentrikus és pericentrikus inverzidk kialakuldsanak mechanizmusa kettés kromoszématorés esetén

Paracentrikus Pericentrikus
-mindket torés ugyanazon — a torések a krsz. két karj
a karon van eshek




Gylrukromoszoma

» Akromoszoma mindkét vége letorik, a torésvégek
osszezarulnak




|lzokromoszoma

A testverkromatidak hosszte
merolegesen valnak el

A karokon levo sok gén elves
miatt gyakran letalis




Dicentrikus kromoszoma
» 2 centroméraja van a kromoszomanak

Dicentric

chmmn'*
7

[&rena 1971)



Mikronukleusz képzodes

» A mikronukleusz olyan teljes
kromoszoma vagy kromoszoma
toredek, amely a mitozis soran
nem keril at egyik utodseijt
magjaba sem, hanem onallo
képlet formajaban a
citoplazmaban marad.

» Oka: kromoszoma fragmentacio
és/vagy oszlasi orso hiba

Micronucleus Assay
Illustration produced in the laboratory of
Dr Al Rowland, Massey University




Szakasz kicserélodése
testverkromatidak kozott

Homologous pair Chiasma

a
(a) (b)

Centromere —=

v/

Sister chromatids

sister strand

8X

[
alant

changes

.

Y




Keresztkotesek

» Lehet exogén (alkilalo szerek, mustargaz,
kemoterapias szerek) vagy endogén (salétromsavy,
aldehidek)

» DNS szalon belil vagy szembenlévo szalak kozott
vagy DNS-fehérje kozott

» Replikaciot gatoljak (az osszekotott pontnal
megakad)

DNA Cross-link



Szambeli kromoszoma-
mutaciok

» Teljes génkészlet tobbszorozodese
Euploid mutaciok

» Egy vagy nehany kromoszoma tobblete vagy hianya
Aneuploid mutaciok

» Ket eltéro kromoszomaszamu sejtvonal van jelen a
szervezetben
Mixoploid mutaciok




Euploid mutaciok

» Kromoszomaszerelveny alapszama n, enne
tobbszorose az euploid sejtekben. Mutacio:
normalistol eltero értek

» Testi sejtek normalisan diploidak (2n):
2X kromoszomaszerelvény (1 apai, 1 anyai ho

» Poliploid mutaciok:
n>2

Emberben triploidia (3n) - spontan abortusz, €
osszeegyeztethetetlen

Novenyeknel elonyos is lehet (buza, banan)



Aneuploid mutaciok

» Csak bizonyos kromoszomak tobblete vagy hianya

» Monoszémia: 1 homolog kromoszoma 2 helyett

» Triszémia: 3 homolog kromoszoma 2 helyett

» Nulliszémia: 0 az adott kromoszomabol




Genotoxicitas merese

tobbféle, nemzetkozileg elfogadott tesztrendszer:
* bakterialis tesztek (Salmonella typhimurium, Esherichia co
 eukariota egysejtiiek (pl. Saccharomyces cerevisiae, Asper
nidulans)

élesztbgomba penészgomba

* rovarok (agascsapu rakok Daphnia, ecetmuslica Drosophila
melanogaster)

* gerincessejt-vonalak (human és egyéb emlds sejtvonalak)
* novények (I6bab, arpa, voroshagyma)

* in vivo (karmosbéka, halak, egér, horcsog, patkany)




Genotoxicitas merese (OECD protok

Genetic Toxicology: Saccharomyces cerevisiae, Gene

TG 471 Bacterial Reverse Mutation Test (Ames Test) TG 480 .
Mutation Assay
TG 472 Genetic Toxicology: Escherichia coli, reverse assay Genetic Toxicology: Saccharomyces cerevisiae, Mitotic
TG 481 .
) ) Recombination Assay
TG 473 In Vitro Mammalian Chromosome Aberration Test
] ] 1G 482 Genetic Toxicology: DNA Damage and Repair,
TG 474 Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test Unscheduled DNA Synthesis in Mammalian Cells In Vitro
TG 475 Mammalian Bone Marrow Chromosome Aberration Test - Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration ‘
Test
TG 476 In Vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test
TG 484 Genetic Toxicology: Mouse Spot Test ‘
16477 Genetic Toxicology: Sex-linked Recessive Lethal Test in
Drosophila melanogaster TG 485 Genetic Toxicology: Mouse Heritable Translocation ‘
Assay
TG 478 Genetic Toxicology: Rodent Dominant Lethal Test
- _ _ 16 486 Unscheduled DNA Synthesis (UDS) Test with Mouse
TG 479 Genetic Toxicology: In Vitro Sister Chromatid Exchange Liver Cells In Vitro

Assay in Mammalian Cells

TG 487

In Vitro Mammalian Cell Micronucleus Test




Comet assay,
Timidin-kinaz assay,
citogenetikar modszerek,
mikronukleusz teszt,
FISH




DNS (Dezoxiribonukleinsav)

» Orokitéanyag
» Alapegysége: nukleotid

(cukor, heterociklikus bazis, foszforsav)







Mutaciok tipusai

» A ccn vagy pont mutaciok, amelyek a génnek csak kis
szakaszat erintik

(1) baziscsere
(2) bazisok szamanak valtozasa.

(pontmutacio, delécio, inszercio, duplikacio, inverzio)

» Alomoszomalk strukturalis mutacioi, a kromoszoma
torések utani genetikai informacio atrendezodése
réven alakulnak ki (kromoszoma aberraciok).

(delécio, inszercio, duplikacio, inverzio, transzlokacio)




Mutaciok tipusai

» Cenom mutaciok: Akromoszomak szambeli mutacioi. Az
orokitd anyag mennyiségéenek valtozasait idézik elo.

(1) Euploidia: A sejtek kromoszoma keészlete a haploid
kromoszoma készlet egész szamu tobbszorosére no vagy
csokken (2n-bdl 3n, 4n, stb. lesz)

(2) Aneuploidia: A sejtek kromoszoma szama altalaban
eggyel no vagy csokken (2n-bol 2n+1 lesz).




Genotoxikologia?

Genotoxikologia - genetikai toxikologia, az 1960-as évek

DNS karosito hatas vizsgalata

Genotoxikus: olyan vegyiilet vagy hatas, mely a DNS-ben tar
genetikai informaciot megvaltoztatja, vagy a genetikai karoso
kijavitani szolgalo rendszereket gatolja.

Mutagen: olyan hatas/vegyulet, amely hatasara az eloidezett DN
karosodas a szomatikus sejtek osztodasa soran fennmarad (az
utodsejtek oroklik) illetve, ha az ivarsejtek is érintettek, az uto
kerul.

Karcinogen (rakkelto): rakos elvaltozashoz vezeto anya



Genotoxicitas vizsgalat

» A genotoxicitas vizsgalat korai fazisaban a tesztek
végpontjai azonosak a karcinogenitas vizsgalatok
végpontjaival.

» A genotoxikus hatas pontos felderiteséhez tesztek sor
kell elvégezni (/tiered approach/ egymasra épiilo
tesztek, kiilonbozo vegpontok, kiilonbozo modellek)



OECD protokollok

TG 471 Bacterial Reverse Mutation Test (Ames Test)
TG 472 Genetic Toxicology: Escherichia coli, reverse assay
TG 473 In Vitro Mammalian Chromosome Aberration Test
TG 474 Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test
TG 475 Mammalian Bone Marrow Chromosome Aberration Test
TG 476 In Vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test
TG 477 Genetic Toxicology: Sex-linked Recessive Lethal Test in Drosophila
melanogaster
TG 478 Genetic Toxicology: Rodent Dominant Lethal Test
Genetic Toxicology: In Vitro Sister Chromatid Exchange Assay in Mammalian
TG 479
Cells
TG 480 Genetic Toxicology: Saccharomyces cerevisiae, Gene Mutation Assay
TG 481 Genetic Toxicology: Saccharomyces cerevisiae, Mitotic Recombination Assay
Genetic Toxicology: DNA Damage and Repair, Unscheduled DNA Synthesis in
TG 482 . .
Mammalian Cells In Vitro
TG 483 Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration Test
TG 484 Genetic Toxicology: Mouse Spot Test
TG 485 Genetic Toxicology: Mouse Heritable Translocation Assay
TG 486 Unscheduled DNA Synthesis (UDS) Test with Mouse Liver Cells In Vitro

TG 487 In Vitro Mammalian Cell Micronucleus Test




In vitro genotoxicitas tesztek

vV v v Vv

Bakterialis vagy sejtvonal (foleg emlds) alapu
EU szinten elfogadott: 8 teszt, 4-et hasznalnak altalanosan
OECD protokollal rendelkeznek

2 bakterialis mutagenitas teszt: reverz mutacion alapuldé Ames test
(OECD TG 471), Escherichia coli reverz mutacio vizsgalat (OECD TG
472).

2 emlos sejtvonal alapu teszt: in vitro emlos kromoszoma aberracios
teszt (OECD TG 473), in vitro génmutacio vizsgalat emlos sejteken
(OECD TG 476).

In vitro kromoszoma aberracios teszt ECVAM (European Centre for the
Validation of Alternative Methods) altal elfogadott alternativaja: in
vitro mikronukleusz teszt



http://www.sourceoecd.org/rpsv/cw/vhosts/oecdjournals/1607310x/v1n4/contp1-1.htm
http://www.sourceoecd.org/rpsv/cw/vhosts/oecdjournals/1607310x/v1n4/contp1-1.htm
http://www.sourceoecd.org/rpsv/cw/vhosts/oecdjournals/1607310x/v1n4/contp1-1.htm
http://www.sourceoecd.org/rpsv/cw/vhosts/oecdjournals/1607310x/v1n4/contp1-1.htm
http://www.sourceoecd.org/rpsv/cw/vhosts/oecdjournals/1607310x/v1n4/contp1-1.htm

Alternativ toxikologiai in vitro
tesztek

elonyei:
in vitro koralmeények kozott sejteken (€l6 allat alkalmazasa nélkul
rovid idejl

olcsobb

reprodukalhat6

nem hasznal él6 allatot

Az esetleges hatas megallapitasahoz tobb, kulonb6z6 mddszerrel
végzett vizsgalat egybehangz6 eredmeényeére van szukség.

akowbneE

hatranyai:
Nem képes az €l6 szervezetben zajlé komplex folyamatokat és azok
kovetkezmeényeit modellezni.

megoldas:
Alternativ in vivo tesztek (pl. halak, kétéltlek taplalkozé kor eldtti
larvain végzett toxikologiai tesztek)



Sejttenyésztées, sejtvonalak

» Sejttenyésztes kezdeti Iépései:
csirkeembrio/békaembrio, szovetdarab
50-60 osztodas utan oregedés jegyei.
(1940 eger L sejt fibroblaszt, 1951 meéhnyakraksej
Hela)

hosszu teloméra
sejtosztédas &

L=

nincs tobb rovidebb teloméra
sejtosztédas {7

ol ——

nagyon rovid teloméra




Sejttenyésztes, sejtvonalak
Alkalmazhato sejtvonalak jellemzai:

- stabil permanens v. primer sejtkulturak
(pl. CHO, human lymfocita)

- novekedési képesseg stabilitas:
megkettdzddeési ido stabil és rovid

- kariotipus stabilitas, allando krom.
szam

- kromoszomak alaki valtozatossaga és
stabilitasa

- spontan kromoszoma aberracio
gyakorisag megfelel6, nem tul magas




Sejttenyesztes, sejtvonalak

- tapfolyadékok, tenyesztesi korulmények
(Termeészetes sooldat, tojas fehérje, nyirok ,
vérplazma)

- mesterséges tapfolyadekok elterjedéese (F12).
» Metabolikus aktivalas




Sejttenyesztes, sejtvonalak










Kromoszomapreparatum készités

1.

2.

Mitotikus aktivitas (sejtosztodas) serkentese
?BIIE& )enekkel (T-limfocitak fitohemagglutininnel

Sejtosztodas leallitasa metfazisban (kolhicinnel)

kolhicin: Oszi kikerics (Colchicum autumnale) hagymajabol késziilt
kivonat. Koszveny gyogyitasara alkalmaztak. A kolhicin sejtosztodas
gatlo, a mitozis metafazisaban.

Normal esetben a sejtek 2-5%-a osztodik, néhany oras kolhicinezés
osszegyujti a sejteket a metafazisban, akar 40-50 %-uk is blokkolt
metafazisban talalhato.

A kolhicin a magorsd mikrotubulusaihoz kotodik.

Sejtmag ,,kipukkasztasa” hipotonias
sooldattal (KCl vagy Na-citrat)

Fixalas (pl. metil-alkohol - ecetsav
elegyeben)

Szaritas (targylemezen)
Festes



Kromoszomapreparatum
keszitese

Kromoszoma aberracios teszt

- Régebben CHO sejtek, ma limfocitatenyészet
(teljes vérbol)

. limfocita + fitohemagglutinin -> sejtosztodast
serkent, tenyésztés 48 ora

- Toxikus anyag hozzaadasa, tenyésztés 17 ora (1,5
sejtciklus)

- kolchicin: mitozist metafazisban leallitja
- hipotonizalas -> kromoszoma preparatum
- Giemsa-festes
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Savozastipusal

(1) G-savozas

Giemsa festés, a kromoszémak
tripszines emésztése utan.
Halvany (cukromatikus, koran
replikalédo, GC gazdag régiok) és
sotét (heterokromatikus, késén
replikalédo, AT gazdag régiok).

(2) R-savozas (R=reverz)
A G-savozas inverze.

(3) C-savozas

A Giemsa a konstitutiv
heterokromatinhoz kotédik, igy a
centromerhez is.
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(4) Q-savozas
Fluoreszcens festékkel (guinakrin). A
savozas a G-savozashoz hasonlo

(5) T-savozas
vizualizalasa

(6) Ezustfestés ?
Az ezust-nitrat a
fehérjéihez kotddik. Sotét "< NOR
savok az rRNS gének kifejez6désenél.
>

-



Kariotipus es kariogram

- A sejtek kromoszomaszama allando, fajra jellemz
*Minden kromoszomara egyedi savozas jellemzo

A kromoszomapreparatumrol fényképet készitenek
A kromoszomakat szoftver segitségevel
szabalyosan elrendezik (rovid karok /p/ felfelée,
hosszu karok /q/ lefelé néznek, parok egymas mellé)

« Kariogram:egy sejt/szervezet rendezett
kromoszomakeszletenek képe
« Kariotipus: a fajra jellemzd kariogram
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Minden kromoszomat (part) mas szinu
fluoreszcens probaval (vagy azok kombinaciojaval)

jelolnek.
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FISH (Fluoreszcens in situ hibridizaci

« Citogenetikai modszer

o Kromoszomak, és kromoszdéma-szintd
mutaciok azonositasa, specifikus
szakaszok helye, jelenléte, hianya

* Fluoreszcensen jelolt oligonukleotid proba,
amely csak olyan DNS szakasszal
hibridizal, amellyel magas foku
komplementaritast ad







Kromoszoma aberraciok kimutatasa

» Kromoszoma preparatum mikroszkopos vizsgalata
» Kromoszoma aberracios teszt (CHA)

» CHO (kinai aranyhorcsog petefészek) sejtek, human
limfocita tenyészet

» limfocita + fitohemagglutinin -> sejtosztodast serkent,
tenyéesztés 48 ora

» Toxikus anyag hozzaadasa, tenyésztés 17 ora (1,5
sejtciklus)

» kolchicin: mitozist metafazisban leallitja
» hipotonizalas -> kromoszoma preparatum
» Giemsa-festés




Kromoszéma aberracidk: terminalis delécio, inverzio,

dicentrikus, gyarQ, acentrikus fragmentum




Sister Chromatid Exchange (SCE)

» Homolog szakaszok kicserélodése testvérkromatidak kozott

» periférias limfocitak in vitro tenyésztése (72 ora) + BrDU (5-bro
2'-deoxyuridine, timin analog) beépiilése

» szemikonzervativ replikacio
» masodik metafazisban testverkromatidok differencialis festodése

» genotoxikus hatas -> homolog szakaszok kozti kicserélodeés
gyakorisaga

» ,fluoreszcens plusz Giemsa” festés

» DNS léziok csaknem mindegyike vezethet SCE-hez
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Mikronukleusz teszt (MN)

mikronukleusz:

sejtmagként festodnek
- szamfeletti kromoszomabodl vagy kromoszomalis tortvegekbol
- osztodasnal egyik utodsejtmagba sem képesek integralodni

mag mellett elkulonulten

vizsgalat:

limfocitak (osztodasra serkentett) in vitro

- teljes magosztodas utan cytochalasin-B-vel blokkoljak a
sejtosztodast -> sejtek interfazisban -> kétmagvu sejtek

. Giemsa festés

in vivo: eritrocitakon, epitelialis sejteken (bucca, urothelium)




Sejtciklus: az eukariota sejtben ket osztdédas kozot
lejatszddo folyamat

» Interfazis
vagy -0 nyugalmi fazis
S fazis: DNS replikacio
G2 fazis: felkészilés a mitozisra

(DNS replikacio: a genetikai anyag
osztodas elotti megduplazodasa)

» M fazis: mitozis s

» Kromoszomak a sejtciklus
interfazisaban nem figyelhetok meg,
ilyenkor a DNS szanaszét, 0ssze-vissza
van gabalyodva.

Restriction point

A kromoszomak a metafazisban
vizsgalhatok




After 44 hours fixation
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Rodent bone-marrow micronucleus test

Nucleus Micronucleus

Rats/mice dosed with compound, three Micronuclei may be formed by loss of whole chromosome
doses, seven animals / group. Animals during division or by chromosome breakage. The erythrocyte's
sacrificed 24 or 48 hours later nucleus is extruded leaving any micronuclei behind

Micronucleus

-

s =

Bone marrow cells spread onto Femurs removed
2000 cells analysed per animal, number slides. Slides fixed and stained and bone marrow
of micronucleated immature (acridine orange) aspirated

erythrocytes scored




L5178Y tk+/- mouse lymphoma cells after treatment with methyl methanesulfonate.
The DNA is stained with dibenzimide (fluorescence microscopy, phase contrast, 1000

Tk: thymidine kinase, 1 MN cell: cell with one micronucleus, 3 MN cell: cell with t

apoptotic cell
Source: Dr. Stephan Kirchner, Sabine Marget-Muller, PRNS, Roche




Timidin-kinaz (TK) assay
(MLA: Mouse lymphoma assay)

» Egér limfoma sejtek (L5178Y TK+/-)
» Timidin-kinaz (TK): a timidin timidin-trifoszfatta
alakulasat katalizalja (dTMP-dTDP-dTTP)

» ATK mutans sejtek rezisztensek a pirimidin analogokra
pl. trifluorotimidin (TFT).

» TK +/- sejtek kezelése a tesztanyaggal

» A mutagén hatas kovetkeztében a toxikus pirimidin
analogot tartalmazo médiumban egyre tobb sejt él tul
(TK-/-)

» Szubsztitucio, frameshift, transzlokacio, delécio,
genkonverzio, aneuploidia detektalasa







A ‘80-as évek végén
fejlesztettek ki

Comet = ustokos

assay = modszer, vizsgalat

(masnéven: Single Cell Gel
Electrophoresis - SCGE)

DNS-karosodas mérése és elemzése
eukariota sejtekben (tobbféle minta)

Az Uistokos csovajanak mérete aranyos
a DNS-karosodas mértékével




Comet assay

» Duplaszalu tores (double strand breaks DSBs),
egyszalu torés (single strand breaks SSBs),
alkali labilis helyek, oxidativ karosodas,
keresztkotések, DNS javito mechanizmusok

» Asejteket agaroz gelbe agyazzak, a sejteket
lizaljak (fehérjek eltavolitasa),
elektroforézis, festes (Hoechst, etidium-
bromid, akridin narancs, stb.)




Comet assay (in vitro vagy in vivo)

_______ Comet Assay Overview
DNA damage
(Chemical, UV
or yrirradixtion) ; .
Y ' oy e y - o
- A & y o =
Cells with damaged  Single cells are After electrophoresis
(relaxed) DMA having  embedded on agarese-  and fluorescent
single-strand f double- coated slide and lysed  staining, the damaged
strand breaks DMA s separated
- from the intact DNA
{the *head") and
— QEenerates a conet
- “tail”.
Living cells fram
culture media,

blood, or tissue
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Tail Moment Length

Fej:intakt DNS

A\



Repair Time (min)
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Szamitogepes értekelés: Szoftver végzi el a mintak
kiertekeleset. Gyors, egyszerl és uniformizalt rendszer.
A kulonbozo szoftverek akar 30 fele tulajdonsag
analizisét is lehetove teszik




Leggyakrabban hasznalt
parameéterek

» A csova szazalékos DNS tartalma, azaz a DNS hany
szazaléka vandorolt el a nukleusztol.

» Olive Tail Moment: DNS% x DNS felh6 sulypontjanak
tavolsagaval.

» CsoOva hossza, azaz a fej és az utolso fragment
tavolsaga.

» Csova erossege, azaz DNS % x csova hossza.




A RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), mint
genotoxicitas vizsgalati modszer

« A RAPD technikaval :

Gonl Coo2 Comd 2 20 ¢ @ 4 & b ™ Tk ¥ W & M

ok fragmentbdl all
Hianyzik egy fragment

« A kulonbségekbal

karosodasa es mutac
azonosithatok.

o 7/ o 7/

kezelt mintak DNS pro
osszevetese.

kovetkeztethetunk
meértékére.



In vivo genotoxicitas tesztek

Novényeken végzett tesztek

» kromoszoma abberacios és mikronukleusz
teszt, Sister Chromatid Exchange (SCE)
vizsgalat

» hagyma (Allium cepa), \6bab (Vicia faba),
arpa (Hordeum vulgare), vékony zorgofl
(Crepis capillaris), pletyka (Tradescantia),
dohany (Nicotiana tabacum)...

» gyokeércsucs




In vivo genotoxicitas tesztek

Allatokon végzett tesztek

» kromoszoma abberacios és mikronukleusz
teszt, Sister Chromatid Exchange (SCE)
vizsgalat, transzlokacios teszt, nem
tervezett DNS-szintézis (UDS- Unscheduled
DNA synthesis=sejtek nukleotid excision
repair aktivitasa)

» Emlosok (féleg ragcsalok)
» Ivarsejtek, vérsejtek, csontvelo, maj

» Transzgenikus allatok
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Egeren vegzett orokletes transzlokac
vizsgalat

» az els6 utodnemzedék szerkezeti és szam
kromoszomavaltozasait mutatja ki (recipr
transzlokacio és - ha nosteny utodokat is v
X-kromoszoma-veszteség)

» A transzlokacio-hordozok és az XO-nosténye
termékenységgel rendelkeznek, ezen allatok
utodnemzedékbol ennek alapjan valogatjuk k
citogenetikai elemzéshez. Bizonyos transzloka
tipusok teljes sterilitast eredmeényeznek. A
transzlokaciok citogenetikai vizsgalattal him all
(vagy F1 himek vagy F1 nostények him utoda
sejtjeiben a metafazisban figyelhetok meg. A
nostények a csontveloi sejtek mitozisa soran
megfigyelheto, mindossze 39 kromoszoma jel
alapjan azonosithatok.




Egerfolt (mouse spot) teszt

fejlodo embridkat kezelnek

Celsejtek: melanoblasztok
Célgének: a hatszorzet pigmentaciojaert

vV v VvV VY

A fejlodoé embriok tobb ilyen, a szorszint koa
heterozigotak.

v

Ha mutacio kovetkezik be, vagy elvész a do
az utodsejtben a recessziv fenotipus jelenik
szlleto egér szorzete egy foltban eltéro szin

» A mutans egerek gyakorisagat osszehasonlitja
oldoszerrel kezelt embriokbol keletkezo
utodnemzedékben elofordulo foltosodasi gya

» Magzati sejtek feltételezett szomatikus mutac
kimutatasara alkalmas.




Egerfolt teszt

» Avemhesség 8., 9.,10.
napjan kezelnek.

» fehér foltok a hasfal
kozépvonalatol szamitott 5

mm-en belul: sejtpusztulas
(WMVS);

e sarga, agouti-szer( foltok az eml6k, a nemi szervek, a torok, a
a lagyék teruletein, valamint a homlokon: hibas differenciacio (MDS

« pigmentalt és fehér foltok véletlenszerien, elsz6rtan a sz6rzeten:
szomatikus mutacio (RS)

Forras: http://enfo.agt.bme.hu



Geénkifejezodes alapfogalmak.
RNS, cDNS. PCR,
o¢lelektroforézis, real-time
PCR, microarray,
transzkriptoma analizis, whole
mount In situ hibridizacio 1.




A kromatin allomany szervezodese

DNA double hellx o ﬁ*ﬁ
Nukleoszoma [11 o
Szolenoid e
Nud:'o-/oome
Hurok struktura \QQ%%S?QQQ{T"“ [soonm
(c) Looped . ‘

Kromatinkoteg

Kromoszoma




Mutaciok tipusai

» A ccn vagy pont mutaciok, amelyek a génnek csak kis
szakaszat érintik

(1) baziscsere
(2) bazisok szamanak valtozasa.

(pontmutacio, delécio, inszercio, duplikacio, inverzio)

» Alcomoszomalk strukturalis mutacioi, a kromoszoma
torések utani genetikai informacio atrendezodése
réven alakulnak ki (kromoszoma aberraciok).

(delécio, inszercio, duplikacio, inverzio, transzlokacio)




Mutaciok tipusai

» Genom mutaciok: A kromoszomak szambeli mutacioi. Az
orokito anyag mennyiségének valtozasait idézik elo.

(1) Euploidia: A sejtek kromoszoma keészlete a haploid
kromoszoma készlet egész szamu tobbszorosére no vagy
csokken (2n-bol 3n, 4n, stb. lesz)

(2) Aneuploidia: A sejtek kromoszoma szama altalaban
eggyel no vagy csokken (2n-bol 2n+1 lesz).




Kariotipus és kariogram
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Kromoszéma aberracids teszt: terminalis delécio, inv

dicentrikus, gyarQ, acentrikus fragmentum




\

@J +Brdu

t e —
¥ 4

+colcemid. Second
inhibitey ot mitosis
zpindle fformatio
| T 2hours | I
M1 Ji% )
§e
—
P 4 2%
% 'p"' / '\
-ty "* ] o > \\Q
) T o l
{ N
S A 3
sister strand - T \'
exchanges ' 3 -3 \"
l' w Tels"
H 'Jy F .{ o
| ) & %4

N

lllustration produced in the laboratory of
Dr Al Rowland, Massey University


http://imbs.massey.ac.nz/genetic_damage_humans.htm

. Atter 44 haurs fixation
Mikronukleusz +eytochaladin B: l

teszt .

an inhikbitar ol adins

F

il d5hr ?Eil']" mononucleated

|
7 2hours .

binucleated
Mutagen
aneugen or clastogen
_ mitosis
Giemsa A Fluorescence
stalmng metaphase ' stalmng
+ cytochalasin B + cytochalasin B
. . FIZH: probing with
pancentromenc
i probe
Chromosome breakage Chromosoeme logs

W centromere - MW centromere +






Tail Moment Length

Fej:intakt DNS

A\



Biologiai DNS szintézis (replikacio

» DNS-polimeraz: dezoxiribonukleotidok hozzaépitése a DN
végéhez

» Szemikonzervativ
(az utodmolekulak egyik szala
régi, a masik Uj)

4. Free nucleotides base pair
to original polynucleotide

5. DNA polvmerase
enzyme joins the sugar
phosphate backbone

6. An enzyme rewinds
the double helix

7. Two new double helices
each containing one of the
original polynucleotides




Biologiai DNS szintézis (replikacio

Szekvencia specifikus DNS-koto fehérjék felismerik és f
duplaszalu DNS-t (replikacios origo)

A DNS lanc ket szala szétvalik
RNS primerek kotdédnek be
dNTP-k épulnek be

A bazissorrendet a templat ,,iranyitja”, komplementer baziso
épulnek be

¢ Qverall direction of replication Leading

strand
N

Lagging

Origin of replication strand

A szintézis iranya:

DNS-polimeraz

katalizalja

strand

DNA ligase

DNA pol |

DNA pol lll Lagging

Primer strand



Biologiai DNS szintezis (replika
Sziikség van:
>

>
>

Egy szal (primer szal) szabad 3’ végére
Templatra: DNS egyszalu szakasza

Egy természetes templat lemasolasahoz 4
nukleotid (dNTP: dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

Parental DNA double helix

Magnézium ionok

DNS-polimeraz enzim Direction of
sl
DNA polymerase A h_, P

triphosphates

free
e nucleoside
. triphosphates
Templ v
strand

Pair of idential DNA double helices



DNA BINDING
PROTEIN (S5B)

DNA
POLYMERASE |




Polimeraz lancreakcio
e Kary Mullis, 1983. (1993. Nobel-dij)

-In vitro DNS szintézis
-A bioldgiai DNS szintézis ,,mesterséges
valtozata”

-Lépései:

1. 2 DNS szal szétvalasa
(mesterségesen magas
hémérsékleten
lehetséges -> a lancokat
osszetarto H-hidak
felbomlanak)

Emiatt HOSTABIL DNS

POLIMERAZ KELL!!!!

Taq vagy Pfu polimeraz
(Thermus aquaticus, Pyrococcus furiosus baktériumbol)




Polimeraz lancreakcio

2. Primerek feltapadasa (mesterségesen tervezzik, a
felsokszorozando szakasz két végére)

Pl. 3" e AAGTCTCCGATTGCTCAGTGACG ......ccceuveeneee.
Primer: 5" TTCAGAGGCTAACGAGTCACTGC 3’



Polimeraz lancreakcio

-

- N,
Annealing
of the primers
45 - 60 °C

A primerek feltapadasi hémérseklete a primer
hosszatol (15-25 bazis) és bazisosszetételetdl fugg
(minél tobb G/C, annal tobb H-hid alakul ki, annal
magasabb hodmérséklet optimalis)

(alt. 45-60 °C)

Minel magasabb a hémérséklet, annal speci
a kotodeés!



Polimeraz lancreakcio

3. Lanchosszabbitas (nukleotidok beépitése) (elonga
extenzio)

A DNS-polimeraznak megfelel6 hGmérsékleten
(Taq esetén 72 °C)

v VLR UL [LLLLLEE 5

T2.°C




Polimeraz lancreakcio

Szikséges an

DS g - -Templat (felsoksz
SNA | e e DNS)
- Primerek (Forvard
Reverz)
- Nukleotidok (dNTP-

dGTP, dCTP, dTTP)
- héstabil DNS-poIim\er

EXTENSION (Taq) |




Denature DNA

Anneal Primers




A PCR termék mennyisége az egymast kovetd ciklusokban
duplajara né, igy a reakcidé végén 2" n=ciklusok szama (alt.

20-40)

Telitési gorbe

PCR termek

Plato fazis

Linearis

fazis |——L_

Exponencialis fazis

Alapvonal

N

\

NI

P

Ciklus




PCR termek kimutatasa

Agaroz gélelektroforézissel
Az agardz térhalds szerkezet( (poliszacharidokbdl all)
A DNS a pozitiv polus felé vandorol

A térhalo akadalyozza a vandorlast (minél hosszabb a
annal inkabb, igy a kis méretliek gyorsan, a nagyok lass
haladnak a gélben)

DNS festékkel (PI. etidium-bromid, interkalalédik a DNS k
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Gelelektroforeézis
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RAPD (Random Amplified Polymorphic

DNA)
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Nem specifikus pri

Alacsonyabb homerse
40 °C) sok helyre feltaf

Sok fragment keletkezik

Ha a DNS torik, fragme
esnek ki



RAPD (Random Amplified Polymorphic

DNA)
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ok fragmentbdl all
Hianyzik egy fragment

« A RAPD technikaval :

« A kulonbségekbal

karosodasa es mutac
azonosithatok.

A kiértekeles alapja a
kezeletlen és a kiilonboz
kezelt mintak DNS pro
osszevetese.

kovetkeztethetunk
meértékére.
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» Kémiai felépitése, elsodleges szerkezete nagyon hasonlit a DNS-

» 3’-5’ foszfodiészter kotések

Kilonbségek:

» A bazisok D-ribézhoz (nem dezoxiribdzhoz) kapcsolodnak

» Purinbazisok azonosak (A, G), DE: T helyett U (uracil) (pirimidinbazis

» Egyszalu, ezért a purin/pirimidinbazisok aranya tetszoleges

» Asejtek RNS-tartalma 2-8x-osa a DNS mennyisegének

» Prokariotak: szinte az osszes RNS a citoszolban

» Eukariotak: sejtmag, mitokondrium (és kloroplasztisz), riboszoma, citosz
» Virusok orokitéanyaga lehet

RNS




Az RNS biologiai szerepe

tRNS (transzfer RNS):

» Feladata: a fehérjeszintézis
soran aminosavak szallitasa a
riboszomakhoz

aminosavkoto

» Térben L alaku N riboszl?makoté
» 73-93 nukleotid

aminosav-aktivalo

» 2 hurok (benne ritka bazisok) Stk kotdn kar

funkcidja a aminosavakat a
tRNS-hez koto enzim es a _
riboszoma felismerése Alliikeann

antikodon kar

A 3’ vég CCA, a szallitando
aminosayv ide kapcsolodik




Az RNS biologiai szerepe

rRNS (riboszémalis RNS):

» Asejtben talalhato RNS tulnyomo része
» Elsodleges szereplik a riboszoma szerkezetének kialakitasa

» A riboszomalis fehérjékhez kapcsolodnak

@ - <&
Free / * :
ribosome
Ribosomes
L associated with the

rough endoplasmic reticulum
Ribosomes are the cell’s
protein factories.




Az RNS biologiai szerepe

mMRNS (messenger, hirvivo RNS):

» Feladata: a genetikai kodban tarolt informacio tova
» 4 bazis epiti fel (A, G, C, U)
» Asejtmagban keletkezik gének TRANSZKRIPCIOja sor:

» A sejtmagbol a citoplazmaba keriil,
kapcsolatba lép a riboszomakkal

» A fehérjeszintézis templatja

» Kis koncentracioban keletkeznek

» Bomléekonyak (rovid feléletido)

» Valtozatosak (az adott sejtben
zajlo feherjeszintézisnek megfeleloen)

DA template strand
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polimezaz
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Az mMRNS érese

Intronok kivagédasa (splicing)

» Génen belil kodolo (exon) é€s nem
kodolo (intron) szakaszok

» Lemasolodik, a pre-mRNS-ben
intronok és exonok is

» A sejtmagon belil egy fehérjéekbol
és RNS-ekbol allo apparatus
(spliceosome) kivagja az intronokat

Prokariotakban nincsenek intronok!
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(RNA synthesis)
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Alternativ splicing

» lehetove teszi, hogy a pre-
mMRNS-bol tobbféle érett mRNS

képzodjon GENE
o o e a7 .o g 3 4 .- . J , 4

» kulonbozo szovetekben, vagy a Genomic DNA l Transcription

fejlodés kiulonbozo szakaszaiban . B

kiilonbozo fehérjék keletkezeéset “‘“"- o f—f“““’ g

biztositja ugyanarrol a génrél pocusarmRvs  Atematie Soing

G 1 NN 5 o, vol T 3 [ 5 ey
Mature mRNA isoform 1, Mature mRNA isoform 2,
exon 3 skipped Exon 4 skipped
{ Translation ' Translation

Wi’iﬁa%

Protein isoform 1, function A Protein isoform 2, function B




Az mRNS érese

Az 5’ vég modositasa

» Az mRNS 5’ végére egy guanozin
monofoszfat keriil=> CAP

» vedelmet biztosit a lebontassal
szemben (exonukleazok)

» stabilabb mRNS jon létre

Present in all caps

0  CH canbe methylated in cap 1 NH,

2 f NH,
Q@@ ¢
- @Aqw&\w
Present in cap 1 OCH

3
@
Present in cap 2 H,

cuirtuattext v B0 com




Az mMRNS érese

Az 3’ vég médositasa

» Az mRNS végét prokariotakban
és eukariotakban is
transzkripcios terminacios
(lezaro) szignal szakaszok jeloli

» Ez a poliadenilacios szignal
(AAUAAA)

» RNS vége: a szignal utan 10-30
bp-ral

» A poliadenilacios szignal

felismerese utan ,,poli A farok”
epil a 3’ végre (kb. 200 A)

The 3 end of mRNA is generated by cleavage
Elongation

P>

5 cap Cleavage
Endonuclease

mRNA is stabilized by polyadenylation

€=

Exonucliease g, =
Degradation

Polyadenylation

& cap

AAUAAA — A

virtuatteet www B0 com



Az mMRNS érése

Poly-A signal
sequence

Enhancer Proximal

(distal control elements)  control elements Tef;ggi'g:‘ion
Vi /\ Exon Intron Exon Intron Exon
DNA 7
Upstream “% B Downstream
romoter l Transcription
Primary RNA Exon Intron Exon Intron Exon Cleaved 3’ end

transcript 5 of primary
RNA processing | transcript

Intron RNA % Poly-A

signal

Coding segment

MRNA G- ——
Start  Sto
T5Cap SUTR ot SR TR PolyA

tail
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Az RNS biologiai szerepe
snRNS (kis RNS):

» Feladata: a kromatin szerkezeti elemei és részt vesznek
szabalyozasaban is

» Veédett 5’ vége van (5’ ,,sapka”)

RNS tipus Rovidités  Funkcio Méret Szintézis helye Szerkezeti jele

messenger genetikai 1000-10000
RNS MRNS informacid nukleotid sejtmag vedett 5' vég, poli
aminosavak 65-110 . . :
transzfer RNS  tRNS transzferje (ukleotid sejtmag sok dupla hélix, sok r'

riboszémalis RNS ;ﬁzzagﬂs 120-5400 ceitmaevacska Dupla helikalis sza
RNS Viza nukleotid Jtmag metilalt nukl

szerkezeti és
kis RNS-ek snRNS  szabdlyozd a 100_309 sejtmag VEé
, nukleotid
k kromatinban




A kromatin allomany szervezodese

DNA double hellx o ﬁ*ﬁ
Nukleoszoma [11 o
Szolenoid e
Nud:'o-/oome
Hurok struktura \QQ%%S?QQQ{T"“ [soonm
(c) Looped . ‘

Kromatinkoteg

Kromoszoma




A kromatinallomany szervezodese

» Heterokromatin: Kompakt szerkezet, nem aktiv. A DNS-t
hiszton fehérjék szoros kapcsolata miatt a polimeraz enzi
fér hozza a DNS-hez.

» Konstitutiv heterokromatin: sohasem irodik at,
irreverzibilisen inaktivva valt

» Fakultativ heterokromatin: atirodhat

» Eukromatin: A hiszton fehérjek nem kotodnek szorosan a DNS
laza szerkezet, aktiv, atirodik.

» Atrendezédhetnek: kromatin remodelling (hiszton acetilacio,
metilacio)




Genkifejezodes

Gének atirasa mRNS-sé, majd fehérjéve

GEN -(transzkripcio)> mRNS -(transzlacié)> FEHERJE

Genetikai kod: bazisharmasok (a beeplilo aminosavakat és az
a génekrol atirodo mRNS-ek bazissorrendje hatarozza meg)

A genetikai kod (majdnem) univerzalis (minden élélényben az
egyertelmu (egy bazisharmas egy aminosavat kodol), degenera
aminosavat tobb bazisharmas is kodolhat)

A bazisharmasok (kodonok) aminosavakat kodolnak
20 aminosav

Génexpresszio szabalyozasa: mRNS és fehérje szinten is torté
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RNS szintezis (transzkripcio)

Gének atirasa mRNS-sé
RNS templat fliggo szintézise
Templat: DNS (gén, kodolo szakasz)

RNS-polimeraz katalizalja

Nukleozid trifoszfatokat épit be 5’ -> 3’ iranyban
Ujonnan is képes elkezdeni a szintézist (nem kell szabad 3’ vég

Képes megtalalni az indulo pontot (iniciacios hely) és a végpont
(terminacios hely) Dx

DNA helix

Factor sigma
RNA Polymerase

Initiation
RNA
polymerase
rewinding T
s OfDNA “eYisa 3
R mRNA N\ . )R
5 b Elongation
3" promoter 55 unwinding

region of DNA
& D o
4 ) ribosome

binding site R
.

—
Termination / G b




RNS szintézis (transzkripcio)

A gének atirasanak gyakorisaga kozvetlen kapcsolatban
genkifejezodessel

A keletkezo mRNS kozvetleniil fehérjeszintézist iranyit
Vagy a fehérjeszintetizalo rendszer része (rRNS, tRNS)
A transzkripcio DNS szalra ,,szelektiv”, vagyis csak 5’ -> 3’

miikadik f
FanY, r

WAL

l Trﬂnscriptiun

Fibosome

Polypeptide

Translation



RNS szintézis (transzkripcio)

» Szensz (értelmes) szal: az a DNS szal, ami templatkent s
szintézishez

» Aszensz szal komplementere a képzodo RNS-nek

» A masik szal az antiszensz szal az RNS-sel azonos iranyultsa

DNA
sense strand 3"

5 5°
E}OCE' anti-sense strand EDOt,

free RNA Nudeotides




Genkifejezodes

Gének atirasa mRNS-sé, majd fehérjéve

GEN -(transzkripcio)> mRNS -(transzlacié)> FEHERJE

Genetikai kod: bazisharmasok (a beeplilo aminosavakat és az
a génekrol atirodo mRNS-ek bazissorrendje hatarozza meg)

A genetikai kod (majdnem) univerzalis (minden élélényben az
egyertelmu (egy bazisharmas egy aminosavat kodol), degenera
aminosavat tobb bazisharmas is kodolhat)

A bazisharmasok (kodonok) aminosavakat kodolnak
20 aminosav

Génexpresszio szabalyozasa: mRNS és fehérje szinten is torté



Kodon

» Start kodon: a szintézis startpontja
» AUG = metionin

» Stop kodon: UAG, UAA, UGA = nem kodol aminosavat
(nonsense/terminacios kodon)

» 61 kodon kodol aminosavat (ezért 61 kiilonbozo tRNS-nek ke
lennie, de sokkal tobb van!)

Sok aminosavat tobb tRNS is szallithat




Az mBNS bazisharmasa

1. = 3.
U Cc A G

fenilalanin szerin tirozin cisztein )

fenilalanin szerin tirozin cisztein C

leucin szerin STOP STOP A

leucin szerin STOP triptofan G

leucin prolin hisztidin arginin U

C leucin prolin hisztidin arginin C

leucin prolin glutamin arginin A

leucin prolin glutamin arginin G

izoleucin treonin aszparagin szerin )

" izoleucin treonin aszparagin szerin C

izoleucin treonin lizin arginin A

metionin*  treonin lizin arginin G

valin alanin aszparaginsav glicin U

valin alanin aszparaginsav glicin C

° valin alanin glutaminsav glicin A

valin alanin glutaminsav glicin G




Olvasasi keret

» A bazisharmasok 3 bazisbol allnak (triplet)

» A leolvasas ,elvileg” barmelyik bazistol kezdodhet, igy haror
olvasasi keret van

» Altalaban csak egy leolvasasi keret aktiv, a Start kodon (AUG)
meg

» Az olvasasi keret eltolodasa megvaltoztathatja (Frameshift muta
fehérje aminosavsorrendjét vagy korai STOP kodont eredményez

Ha az olvasasi keret jo (nyitott):
» A START kozel van az mRNS 5’ végéhez

» A kodonoknak megfelelo szamu aminosav épil be és ugyanennyi
peptidkotés alakul ki az aminosavak kozott

» A START és a megfelelé STOP kodon azonos olvasasi keretbe &




Feherjeszintezis (transzlacio)

3 szakasz:

» Lanckezdés:
INICIACIO

» Lanchosszabbitas:
ELONGACIO

» Lancbefejezeés:
TERMINACIO




aminosavkoto
hely
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» Az RNS 5’ végén nem kodolo szakaszok vannak (5’ UTR =

Lanckezdés (iniciacio)

region)

Az AUG startkodon elotti szakasz elosegiti a riboszoma kis
alegységének (40S) kotodéset az mRNS-hez (ehhez fehérjé
iniciacios komplex is kell)

A lanckezdo start kodonhoz hozzakapcsolodik az els6, metio
hordozo (iniciator) tRNS

Ekkor az iniciacios komplex levalik és a nagy riboszomalis ale
(60S) kapcsolodik



Lanchosszabbitas (elongacio)

» Ariboszoman P, A és E hely van

» A (aminoacil): ide kotodik az aminosavat szallito tRNS
» P (peptidil): peptidkotés kialakitasa

» E (exit): a szabad tRNS (aminosav nélkiil) kilép a riboszoma

mRNS kot6hely kis alegység

tRNS kotGhelyek



2.

3.

Energiaigényes!!!

Lanchosszabbitas (elongacio)
Az A helyhez kotodik a polipeptid lanc 2. aminosavat h
(ekkor a lanckezdo metionon a P helyen van)

A P helyen levo lanckezdo metionin és a 2. aminosav kozo
peptidkotés

Transzlokacio: a riboszoma elgordil az mRNS-hez képest.
elso tRNS az E helyen tavozik, a masodik még az aminosavyva
P helyre kerul

¢



Lancbefejezes (terminacio)
Az elongacio a stop kodonig tart. Az utolos tRNS és ami
P helyre.

Aminosavat szallito tRNS helyett terminacios faktor isme
kodont (minden kodonhoz tartozik egy). A terminacios fa
helyre kotodik

Enzimatikus Uton a polipeptidlanc lehasad a P helyen levo 't

A riboszoma 2 alegysége szetvalik (disszocial), az mRNS szab

LAhCZarodas

j!




1. DNA Wrapping
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Molecular visualizations of

DNA

1. DNA Wrapping
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Feherje szint.
Alapfogalmak.
ELISA, RIA




PCR

» Templat, primerek, nukleotidok
(dNTP), MgCl,, hostabil polimeraz
(Taq)

» Denaturacio (A DNS két szala
szetvalik)

» Anellacio (primerek feltapadasa)

Elongacio (lanchosszabbitas,
nukleotidok beépulése)

LLLbyill

SrrTTTTTd

Real-tim

« Templat, primere
Green/proba, nukl
MgCl,, hostabil poli

« Denaturacio (A DNS
szétvalik)

* Anellacié (primerek és pr
SYBR Green feltapadasa)

Lt L

» Elongacio (lanchosszabbita
nukleotidok, SYBR Green
beépulése)

NNTRIRANSTREDS




PCR

» PCR termék kimutatasa: csak a
folyamat végeén (az utolso ciklus
utan, amikor a mintakat kivettiik a
PCR gépbél)

» Csak igen-nem valasz (a kiindulasi
templat mennyisége nem
hatarozhato meg, csak az, hogy
tartalmazta-e azt a szekvenciat,
amire a primereket terveztuk)

Real-time

PCR termék kimutat
ciklusban (a detektalt
mennyisege 2", n=cik
(a mintak ekdzben a g
és a PCR folyamatban

A kiindulasi templat men
igy az adott gén kifejez6d
mertéke a mintaban ol

meghatarozhato

v



Genkifejezodes

Gének atirasa mRNS-s€, majd fehérjéeve

GEN -(transzkripcio)> mRNS -(transzlacié)> FEHERJE

Genetikai kod: bazisharmasok (a beépulé aminosavakat és ¢
sorrendjét a génekrol atirodo mRNS-ek bazissorrendje hata

A genetikai kod (majdnem) univerzalis (minden élélényben &
egyertelmi (egy bazisharmas egy aminosavat kodol), degene
aminosavat tobb bazisharmas is kodolhat)

A bazisharmasok (kodonok) aminosavakat kodolnak
20 aminosav

Génexpresszio szabalyozasa: mRNS és fehérje szinten is ta



Az mRNS bazisharmasa

2.
1 3.
U C A G

fenilalanin  szerin tirozin cisztein U
fenilalanin  szerin tirozin cisztein  C
leucin szerin STOP STOP A

leucin szerin STOP triptofan G

leucin prolin hisztidin arginin U

c leucin prolin hisztidin arginin -~ C
leucin prolin glutamin arginin -~ A

leucin prolin glutamin arginin -~ G
izoleucin  treonin  aszparagin szerin U
izoleucin  treonin aszparagin szerin C
izoleucin  treonin lizin arginin - A
metionin*  treonin lizin arginin -~ G
valin alanin  aszparaginsav  glicin U

valin alanin  aszparaginsav  glicin C

£ valin alanin ~ glutaminsav glicin A
valin alanin  glutaminsav glicin G




Feherjeszintezis (transzlacio)

3 szakasz:

» Lanckezdés:
INICIACIO

» Lanchosszabbitas:
ELONGACIO

» Lancbefejezeés:
TERMINACIO




Miert kellenek fehérje szintl vizsgala

» Az mRNS expresszio nem mindig felel meg a fehérje
expresszionak

» Bizonyos biologiai mintak (pl. szérum, vizelet stb.) nem
alkalmasak mRNS expresszios analizisre

» Poszttranszlacios valtozasok: nem lehet egyértelmiien
kovetkeztetni a DNS szekvencia alapjan

» A fehérjek lokalizaciojara és kolcsonhatasaira is lehet
kovetkeztetni




Transzlacios (feherje) szintu valtozasol
Mutaciok:
» Frameshift mutacio (az olvasasi keret eltolodik)

.ACG.UCU.AAR.UAC.CGU.UAA.GCU GGA GCC UCG GUA
.THR.SER.LYS.TYR.ARG I

stopkodon

LACG,.UCA .AAU.ACC.,.GUU,AAG.CUG.GAG.CCU.CGG.UAG
.THR.SER.ASN.THR.VAL.LYS.LEU.GLU.PRO. ARG I
mutalt regio

stopkodon

» Nonszensz mutacio (aminosavkod stop kodonra cserelodik
» Missense mutacid (aminosav csere)

» Sense mutacio (tovabbolvasd mutacio, a stop kodon aminos
cserélodik)

» Silent mutacio (a kodon cseréelodik, de ugyanazt az ami
kodolja)




Transzlacios (fehérje) szintu valtozas

A fehérjeszintézisben résztvevo egyik komponens gatl
(pl. antibiotikumok, toxinok hatasara)

Sejtanyagcsere gyengulése vagy fokozodasa, sejtpusztul
Poszttranszlacios modositasokban bekovetkez6 zavar

Minden a fehérje szintig eljuto, transzkripcios (mRNS) szint
zavart okozo mechanizmus




Poszttranszlacios modositasok (modifi

A fehérjeszintézis utan a polipeptidlanc enzimatikus és
enzimatikus modositasokon esik at

Csoportok a fehéerjéhez kapcsolodnak, levalnak, masodlag
alakulnak ki, stb. (a feherje végleges funkciojanak elny
célba jutasahoz kell)

Enzimatikus:
*N- és C-terminalis modositas
lanckezd® metionin eltavolitas

A Desae acetilacio)
ST e = N «Aminosav oldallancok modosit
VA& ) (karboxilacio, metilacio)
ams fof 2 00 QUSR] «Szénhidrat lancok hozzaadas

Limitalt proteolizis

*Prosztetikus csoport hozzaadas

Galgi °...

Nem enzimatikus: oxidacio,

ok gzerkezetvaltas, diszulfid-
kialakulasa...

rihoszdma




Poszttranszlacios modositasok ha

Enzimatikus
» Mennyiség: élettartam

» Szerkezet: 1D, 2D, 3D, 4D

» Stabilizacio

» Aktivitas

» (Immun)felismerés

» Lokalizacio: (mikro)kompartmentalizacio

» Kolcsonhatas mas, kis- vagy nagymolekulakkal
Nem-enzimatikus

» Denaturacio

» Funkciovesztés

» Aggregacio




Antigenek, antitestek

Antigén: minden struktura (sejt, molekula), amit az
immunrendszer felismer és immunvalaszt vagy immu
valt ki

Antitest = ellenanyag  Globin természeti
fehérjek,immunglobulinok (lg).

Az antitest egy olyan fehérje, ami egy molekulat képes
és ahhoz hozza kotodni.

A B-limfocitak, pontosabban az azokbol differencialodo
plazmasejtek termelik. (az immunrendszerhez tartoznak
Képesek egy a test szamara nem kivanatos anyag felisme
megjelolésere.



Antigenek, antitestek

» Az immunglobulinok jellegzetes doménstrukturaju
polipeptidlancokol folepulo molekulak, melyeknek a
felismerésben és a valaszreakciokban van fontos
szerepuk.

Immunoglobulin G (IgG) I gG | g L I gl)
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Az ellenanyagok szerkezete

» Az lg-molekulak szerkezetére egy negy
polipeptidlancbol allo, heterodimer egység
amelynek felepiteseben két, egymassal azo
konnyu és nehéz polipeptidlanc vesz részt.
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Az antigenkoto hely

Az antigenkoté hely kialakitasaban a V| es
hipervariabilis részek egyarant részt veszne
antigénkoto hely a molekulak felszinen talal
,,Zseb” formaban.

Az antigén-antitest kapcsolodas legfobb
Antigens

jellegzetessege a secifitas. - v v
w o

\ /7

e

Antibody




» Precipitacio: az oldott antigen és a specifikus el
kolcsonhatasanak eredmeényeképpen immunkom
kepzodik, melyben az antigen-és ellenanyag-mol
aranya valtozo.

csapadék
O.D. 280 nm¢

0,5 -

100 200 300
bemért ellenanyag (.9)

Precipitacios gorbe




» Agglutinacio: létrejon ha nem oldott an i\
hanem reszecskek reagalnak ellenanyago
az antigen-antitest felileten zajlik le.

» Az agglutinacio annak a kovetkezmeénye,
az lg-molekulak egyik antigen-koto helye a
egyik, a masik antigen-koto helye a masik s
feluleten lévo epitophoz kapcsolodik.

QL\ O/{ “Antitest (IgG)

Y

Antigén




Antigen-antitest kapcsolat

Az antigén és az antitestek kozott masodlagos kolcsonhata
kotesek alakulnak ki (H-hid, elektrosztatikus vonzoerok, io
kotesek)

Ugy kapcsolddnak, mint ahogyan a kulcs (antigén) illik a zar
(antitest)

A kapcsolodas reverzibilis, és az affinitas erossége a homeérse
a pH-tol és az oldhatosagi viszonyoktol fligg.

Ha ezek a koriilmények valtoznak, az ugyanazon antigénnel és
antitesttel vegzett vizsgalatok (pl. ELISA) eltéro eredmeényeke
adnak.



Alkalmazott ellenanyagok

» Ellenanyagok szintén csoportosithatok mint elsodle
(primer) vagy masodlagos (szekunder) ellenanyagok.

» Primer ellenanyagok az érintett antigen ellen
termeltetik.

» A masodlagos ellenanyagokat az elsodleges ellenanyago
ellen termeltetik egy mas emlos fajban (pl. anti-human
kecske 18G).




Alkalmazott ellenanyagok

» A specifikus detektalasra alkalmazott ellenanyag lehetne
poliklonalis vagy monoklonalis eredetliek.

» A monoklonalis ellenanyagok altalaban nagyon specifitast
nyujtanak (keresztrekreakciok elkeriilhetoek).

» A poliklonalis ellenyanyagok a peptid antigének allatokba vald
ismételt injektalasaval (ismétlo oltas) a masodlagos immunva
eredmenyekent teljes vérszérumbol izolalhatok. Heterogén
keverékek, amelyek tobb epitopot ismernek fel.




Jelolesi lehetosegek

» Biotinnal (avidinhez kapcsolodik)

» Enzimmel (pl alkalikus foszfataz vagy tormaperoxida
(HRP)

» fluroeszcens (pl. Alexa Fluor vagy FITC).

» Afehérje mennyiséget denzitometrias analizissel meri
(A festodeés intenzitasa korrelaltathato a fehérje
mennyiséggel).




Immunoassay

» Biokémiai tesztek melyekben az antigén- antitest
kolcsonhatasait hasznaljak fel

Az ellenanyag-molekula
(Ig - immunglobulin) felépitése

Lo ME

4 fehérjelanc: 2 azonos . kinnyii"
2 azonos ,nehéz”

variahilis

konstans




Immunoassay

» Kompetitiv: ha az egyik reagens (Ab vagy Ag) jelzett és
jelzetlen formaja tulsulyban van a masik reagenshez kep
ezert a jelzett és jelzetlen molekulak versenyeznek

» Nem kompetitiv: szendvics modszer

» Heterogen modszerrol beszeéllink, ha sziikség van jelzett
anyagok elvalasztasara; ellenkezo6 esetben a modszer
homogén




Szendvics modszer

ket olyan ellenanyag kell, amely a mérendo makromolek
kiilonbozo, egymastol elég tavoli részletehez kot

az elso antitestet egy muanyag felulethez kotik kovalense
adszorpcioval (a variabilis régio szabad)
a mintat a kiszaritott mianyag edénybe toltjlk (csak ann
hogy az edény falan levo antitest ne telitodjon), majd inkuba

a mintat kiontik és oblites utan az edénybe toltik a masodi
jelzéssel ellatott antitestet feleslegben

az antigén az edény falan két kiilonbozo antitest kozott kot
helyezkedik el (,,szendvics’)

a folosleges jelzett anyagot kiontik és oblités utan meérik a je
antitest mennyiségét (jelzés lehet radioaktiv, RIA)



RIA (Radioimmuno Assay)

Q«l—ﬂﬂﬂiﬂﬂﬂi“&' antigen

y
N -

'1 # Rdd unlabeled antigen (@]
o

¢ i ®  PRadioactive antigen (@ )displaced by

‘; :‘?‘ .;’ unlabeled antigen (@)

Precipitate ag-ah complexes
with anti-immunoglobulin
(“second" antibody)

® Radioactivity of supernatant
® “— - free antigen

Radioactivity of precipitate
= bound antigen

=+—"Second” antibody

» Altalaban 125 vagy 1'3! izotof

hasznalnak jelzésre, ekkor p
egy aromas gyurdjébe viszne
radioaktiv jodot.

A meért jelintenzitast - radioakt
belitések szama percenként - ab
a jelzetlen antigén koncentracioj:
logaritmusanak - fliggvényeben



ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent A

Fehérje alapu immunoanalitikai modszer

Antigén-antitest reakciok kvantitativ mérésén
alapul

A specifikus reakcio valamelyik résztvevojét (az
antigént vagy az ellenanyagot) jeloljuk
(enzimmel), igy a kérdéses alkoto kis
mennyisége is kimutathato.

Az immunkomplex egyik tagjat szilard fazishoz
(polisztirén mikrotiter lemez) rogzitjiik (ez lehet
az antigén vagy az antitest )




Hozzaadjuk az immunkomplex masik
jelzett tagjat. Bizonyos reakcio idé eltelte
utan a nem kotédott ligandumot
lemossuk.

Az immunkomplex mennyiségét
konjugalt enzimének reakcidja
segitségével hatarozzuk meg.

Stabil szerkezetii enzimek, kdnnyen
hozzaférhet6 szubsztratjuk van és
amelyet az enzim szines jol oldodo
termékké alakit.

(pl. tormaperoxidaz, alkalikus foszfataz)

Az enzim-szubsztrat reakcio mertékét,
azaz az atalakult szubsztrat mennyiségeét
fotometriasan mérjuk.




ELISA fajtai

kompetitiv vagy nem kompetitivimmunelemzések

A jelolt reaktans kozvetlenul (direkt) vagy kozvetten (in
kapcsolddhat a meghatarozando antigénhez vagy antite

Direkt ELISA:

1.Antigén lemezre
rogzitése

2.Inkubalas enzimmel
jelolt antitesttel, mosas

3.Szubsztrat hozzaadasa 3
4 .Leolvasas




Indirekt ELISA:

1.Antigén lemezre rogzitése
2.Inkubalas els6dleges
antitesttel, mosas

3.Inkubalas enzimmel jelolt
masodlagos antitesttel, mosas
4.Szubsztrat hozzaadasa ..

5.Leolvasas 3
.... % || Kotott -
antigen




Szendvics ELISA:

1.Els6 antitest a lemezhez rogzitve

2.Antigént tartalmazdé minta hozzaadasa,
inkubalds, mosas

3.Enzimmel jel6lt masodik antitest hozzaadasa,
inkubalds, mosas

4.Szubsztrat hozzaadasa

5.Leolvasas o
N - : : ‘
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. Radioimmunoassay (RIA)

. Immunradiometrikus assay
(IRMA)

. Enzimimmunoassay modszerek
(EIA, ELISA, EMIT)

. Mikroreszecske-
enzimimmunoassay (MEIA)
pl.: Abbott IMX

. Fluoreszcenciapolarizacios

immunoassay (FPIA) pl.
Abbott TDX

. Abbott AXSYM

. Fluoreszcencia
enzimimmunoassay (FIA,
DELFIA)

8. Gazkromatografia

9. Nagynyomasu ]
folyadekkromatografia (HPLC)

10. Fotometria, kemiai reakcio
utan

11. Fluorimetria, kemiai reakcio
utan

12. Affinitaskromatografia
immunoassay (ACMIA) pl.:
Dade ACA

13. Radialis megoszlasi immunoassay
(RPIA) pl. Dade STRATUS

14. CEDIA (Clone enzyme directed
immunoassay)

15. Lumineszcencia,
kemilumineszcencia immunoassay (LIA,
SPALT)

16. Elektrokémiai lumineszcencia
immunoassay pl.:ELECSYS

17. Lumineszcencia erositett

enzimimmunoassay (LEIA, LIEMA) pl.:
IMMULITE

18. Tobbretegl film (MF-FIA) pl.: OPUS
19. ELFA-technika (Enzyme Linked
Fluorescence Assay), pl.: Biomeriéux
VIDAS

20. Nefelometria, Turbidimetria

21. MTM (multilayer-tesztmodul),
ETM (ELISA-tesztmodul) pl.: Behring
OPUS




Proteomika

Proteom: Egy szervezet, egy sejt, egy organellum vagy €
osszes proteinje, a szervezet teljes fehérjeallomanya

Proteomika:

1. Proteomok kvalitativ és kvantitativ analizise, 0sszehasa
kiilonbozo korilmeények kozott (kezelt vs. kontroll)

2. Azonositas (szekvencia, 3D szerkezet) és fehérjemodosit
3. Kisérleti megfigyelések osszegyuljtése adatbazisban
4. A fehérjék alabbi tulajdonsagainak meghatarozasa:

Lokalizacio, modositasok (pl. poszttranszlacios modositasc
kapcsolatok (pl. metabolikus és jelatviteli utak), aktivitas
(predikcio és kisérleti eredmeények alapjan)




A proteomika alkalmazdsai

Gyogyszerek toxicitdsa
Uj gydgyszerek celbajuttatdsa
Gyogyszerek mechanizmusai

Betegségek biomarkerei
Az regedés és
metabolikus betegsegek
Py faktorai

Ideqg- €s immunrendszer

Sejt térke
Expresszios térkep
Jeldtvitel

betegségeinek ellenirzese
" E

Proteom analizis PI"DTE‘-DH”II kﬂ

Szerkezetmodisitds analizise

Expresszios mechanizmus (2 DE ] MS)

Protein chip
Kilénbségek kimutatdsa

MNagy értekii termékek
Etelek Strukturdlis genomika

Buza, haszondllatok feherje » _— Bioinformatika
analizice =tb. Mikrobiologia szamdra

hasznos feherjek

felfedezese







A stresszvalasz
biokémiai hattere,
genkifejezodes
megvaltozasa




Stresszvalasz

» Selye Janos (1936. Nature)

» Aszervezet egészét tekintve értelmez
folyamatat.

» A stressz az a nem specifikus v
amellyel a szervezet reagal a
kihivasokra, ingerekre (Selye, 19

» nem specifikus: az ingerek - fugg
az eredetiktol - alkalmazkodasra
késztetik a szervezetet.

» Stresszor: stresszvalaszt kivalto in

» Adaptacios szindroma: A stres
hatasara bekovetkezo testi r
0sszessege.




A stressz meghatarozasa

» A stressz egy nem specifik
mellyel a szervezet reagal
kihivasra, minden eroteljes

» Astressz lehet:

» patogeén (koros ill. karos):
distressz

» kellemes, kivanatos: ez az
eustressz

»

» ,,a stressz az élet sava borsa
(Selye Janos)




Megterhelés és igénybeveétel, stress
és stressz
» Megterhelés (ok) és igénybevétel (o

» Megterhelés: minden olyan kulso ha
szervezet belso kornyezetében lezajl
amely befolyasolja a szervezet alkal
mechanizmusat.

» |genybevetel: a megterhelések hatasar
bekovetkezo, egyénenként kiilonbozo
jellegl és iranyu funkcio-valtozasok 0ssz

/ » Stresszor (ok) és stressz (okozat)
o
» Stresszor: tragikus esemeny

» Stressz: allapot, amelyet az alla
stresszorok idéznek elo.



Stresszvalasz

Elsoként az agy eldonti, hogy stresszhelyzetrol van-e szo.

Kllso ingerek (latas, hallas, szaglas, fajdalomerzet, stb.) €
alapjan

Ha stresszhelyzet: hipotalamusz (a koztiagynak a talamusz ¢
részen talalhato, vékony agyallomanybol allo lemez) aktivald
jeleket kild az agyalapi mirigy, mellékvese kereg, mellékvese
fele

A hipotalamusz az agy szinte minden részével kapcsolatban all
kaphat informaciot (limbikus rendszer, érzokéreg)



The Limbic System

Fornix

Pineal gland
Corpus callosum

COMPONENTS IN
THE CEREBRUM

COMPONENTS IN Cingulate gyrus

THE DIENCEPHALON

Anterior group of
thalamic nuclei

Parahippocampal
gyrus

Hippocam
Hypothalamus pp pus

Mamillary body

Amygdaloid body

Hypothalamus

Pituitary gland

Adrenal cortex ;




Stresszvalasz

3 fo szakasz:

» riasztasi fazis: a\g

A Selye-féle altalanos adaptacios felkésziil a fokozo
szindroma (GAS) harom fazisa igenybevetelre.
4 (Alarm-reakcié | Aktiv ellenillds Kimeriilés > aktiv ellenallas fazis
. R ol : mozgositja a tarta
Ellensll6- / A ‘\ hosszabb-rovidebb
ké s .
M Sy g— ellenallni a stressza
normalis szintje hatasanak.

» kimerulés fazisa: A st
tartos fennallasakor @
szervezet tartalékai
kimerulnek, rohamo
hanyatlas.

C&;e/svszoﬁagjelenésének ideje | Ido =







Riasztasi (alarm) reakcio

A szivverés felgyorsul, a szivosszehuzodasok ereje
no, 1gy az agy valamint az izomzat szamara tobb
ver all rendelkezesre.

Az izmokban az erek kitagulnak.
A belekben az erek osszehuzodnak.

A testnek a pillanatnyi helyzet szempontjabol
nem lényeges funkcioi atmenetileg sziinetelnek.

Legzes gyorsul

A lép 0sszehuzodik, igy tobb voros vérsejt kerl a
keringésbe, javitva az oxigenellatast.

Pupillak kitagulnak, igy a szemek a fényre
érzekenyebbé valnak.



A stresszre adott valasz

» Akut stressz:

» a belso egyensuly (homeosztazis) fenntartasara
iranyulo folyamatok aktivalodnak;

» kiilonbozo kimenetele lehet (megbirkozas,
elkeriilés vagy tartossa valo stressz);




A stresszre adott valasz

Kronikus stressz:

» Ha sem menekiilés, sem harc nem lehetséges.

» Emberben foképp pszichoszocialis jellegl és nagyon
altalanos.

» A megkiizdési stratégiak donto fontossaguak.




» Magas vercukor

>
>

>
>

Kronikus stressz

Csontritkulas

Emelkedett vérnyomas +magas
kKoleszterin = erelmeszesedes

mmunrendszer: mikodése gyengiil

degrendszer: mukodése karosodik.
Foleg a glukokortikoid receptorokban
gazdag teruleteken (pl. hipokampusz)
sejtzsugorodas, elhalas kovetkezhet be
- tanulasi es térbeli tajékozodasi
Zzavarok.




Az élettani stressz-reakcio

A 4

Hipotalamusz

A 4

Az idegimpulzusok
mirigyeket és
simaizmokat aktivalnak

Agyalapi
mirigy

D ®
Szimpatikus A— Mellékvese Mellékvese|, ®
idegrendszer veld kéreg
| @ @
@

A véraram altal a
medfelel6 szervekhez és
Izmokhoz szallitott

stresszhormonok

A 4
»,harcolj vagy m
valasz




A stressz tengely
» Hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely

» Stressz hatasara a hipotalamusz un. CRF-t (corticotrop
Eeleaslng factor = ,,mellekvese serkentest kivalto fakto
ermel.

» A CRF a hipofizis eliilso lebenyébe jut, amit ACTH (=mellé
kereg serkento hormon) termelésré serkent.

» Az ACTH a“vérkerin%.éssel a mellékvese keregbe kerul, ah
(tobbek kozott) kortizol termelést indit el. (A kortizol az
glukokortikoidok csoportjaba tartozik.)

» Negativ visszacsatolas: a limbikus rendszerben sok glukokorti
receptor van.

» Akut stressz esetén a magas kortizol szint legatolja onmaga
termelodeset.

» Kronikus stresszben stresszhormon szabalyozas megvaltozik, a
kortizol szint tartosan magas marad.




Negativ
visszacsatolas

Corticotropin
Releasing
Factor

ACTH

Adreno-corticotrop
hormon

A stressz tengely Kortizol




Szimpatiko-adreno-medullaris Utvonal
(Sympathomedullary Pathway, SAM)

» Harcolj vagy meneku

» A hipotalamusz aktival
mellékvese veloalloma

» Ahipotalamusz a vegeté
idegrendszer része, fontt
szerepe van a homeoszta
szabalyozasaban.

» A mellékvese veloben ad
termelédik >> harcolj vag
menekulj valasz




>
>
>
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Harcolj vagy menekiilj valasz

Szivvereés felgyorsul, a vér az emészto rendszerbe, borbe,
aramlik

Legzes fokozodik
Emésztés, éhségerzet csokken
A maj a glikogenraktarakbol gliikozt szabadit fel

A hipotalamusz a hipofizis eliilso lebenyebol ACTH felszabad
elo, ami serkenti a mellekvese keregallomanyanak kortizolte

A kortizol hatasara aminosavak és zsirsavak keriilnek a sejtekb
gliikozhoz jut

Kiiszob eltér (egyedi kiilonbségek)



Krénikus stressz, Hipotalamo-hipofizis Rendsze
(Hypothalamic Pituitary-Adrenal System, HPA)

» A hipotalamusz az agyalapi mirigyet hormontermelésre
készteti

» Az agyalapi mirigy adrenokortikotrop hormont termel
(ACTH)

» ACTH a mellékvese kéreg kortikoszteroid termelését
indukalja

» A kortikoszteroidok hatasara a szervezet raktaraibol cukor
szabadul fel

» A vércukorszint megemelkedése segit a hosszu tavu stressz
lekiizdésében

Immunrendszer szupresszio.




Szenhidratok (vérplazmagliikoz = vercukor)

Hagyomanyos jodometrias, titralasos, enzimatikus
kolorimetrias modszer, modern fotométerekkel mérheto.



Kortizol

Teszt kitekkel (ELISA, RIA) mérheto



A vér glikozilalt fehérjéi

Glikozilalt hemoglobin (GHb)

Szerum/plazma fruktozamin

Nitroblue-tetrasolium-klorid festekanyaggal torténo
fotometrias eljarasok



A stressz kimutatasara alkalmas markere

1007~ = Hematocrit
» Verplazma klorid szintje so1| "
5l — Plasma
60 - White blood
: . 01 I Cletelots
» Laktat (tejsav) O[T formine
el | — Red blood

» Hematokrit erték @) ()

» A lép relativ tomege U
. leucocyta

erythrocytak

centrifugalas centrifuglas
elott utan



Stresszvalasz mereése

Stresszhormonok mérése
Viselkedésvizsgalat (harcolj vagy menekilj valasz)
Vércukorszint mérése

Glikozilalt fehérjék mérése

vV v v Vv VY

DE: egyedenként eltér6 érzékenység, eltéro
valaszreakciok!




Cellularis stresszvalasz

Stressz a sejtek szintjen

Olyan behatasok valtjak ki, amelyek karositjak a sejtek
makromolekulait, makromolekularis rendszereit.

A valaszreakcio tranziens és nem stresszor specifikus,
emellett a sejtekben kialakul egy mas jellegl valaszreakci
is, az un. homeosztatikus valasz.

A homeosztatikus valasz: stresszor specifikus erzéekelok
inditjak el, és az a megvaltozott kornyezeti hatas jellegetol
fuggd modon biztositja az egyensuly helyreallitasat és

fenntartasat. A valtozasok egészen addig fennmaradnak, ami
a kornyezeti feltételek ismét nem modosulnak.



Cellularis stresszvalasz

» bizonyos elemei evolUciosan nagy mértékben konzervalodtak

» minden sejtben el6forduld, konzervalt fehérjék, a stressz fehérje
kis része

» stresszfeherjek nagy része nem konzervalt

. . \ nuclear envelope
mitochondrion > N nuclear porep nucleus

nucleolus

o Pl. a transzkripcio, a sejt
jelatviteli utvonalak
szabalyozasaban szerepet j
fehérjék, nagy mertékbe
kiilonboznek a prokariota es
eukariota szervezetekben

centriole .
Golgi complex

" lysosome
vesicle

cytosol

g
endoplasmic endoplasmic
reticulum ribosomes reticulum




Stresszfehérjék csoportositasa funkcio
alapjan
» DNS karosodas éerzékelése / javitasa
» Feherje karosodas erzekelése / javitasa
» Karosodott fehérjék lebontasa

» Sejtciklus szabalyozasa

» Anyagcsere utak szabalyozasa
» Redox allapot szabalyozasa
» Energia termelés/felhasznalas

» Lipid/zsirsav metabolizmus




Molekularis stresszvalasz

olyan folyamatok aktivalodnak, amelyek segitenek
helyreallitani/eltavolitani a karosodott molekulaka

idolegesen ellenallova teszik a sejteket a stresszorra
szemben

apoptozisra itélik a helyrehozhatatlanul megrongalodot
sejteket.

A stresszvalasz része a sejtek genexpresszios
mintazatanak atalakulasa, biztositja, hogy a tuléléshez
szUkseges vedo feherjék mennyisége megnovekedjen a
sejtekben



Hosokk feherjéek (Hsp)

A hosokk fehérjek az egész elovilagban, prokariota és
eukariota sejtekben el6fordulo konzervalt fehérjek.

Drosophila hosokk kisérletben fedezték fel

A hostressz soran indukalodo géneket hosokk geneknek,
fehérjeket hosokk fehérjeknek (Hsp) neveztek el.

a hosokk gének kifejezodését a hostressz mellett egyéb
kornyezeti stresszhatasok és patologias allapotok is
befolyasoljak

Normal sejtfolyamatok soran is - sejtciklus, hormonok,
novekedési faktorok, az egyedfejlodés / differenciacio -
szabalyozottan valtozik
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Hosokk feherjek (Hsp)

» Funkciojukat tekintve molekularis chaperonok

o 7 o /

hogy a nem megfeleloen feltekeredett fehérjek felvegyek
vivo aktiv szerkezetet

» Nelkilozhetetlen szerepet jatszanak a feherje homeosztaz
fenntartasaban:

- Naszcens feherjék feltekerése

- Fehérjék transzlokacioja a sejtorganellumokba
- Feheérjék aktivitasanak modositasa

- Inaktiv, instabil szerkezet(i fehérjék stabilizalasa
- Fehérje komplexek osszeszerelése
- Fehérje aggregacio elleni védelem
- Feherjék kijelolése degradaciora

- Karosodott fehérjék elkulonitése




Hosokk feherjéek (Hsp)

» Hozzajarulnak ahhoz, hogy a stressz soran karosodo
feherjek visszanyerjek mikodokepes allapotukat, va
lebontasra kerliljenek, ha a karosodas mar nem
helyrehozhato.

» Csoportositas: molekulatomeg alapjan
- Hsp110

- Hsp90

- Hsp70

- Hsp60

- kis molekulasulyu Hsp csaladok




Hsp 70 feherjecsalad

az egyik legnagyobb mértékben konzervalodott Hsp

Ko-chaperonokkal egyuttmikodve egy energiaigenyes folya
soran segiti a szubsztrat feherjet a nativ konformacio
elérésében

Szubsztratjai azok a fehérjék, amelyek a felsziniikon hidrofc
feluleteket hordoznak

Két kulonbozo formaban, ATP-t, ill. ADP-t koto formaban lehe
jelen

ATP kotésekor a Hsp70 csak kis affinitassal kotodik a szubsztrat
fehérjéhez, igy azok gyorsan cserélodnek

ATP hidrolizis soran a szubsztratkoto hely bezarodik, a

“bennrekedt” szubsztrat nagy affinitassal kapcsolodik az ADP-t
kotd Hsp70-hez

Szoros egyilittm(ikodés a fehérje lebontasért felelos rends
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Hsp 70 feherjecsalad

Egyre novekvo szamban azonositanak olyan regul
fehérjeket, amelyek aktivitasanak szabalyozasab
részt vesznek.

Pl. nuklearis receptorok (szteroid hormon
receptorok), kinazok (Raf, elF2a, CiklinB/Cdk1),
transzkripcios faktorok (HSF1, Myc, pRb)

szignal transzdukcios folyamatok, sejtciklus,
apoptozis, differenciacio szabalyozasaban is szerepe
jatszanak

Patologias allapotok (rakos folyamatok,
neurodegenerativ, autoimmun betegségek)
kialakulasaban is részt vesznek



Hsp 70 feherjecsalad

» Minden eukariota sejtben legalabb ket Hsp70 gén

» A Hsp70-1A es Hsp70-1B klasszikus, indukalodo Hsp
csaladtagok.

» A ket fehérje a promoter régioban talalhato hosokk
(HSE) és 2 aminosav oldallancban kiilonboznek

Hsp70 chaperon function



Physiological signals that activate HSP70 expression
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Hsp 90 feherjecsalad

» nagy meértekben konzervalt fehérje, prokariota és
eukariota sejtekben egyarant megtalalhato.

» igen nagy mennyisegben termelodik, a Hsp90 alkotja a
citoplazmatikus fehérjéknek kozel 1 % - at.

» szamos fehérje terszerkezetéenek kialakitasaban és

o 7/ o /1

» A Hsp70-nel ellentétben egy koriilhatarolt, jol
meghatarozott szubsztrat korrel rendelkezik, amelyeket a
Hsp90 “kliens feherjeinek” neveznek.

nagy mertéku specificitas

a Hsp90 is ATPaz aktivitassal rendelkezo ATP-fliggd
chaperon.

A chaperon funkcio ellatasahoz a Hsp90 fehérjeknek
homodimereket kell képezniuk




Hsp 90 feherjecsalad

» A chaperon ciklus alatt ATP hidrolizishez kotott modon
valtakozik a molekularis fogdszeri homodimer nyitott és
szubsztratot koto zart allapota




Hsp 90 feherjecsalad

a szubsztrat fehérjék kotédéshez szikséges szerkeze
konformacios sajatsagai nem ismertek

A kliensek olyan fehérjék, amelyek a sejtekben inaktiv
formaban vannak jelen, igy szerkezetuk nem stabil és
hajlamosak a denaturaciora.

chaperonok segitségét igenylik ahhoz, hogy megtartsak
aktivaciora kepes, de instabil konformaciot

protein kinazok (Akt, Rafl, Cdk4, CKIl, Src family), szteroi
hormon receptorok, transzkripcio6 faktorok (HSF1, p53,

HIF1), eNOS, aktin, kalmodulin, az apoptoézis folyamataban
szerepet jatszo Apaf-1, stb. és szamos rakos allapot
kialakulasaban szerepet jatszo fehérje

a Hsp90 alapvetd sejtfunkciok mikodéséhez
nélkulozhetetlen



Hsp 90 feherjecsalad

» Eukariotak: 4 fehérje, amelyek a sejt mas-mas
kompartmentjeiben fordulnak elé.

citoplazma: 2 Hsp90 (Hsp90a, Hsp90p)
endoplazmatikus retikulum: Grp94

mitokondrium: Hsp75/Trapl

vV v v Vv

A citoplazmatikus Hsp90 izoformak egymassal 76 %-0s
homoldgiat mutatnak.

» Siressz hatasara a rovidebb a izoforma expresszidja
indukalodik, a hosszabb ( izoforma kifejez6dése csak kis
meértékben valtozik meg.




Hsp 110 feherjecsalad

tagjai csak eukariota sejtekben fordulnak elo.

kevesbé jellemzett csoport, a sejtekben betoltott szere
is csak a kozelmultban valt ismertté.

Szekvencia és szerkezet alapjan a Hsp70 csaladhoz
hasonlitanak

expresszioja stressz, pl. hosokk, ozmotikus stressz,
oxidativ stressz, nehézfémsok, dehidratacio hatasara
indukalodik.

Gatolja a stresszorok apoptotikus hatasat



Hsp 110 fehérjecsalad

» EmloOs sejtekben 2 (a es B) izoforma, az Apg-1, Apg-2 €
Grp170

» Grp170 csak az endoplazmatikus retikulumban fordul el
» nem stresszelt allapotban is termelodik

» minden szovetben és a sejtvonalak jelentos részeében
kimutathato

» nagy mennyiség az agyban és a majban

» Alternativ splice variansok




Kis molekulasulyu Hsp-k

valtozatos, 12-43 kDa molekulatomegli feherjéek

egy kozel 100 aminosavbol allo konzervalt domént
tartalmaznak. Az N-terminalis és C-terminalis rész
valtozatos szerkezetU

valtozatos méretli (50-700 kDa) és dinamikus felépitésl
homo- ill. heterooligcomereket hoznak létre.

Az oligomerek épitokovei sHsp dimerek
ATP-t nem igenylo chaperonok

Hidrofob felsziniikon keresztil kolcsonhatasba lépnek a
részlegesen denaturalodott feherjékkel

o 7 o 7/
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3. dbra A Kkis molekulasulyu Hsp-k chaperon funkcidja. A sHsp oligomerek stressz
hatasara kisebb egységekre esnek szét és kolcsonhatasba lépnek a részlegesen denaturalédott
fehérjékkel. A sHsp-k ezaltal elosegitik, hogy a fehérjek az energiafiiggo chaperon rendszerek
szamara hozzaférheto, oldott formaban maradjanak.




A Hsp indukcio szabalyozasa

» elsosorban a transzkripcio szintjéen tortéenik

» az un. hosokk faktorok (HSF) a hosokk gének
transzkripciojat szabalyozzak

» A HSF-ok a stresszvalasz mellett a normal
sejtmuikodés szabalyozasaban is nélkiilozhetetlenek-
pl. sejtciklus, embrionalis fejlodés, differenciacio




Hosokk elemek

» Astresszindukalt kifejezodést a promoter régioban
talalhato hosokk elemek (HSE) biztositjak a HSF1
szekvencia specifikus kotohelyei.

» HSE-k mellett mas transzkripcios faktor kotohelyek is
szerepet jatszanak




Stresszerzekelo mechanizmusok

» denaturalt fehérjék, mint stressz-szenzorok

» Emellett alternativ utvonalak (pl.redox allapot
érzekelése, RNS konformaciovaltozas)
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Stresszvalasz aktivacioja

» szignal transzdukcios folyamat
» altalanos lépései:
o szignal érzekelése

o jel tovabbitasa, felerositése, integracioja

o« effektor molekulak megjelenése/aktivacioja

Tobb jelatviteli Utvonal esetében bizonyitottak, hogy részt
vesznek a stresszvalasz folyamataban. Pl. ERK, JNK, p38 MAP

kindz Utvonalak, az intracellularis Ca2+ szint novekedése,
PKB/AKT jelatviteli ut




Modellrendszerek 11 (magasabb
rendll tesztrendszerek):
sejtvonalak, modellszervezetek.
Riportergének, transzgenikus
elolenyek, létrehozasuk €s azok
hasznalata a toxikologiaban.



Bevezetés

» A toxikologia az anyagok hatasat
egyedekre nézve vizsgalja

» Az okotoxikologia az anyagok
okoszisztemakra kifejtett hatasat
tanulmanyozza.

» Mindketto integralt vizsgalatokat jelent,
az alacsonyabb renduektol a magasabb
renduekig tobb szervezetet illetve
kiilonboz6 mertékben komplex
tesztrendszerek bevonasaval.




Miért van szuikség modellekre?

Limitalt az emberen vagy magasabb rendleken
elvégezhetd kisérletek szama (etikal megfontolasok,
generacios ido, stb.)

« Szabalyozott korulmenyek kozott vegezhetOek a kisérlete
(allandod kornyezeti feltételek, stb.)

*A kezelés soran alkalmazott koncentracio ismert, allandé
szinten tarthato, szabalyozhato

A toxikus anyag bevitelenek modja megadhato (szajon at,
béron keresztul, stb. )

*A Kkisérletek |0l ismetelhetok

*Az eredmények human exirapolacioja lehetséges

JO vizsgalatnal csak az anyag hat és mindig kell kontr,



Tiered Testing Battery With Triggered Pathways
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Toxikologiai modellek

EmIGs

modellek Gerinctelenek és  Szovet- Sejt-
Human (pl. alacsonyabb tenyészet- tenyészet-
vizsg. ragcsalok) rendd gerincesek ek ek ma

b .
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Elvegezheto vizsgalatok szama
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Allatmodellek alternativai

e In Vitro modellek

» Szovettenyészetek (,,szovetszeri”
modellek)

e Szamitogépes szimulacidk
o Struktura alapjan végzett
szamitogépes modellezés

Az alternativ modellek kovetelményei:
« Megbizhatosag

« Legalabb olyan jo vagy jobb legyen, mint a helyettesit
modell

- Validalt, sokrétlien tesztelt, a hatosagok altal elfo
modell kell, hogy legyen




Az in vitro rendszerek elonyei

>

>

Olcso, reprodukalhato, hatékony molekularis és sejt
vizsgalatok.

Adott sejttipuson teszik lehetove a vizsgalatok
elvégzesét.

Szigoruan kontrollalt, jol szabalyozhato korulmenyek.

Szignifikansan csokkentheto a toxikologiai vizsgalatok
soran felhasznalt allatok szama.

Hatékony toxicitas vizsgalatok, emberre vonatkoztathat
eredmények.

Gyorsasag.

A fajok kozotti kiilonbségek megértésében,
tanulmanyozasaban fontos modellek.

Jol definialt rendszerek

Struktura-aktivitas osszefligges vizsgalatok



Sejtvonalak

» Elonyei:

» Sejtszintli folyamatok tanulmanyozasat teszi lehetové

» Sejtek viselkedesenek, mozgasanak vizsgalata,
mikroszkopos sejtvizsgalatok és felvéetelek készitesé
(cellular imaging) csak sejtvonalakon lehetseges

» Szabalyozhato, standardizalhato koriilméenyek (a szervezet tobbi se
szervei és az ott zajlo komplex folyamatok nem ,,zavarjak” a vizsgala




Sejtkulturak keszitese

. €) « Szovet izolalas (szerv
explantatum, vér, embrio)
o . * A sejtek szetvalasztasa

W (darabolas szikével, keses
homogenizator,
N7 enzimatikus emésztés)

« Primer sejtkultura: Az
eredeti szervbol/szovetbol
frissen eltavolitott
sejtekbol keszilt kultura

s o Szelekcios hatasok
(migracios kepesseg,
L osztodasi sebesseg,

e medium, stb.)

CAGAN CALTURE




Szekunder sejtkultura, sejtvonal

Passzalas: Bizonyos sejtszam elérése utan a

sejtosztodas leall. Ilyenkor uj feliiletet/teret kell adni

a sejteknek. A tenyeszet egy részet uj

’rc]enye:sztﬁiedénybe visszik at es friss mediumot adunk
0zza.

Generacios szam: osztddasi ciklusok szama. Nem
egyenlo a passzazs-szammal.

Szekunder kultdra: A primer kultura sejtjeinek
egyszeri passzalasa (atoltasa) réven jon letre.

Sejtvonal: A primer kulturabdl néhany passzalas utan

kialakult veges élettartamu, korlatolt novekedesu (40-
100 passzalas) sejtkultura.

pl. fibroblaszt tenyeszet



Korlatlanul osztodo sejtek

o Folzamatos sejtvonal: Korlatlan ideig fenntarthat6
sejtkultura, mert sejtjei folyamatos osztodo
képességgel rendelkeznek. Az ilyen sejtekben gyakran a
normalisnal tobb kromoszoma van, vagy mas genetikai
elvaltozas van.

« Korlatlanul osztodo emlos sejtek:
> Termeészetesen elofordulok: Gssejtek és csirasejtek
> Immortalizacio = korlatlan osztodo kepesseg elnyerése
> Spontan imortalizacio (pl: hamsejt-, fehérvérsejt-kulturak)
> Mutacio vagy virus okozta immortalizacio (pl: tumorsejtek)
> Mesterseges immortalizacio (gének bevitele, hibriddoma)

« Sejttorzs: Megfelel tulajdonsagok alapjan szelektalt
sejtekbol kiindulo sejtkultura. A sejtek azonos
tipusuak.




Toxikologiai celszervek

Maj

Vese

|degrendszer

Vérsejtek
Kardiovaszkularis rendszer
Bor

Tudo

vV v v vV v VvV YV

» Target organ toxicity!




Toxikologiai celszervek

Az egyes szervekben mas-mas sejttipusok, mas fun
mas enzimek, receptorok, stb.

A toxikus anyagok és metabolitok mas-mas modon
hatnak

A toxikus anyagok hatasa egyszerre tobb célszervet is
érinthet

Tobb toxikus anyag egyuttesen hathat ugyanarra a
celszervre

A folyamatok kinetikaja
szervenként/szovetenként/sejtenkeént elter



Toxikologiai célszervek: maj

» Fontos élettani folyamatok kozpo
bioszintézis, anyagcsere, detoxifik
biotranszformacio

» Hepatotoxicitas mérése:

lipidperoxidacios folyamatok sérulés
stressz)

nekrozis

cirdzis, fibrozis
elzsirosodas
epedurilés gatlasa

majenzimek aktivitasanak mérése




Hepatotoxicitas vizsgalat in vitro
rendszerekkel

Maj: fo toxikologiai célszerv

Izolalt, perfundalt maj

majszeletek

Majsejtek (hepatocyta) (sejttenyészet)

vV v v v Vv

Mikroszomak /S9 szubfrakcid
(mikroszoma = endoplazmatikus
retikulum eredtel, P450 tartalmu
vezikulumok, centrifugalassal
elkllonithetdk)

» Plazma membran vezikulumok

» Majban kifejezodo fehérjek (P450,
transzporterek, receptorok)




Primer majsejt tenyészetek

» Majbol izolalt (intakt) sejtek in vitro fenntarta
tenyésztese

» Hatékony xenobiotikumok metabolizmusa és hepatotoxitcitas
vizsgalat

» Megorzik az elé majszovetre jellemzo biokémiai
molekularis rendszereket

» Megorzik az in vivo jellemzo6 érzékenységet

» Megfelelo korulmenyek kozott hosszu tavon éeletbe
tarthatok

» Fajspecifikus valaszt adnak




Microtubules Microfilaments

Time course of Bile Canaliculi development in a culture (high
density) of rat hepatocytes from 4 to 48 hr after collagen overlay
illustrating the pattern of network formation

LeCluyse et al., Tox In Vitro (2000)




Majenzim indukcio vizsgalat

» In vivo allatkisérletek, ex vivo elemzés
» majszeletek

» Elsbdleges majsejt-tenyészetek

» Sejtvonalak (HepG2, Huh7 /humén karcinéma/)
» nincs zebradanié majsejt vonal

» Sejtmagi receptorokhoz vald kotddeés, affinita
vizsgalat
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Indukcio kiertekelése

» ECso:

» A maximalis indukcios szint felének eléres
szUkseges koncentracio (Effective concentr
for 50% maximal induction)

8 3

Biological response (%)
v
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Toxikologiai celszervek: ver

» Versejtek (erythrocyta, leukocyta,
thrombocyta)

» A sejtek mikodéese megvaltozik vagy
szamuk csokken vagy no
(leukémia, trombocitopeénia,
granulocitopénia, methemoglobinémia)




Toxikologiai celszervek: vese

» FO feladata: filtracio, re-abszorpcio

» Nefrotoxicitas mérése:
Porozussa valik
Ozmotikus viszonyok megvaltoznak

Re-abszorpcio sérul (elektrolitvesztés
tapanyagvesztes, vizvesztes)

Aktiv transzport sériilése

Proximal tubule

Glomerulus Vesek('j, nekr(')zis

Filtracio csokken

Tubularis szekrécio csokken




Toxikologiai celszervek: tudo

» Funkcio: gazcsere

» Gyors gazcsere, nagy felllet, mukozus felszin miatt
érzékeny

» Karcinogének, allergének, irritativ anyagok, por,
citotoxikus anyagok, stb.

» Pulmotoxicitas mérése: Gyulladas, odéma, nekrozis,
fibrozis, karcinoma...




Toxikologiai célszervek: bor

» Aszervezet elsodleges védelmi vonala

» Dermotoxicitas

» Toxikus anyagok, fény (UV) hatasara
dermatitis




» Kozponti idegrendszer: ag
gerincvelo

» Periférias idegrendszer: id
halozata, szenzoros és mo
kontroll

» Neuronok és gliasejtek

» A neurotoxinok gatlhatjak a
csatornakat, a neurotranszm
kotodését, felszabadulasat,
mielinhively sériilést okozha
morfologiai valtozasok, nekroz




Sejtvonalak

» Szervbol létrehozott primer sejtkulturak (maj, vese,
idegsejtek, sziv, vazizomzat, tiido, ver, csontvelo)

» Kilon-kiilon a majban lezajlo metabolikus folyamatok
nincsenek hatassal

» Megoldas: |[dMOC (Integrated Discrete Multiple Organ
Co-culture)

» Transzgenikus sejtvonalak




IdMOC (Integrated Discrete Mu
Organ Culture Plate)

» In vivo sejtkommunikacio modellezése in vitro
» az univerzalis médiumban a kulonbo6z6 faktorok
tudnak - jutni az egyik sejttipustol a masikig)
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Sejtkultura alapu, kvantitativ, nagy teljesit6képesség

Throughput ) vizsgalatok

!

HTS results map for Jurkat cell screen
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Mesterseges szovettenyészet alapu vizsgalato

Microscale liver hepatocyte cultures
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extracellular
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PDMS stencil

Remove
stencil

Micropatterned
extracellular matrix

Seed
hepatocytes

Micropatterned
hepatocytes

Seed
stromal
cells

Micropatterned
coculture

J e '
Khetani & Bhatia, Nature Biotechnology (2008)

Cell co-cultures and culture in presence of ac

BioMAP® Technology Platform

Informatics

Profile Database

2.
o
@

Human primary cells Biological responses to Specialized informatics tools
Disease-like culture drugs and stored in the are used to mine and analyze
conditions database biological data
BioMAP is highly complementary to biochemical target
and phenotypic screening Bioseek, Inc

3D Liver Tissue Bioreactor

Low Flow

HGM + EGM

HGM + EGM  Only HGM

cell-holding
scaffold

filter

Data and Images courtesy of L.
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Tissue of Origin Immortalization  Cell line Differentiation  Applications

Myocardium - Drug testing

- Cell transplant

Skeletal muscle

Nerve tissue




TABLE 1 Eref Description of Some Cumrently Available Cell Lines from Myocardial Skeletal Muscle and Neuronal Origin

Cell lines Tissue Immortalization Features
H9c2 Subclone of BDIX Spontaneous Skeletal muscle properties,
embryonic rat fusion, responsa to
heart cell line acetylcholine stimulation.
MHECS Mouse heart Spontaneous, Endothelial (hemangicendothelioma),
malignant tumorigenic. Expresses vascular cell
adhesion molecule-1

CMG Mousze bone Spontaneous Forms myotube-like structures,

marrow stroma sarcomeres, beating after two weeks,
Expression of atrial natriuretic peptide,
brain natriuretic paptide, myosin,
desmin and actinin.

RCVC Adult rat UCHT1 protoco| Muscle markers (myoglobin,

heart muscle a-sarcomeric actin, z-actinin and desmin),
mature Ca”* channels.

2012 Mouse, skeletal Spontaneous, Fugion into terminal mature,

muescle after serial passaging contractile myotubes. Expression of
ryanodine recaptors,

RCMH Adult human, UCHT1 protoco| Expression of muscle specific markers,

skeletal muscle functional muscle-specific ionic channals,
and IP3 receptors. Fusion, forming
multinucleated structures.

Wewro Mouse brain Serial passage Morphology of mature neurons,
blastoma neurohlastoma expression of tyrosine hyd roxylase.
{several) C13200

MNT2 (Ntera2) Human, testicular Serial passage When cultured in retinoic acid,

teratocarcinoma they form hNT postmitotic neurons.
Human cell transplant studies have
been conducted.

CHh, CTh Mormal {CHE) and ICHT1 protocoo| Meurcnal markers,

trisomy 16 (CTh) cholinergic phenotype.
Functional neurotransmitter receptors
{g|utamatergic,
cholinergic). Down syndrome related
anomalies in CTh cells

RCSM Adult rat ICHT1 protocool Meurcnal, dopaminergic phenotype.

substantia nigra

Functional glutamatergic receptors.
Reduces rotational behaviour in 6 OH
dopamine rats after striatal implant.
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Mesterseges biologiai szovettervezes es
eloallitas (bor, tudo)

"Corrositex”

Korroziv anyagok borre
kifejtett hatasat modellezik ﬂ
Lényege: oldattal toltott g o 4 :
Uvegedenyeket mesterseges |
biologiai barrier membran
fed. Korroziv anyagok
hatasara az Uvegedenyben
lévo vegyiilet szine vagy
allaga megvaltozik




Mesterseges biologiai szovettervezes ées

rr 7

eloallitas (bor, tudo)

Normal human

EpiAirway tissue (10X EM microgra
bronchiole (10X) P y (10X)

EpiAirway tis

| eveqgd-folyadék interfazison novesztett sejttenyészet (EpiAirway®)

airway inflammation and irritancy studies (gas phase exposure to volatile materials)
inhalation toxicity studies

inhaled drug delivery studies (measurements of trans-epithelial permeability)
mechanisms of bacterial infections of the respiratory tract

pharmaceutical prevention of bacterial infections of the respiratory tract
mechanisms of asthma, cytokine responses, or various airway disorders




Alacsonyabb rendu (,,egyszeru”) szerve

Egysejtiek:
* pl. baktériumok, eleszto
- alapvetd sejtszintl folyamatok tanulmany
« sejtek kozotti interakciok nem vizsgalhato

Tobbsejti gerinctelenek:
*pl. ecetmuslica (Drosophila), fonalférgek (C.
elegans)

* Utvonal elemzés

* csak alapszintl élettani vizsgalatok, a
folyamatok jo része nagy mertékben kulonba
a magasabb rendilektdl




Genotoxicitas vizsgalatok
alacsonyabb rendueken

Table 4.4. Genetic and related effects of urethane (ethyl carbamate)

Formation system Result® Dose
(LED or HID)

Without With

exogenous exX0genous

metabolic metabolic

system system
Bacillus subtillis, M45 rec’. differential toxicity (+)l (+)1 2000 Ashby & Kilbey (1981)
Escherichia coli polA", differential toxicity (+) +? 2500 Ashby & Kilbey (1981)
Escherichia coli WP2-WP100, differential toxicity NT - 2000 Mamber ef al. (1983)
Escherichia coli gal operon, reverse mutation (+)3 (+)3 2000 Ashby & Kilbey (1981)
Escherichia coli PQ37 SOS, reverse mutation - - 1000 Dayan er al. (1987)
Salmonella typhimurium TA100, TA1535, TA1536, TA1537, TA98, | - - 125 Simmon (1979)
reverse mutation
Salmonella typhimurium TA100, reverse mutation - + 5000 Hubner e al. (1997)
Salmonella typhimurium RS112. DEL recombination + + 20000 Galli & Schiestl (1998)
Saccharomyces cerevisiae D3, mitotic recombination - - 50000 Simmon (1971)
Schizosaccharamyces pombe P1, forward mutation - - 46 Loprieno (1981)
Aspergillus nidulans, aneuploidy + NT 225 Crebell: et al. (1986)
Aspergillus nidulans, forward mutation - NT 40000 Crebelli ef al. (1986)
Neurospora crassa, aneuploidy - NT 100 Gniffith ef al. (1986)
Drosophila melanogaster, sex-linked recessive lethal mutation + 35600 D1 Paolo (1952)
Drosophila melanogaster, somatic mutation and recombination + 890 Osaba ef al_ (1999)
Drosophila melanogaster, genetic crossing-over or recombination + 225 Nivard & Vogel (1999)




Novenyek




Algak

“te) 2018 Thomas Andrusch
IHU GnbH

ovekedes gatlason alapuld teszt: Az algatenyészet sejtkoncentracidjat napo
érni; a szamlalas torténhet mikroszkopos sejtszamlalassal, vagy elektronik
szecskeszamlaloval, esetleg optikai denzitas mérésével vagy klorofill-ta



Bekalencse (Lemna minor vagy Lemna gi

gyors novekedésd, vizi
életmodu egyszikd, a
zarvatermdk kozul a
legkisebbek koze tartozik.

A. ANDMAT, LEMNA MINOR L B. KUPANDMAT. . GIiBBA L.
C. KORSANDMAT, L. TRISULCA L.
D. STORANDMAT. SPIRODELA POLYRRHIZA SCHLEID.

Novekedes gatlasi teszt. Végpontok: a levélkeszam, de emellett
tesztelési végpont a teljes levélfelllet, a szaraz suly és a nedv



Magasabbrendi novények

» Genotoxicitas vizsgalatok

» hagyma (Allium cepa), l6bab (Vicia faba),
arpa (Hordeum vulgare), vékony zorgf(i
(Crepis capillaris), pletyka (Tradescantia),
dohany (Nicotiana tabacum)...

€



Allatok




Caenorrhabditis elegans

> ESi\z/gPlggﬂtgl fonalféreg, talajban,

» Olcso, egyszerd tartas

» etetés: E. coli-val

» Hermafrodita

» 3,5 nap alatt ivarerette valik

» Teljes elettartam: 10 nap

» Sok utodot hoz létre (kb. 300)
» Kis meretd (1 mm)

» Attetszo, anatomiaja jol ismert
» Teljes genomi szekvencia

» Génjeinek 35%-a homolog az
embereve




Caenorrhabditis elegans

» Karcinogenitas és
mutagenitas tesztek

» Fejlodéstoxikologia
» Neurotoxikologia

» Endokrin rendszer
megzavarasa




Agascsapu rakok (Daphnia magna

» Mozgaskeptelenseg vizsgalata
(immobilizacios teszt)




Ecetmuslica (Drosophila melanog

vV v v Vv

Kis méret
Olcso, egyszer( tartas
ivarérettseg: 12-14 nap alatt

Foként mutaciok vizsgalata,
neurotoxikologia, fejlodéstoxikolo



Gerinces modellallatok

Xenopus

neural tube
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Szovettani metszetek a mérgezeseknek

leginkabb kitett szervekbol

El6 szovet

W

felszin

Y

metszés l Pa—— belsd
4t
sl fagyasztas totalpreparatum ’ nativ minta W

metszés l ;
), A R | Y
: fagyasztva ‘
> FIXALAS I torés (EM) 1
- i v
negativ
| x replika
| |dekalcinalas A
| mosas
[——> viztelenités
y
mosds beagyazds
metszés
»Y -
< FESTES
{ Y. &
i mosds, \v
> differencialds, LRSS em Y

allanddsitas

mikroszk6pos
vizsgalat

Hematoxilin-eozin festés:
A sejtmagok, a baktériumok, a
nyakok kékre, a vorosveértestek
narancsvorosre, minden egyéb
rozsaszindre festédik.

PAS- (periodic acid-Schiff) festé
A makromolekularis szénhidrat

komponenseket festi meg. A glikog
fibrinoid, hamnyak, porcalapalloman
amiloid, kolloid, celluléz, bazalis me
a hipofizis bazofil sejtjei €s a gombak
ibolyasvorosre, a kollagénrostok
halvanyvorosre, és a sejtmagok kekre
szinezddnek.

Grohe — Perls-féle eljaras (1854
A ferrivasat tartalmazé elemek
sejtmagok vorosre, a citopla
rézsaszindre szinezdédnek



Halak

skull
otolith _
brei s\ 1]/ 777 % spmalcond
olfactory nerve - ‘,1_ i kldney
olfactory bulb ._,/,;-»--' ,f//j///////// 72900 neural spine

X uxxuun'n //
= - F(l\g\! vertebral column
 muscle segment

ventral acrta
heart urogenital aperture
——
esophagus urinary bladder
liver anus
pyloric cecum eggs
spleen intestine

first dorsal fin

second dorsal fin




Tizszeres nagyitasban késziilt hosszmetszeti felvétel a bérrol
l.: normalis vastagsagu hamréteg, Il.: pikkely, lll.: harantcsiko
IV.: a 10 %-os formalin karosito hatasa
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Tizszeres nagyitasban késziilt hosszmetszeti felvetel a b
l.: hamréteg a pikkelyeken, Il.: zsirszévet




Kopoltyu

e RRARN R S L O :

Tizszeres nagyitasban készult hosszmetszeti felvétel a
l.: kopoltyuivek, Il.: kopoltyulemezkék egyrétegii lapha




Kopoltyu Il

Tizszeres nagyitasban késziilt hosszmetszeti felvétel a ko
l.: legzéredok egyrétegii laphamja




Huszszoros nagyitasban késziilt hosszmetszeti felvétel a
l.: majsejtek, Il.: vérér




l.: majsejtek, Il.: vérér




MSz altal javasolt fajok

Halfaj

A tesztelési hébmér-
sékleti tartomany, °C

A halak javasolt
testhossza, cm

Szivarvanyos pisztrang (Salmo gairdneri Richardson),

aproallatevé, ragadozé 13-17 5,0+1,0
lr-’%g;js:zﬁéd (Stizostedion lucioperca L.), 18-20 5,041,0
gsi\éiﬁéé;gzgs Okle (Rhodeus sericeus amarus Bloch), 18-23 3,0+1.0
e (oarmapus suraus )
Vegyes talakozast 18-23 4,051,0
II'-laagraf‘:g(g';\z(g,ilurus glanis L.), 50-24 5,051.0
ﬁxg\lft& g(;tvegmpharyngodon idella Cuv. et Val.), 20-24 5,0+1,0
ggrl]i:;)#:\?ﬁmypophthalmichthys molitrix Cuv. et Val.), 20-24 5,021,0
Szivarvanyos guppi (Poecilia reticulata Peters), 53.25 2.0+1,0

apréallatevé

+ Zebradanio




OECD altal javasolt fajok

Eecommended species Eecommended test Eecommended total length of
temperature range test fish
C) (cm)*

B rachvdani .

(Teleostei, Cyprinidae) (Hamilton- 21-125 20+10

Buchanan) Zebra-fish

Pimephales promelas

(Teleostei, Cyprinidae) 21 -25 20+10

(Rafinesque) Fathead Mmnoow

Cyprinus capio

(Teleostei, Cyprinidae) (Lmnaens) 20-24 30+10

Common carp

Orvzias lati

(Teleostei, Cyprinodontidae) 21-25 20+10

(Temminck and Schlegel) Ricefish

Poecilia reticul ata

(Teleostei, Poeciliidae) (Peters) 21-25 20+10

Guppy

I . Li

(Teleostei, Centrarchidae) 21-25 20+10

(Rafinesque) Blnegill

Oncorhvnchus myvkiss

(Teleostei, Salmonidae) (Walbaum) 13 - 17 50+10

Famnbow trout




Oryzias latipes
(Beloniformes)

Tetraodon nigroviridis
Takifugu rubripes

(Tetraodontiformes) Development. 2004



Zebradanio (Danio rerio, Hamilton-

Buchanan 1822) 1.

«India, Burma, Malaj-félsziget,
Szumatra

«22-24°C (27 °Q)

«Nem igényesek a viz kémiai
osszetételére

«Falank mindenevok

«Csapathal

«100-150 ikraszem/ hét (200-400)
Az ikrahéj nem ragados, atlatszo
«48-72 oraval a termékenydulés utan
kikelnek a larvak

3 honap alatt ivaréretté valnak

«Intenziv rendszerekben, komplett
protokollok szerint nevelik




Genommeéret:1 700 000 000 bp
Kromoszomaszam: 50

>4500 mutans vonal

Majdnem teljes génkonyvtar
Kezdetben csak fejlodesbiologiai
kutatasok

Kimérakésziteés,
immunogenetikai vizsgalatok

Andro- és ginogenezis
Transzgenikus hal eloallitas



JAltalanos” embriokori defektusok vizsgalata







Szivarvanyos pisztrang
(Oncorhynchus mykiss)




Ponty (Cyprinus carpio)




Kételtuek

Skeleton of Rana esculenta. (Guide to Reptile Gallery BM.)
&. Scapula.

a. Astrogalus, n. Nasal.
o ost. Omosternum. 87, Squamosal.
ca. Caleaneum. peo. Proecoracoid, ssc, Suprascapula.
co. Coracoid. #I. Palatine. st. Sternum.
er. Radius-ulna. #i. Pubig-ischium. sv. Sacral vertebra.
e. Ethmoid. pm. P i . pb{:i:.l.
eco. Epicoracoid. 0. Prootic. £#f. Tibia-fibula.
¢o. Exoccipital. p¢. Pollex. v. Dorsal vertebre.
Jp toparietal. 2sp. Parasphenoid. vo. Vomer.
il Lium. 2. goid. V1. Rudiment of sixth toe.
mz., Maxillary. 9 ratojugal.

Farkatlan kétéltliek
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Karmosbékak (Xenopus laevis, X. tropicalis)

» Elnevezés: a hatso labakon a bels6 3
labujj belsb oldalan visszahajlo fekete
karmok

» Konnyen tarthaté

» Hosszu élettartam (fogsagban 3-20 év)

» néstény: 9-14 cm, him: 7-9 cm

» Szexdlas: a nGstényeknél kissé
kitiremked6 kloaka, a himeknél a mellsé
|labak belsé oldalan naszparna




» Ragadozo (férgek, rovarok,
kannibalizmus)

> Nyelv és farok nélkili

> teljes mértékben vizi életmddot folytat

» Mindkett6t hasznaljak modellallatként, de
a tropicalis kedveltebb, mert diploid és
korabban valik ivaréretté, utdbbi sdtétebb .

» Kldérra rendkivil érzékeny, klormentes
vizben kell tartani!

» Ektoterm

» F6ként fejlédéstoxikolodgiai vizsgalatok




Mexikoi axolotl (Ambystoma
mexicanum)




» Eredeti vadszinl és az albino valtozat
Az allatok hossza elérheti a 28-30 cm-t.
» 25 évig is élhetnek.

v

» Az axolotl larva allapotban képes a szaporodni.

» Nem elég a néstényt és a himet dsszeengedni. Elengedhete
azokat a korulmeényeket biztositani, amik az ivashoz sziiksé
Ez altalaban a hémérséklet valtoztatasa.

» A petéek szama 300-600 kozott van

» Foként fejlédésbiologiai vizsgalatok, endokrin rendszert megz
anyagok vizsgalata

Nagy regeneracios képesseg
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Ragcsalok

»Szamos teszt

»Szamos beviteli modszer
»Rengeteg teszt végpont
»De: szigoru szabalyozas!!!

»Emberi extrapolacio itt a legkonnyebb




Emlos modelleken végzett tesztelés
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Modellallatok eés szabalyok

« Minden modellallatokat felhasznal6 kutatas szigo
intézmenyi, tudomanyos, kormanyzati szabalyoza
esik

* 3R strategia

Replacement: allatmodellek helyettesitése alter
modellekkel

Refinement: a kisérleti korulmeények ,finomitas
allati szenvedés minimalisra csokkentése

Reduction: minimalis szamu egyed felhasznalas




Transzgenikus allatok

» Transzgénikusnak nevezzilk tagabb értelemben azokat a
elolenyeket, melyekbe valamilyen idegen eredetli gént
bejuttattak, és szlikebb eértelemben a transzgént a
kromoszomaikba stabilan integralodott formaban hordozo és
azt atorokito egyedeket.

» Ma mar toébb ezres nagysagrend(i azon allatoknak a szama,
melyekbe valamilyen gént bejuttattak, és annak a
kromoszomakba valo beépiiléset és megnyilvanulasat
(expressziojat) az illeto szervezetekben nyomon kovették




Tipusok

» Gain-of-function (funkcionyerés) (pl. novekedési hormo
stb.)

» Loss-of-function (funkciovesztés) (pl. antiszensz RNS, rib
stb.) (betegség rezisztens fajtak, genmukodésben seriilt
modellszervezetek)

» Riporter (transzgenezis sikerességenek ell., génszabalyoza
/promoter, enhanszer erosseg, funkcio/)

Felhasznalas (kutatasban): Fejlodésbiologia, génszabalyozas
tanulmanyozasa, promoter aktivitas vizsg., toxikologia,
endokrinologia, szaporodasbiologia, stb.)

ELONY: In vivo lathatéva valnak ,,molekularis folyamatok”,
elvaltozasok (pl. fejlodési rendellenességek, vérsejtek, stb.




A transzgen konstrukcio
felépitése — ]

1. A kivalasztott gén fehérjekodolo része és az expressziot
meghatarozo szekvenciak (promoter, 5’ és 3’ NTR, poliA...

2. Szelektalhato marker, hogy a transzformalt elolényeket fel

3. Inszercios szekvenciak, amik a transzgén gazda DNS-be
integralodasahoz sziikségesek



Promoterek

Typical gene organization
Protein coding region

TATA

Structure of a typical eukaryotic gene
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Promoterek

» Constitutive promoters, which induce the expression of the downst
coding region in all tissues irrespective of environmental or develop
factors.

» Synthetic promoters, which comprise consensus DNA sequences of co
elements of natural promoter regions.

» Inducible promoters, which are only expressed under the presence of
factors/compounds. Because their expression is normally restricted to
plant tissues, they can also be considered as tissue-specific. Based on the
of the factors that trigger their expression, they are divided into two group

» Chemically-regulated, where chemical compounds, usually not naturall
found within plants, switch on promoter activity. Several of the types of
promoters discussed in this paper involve chimeric components gathered
from human, animal, fungal and bacterial sources.

» Physically-regulated, where abiotic and external factors such as light, heat
mechanical injury induce promoter activity.

Tissue-specific promoters, which operate in particular tissues and at certaig
developmental stages of a plant. They may be induced by endogenous and
exogenous factors, so they may be also classified as inducible.
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Lathatd marker gének =
Riporter gének

-luciferaz
(szentjanosbogar)
-lacZ

Fluoreszcens fehérjék:
-GFP (Green Fluorescent
Protein=Z06ld Fluoreszcens
Fehérje) és valtozatai
(Aequorea victoria)

-dsRed (discosoma red,
voros fluoreszcens fehérje)
(Discosoma sp.)




Luciferaz (luc)

»A szentjanosbogarral rokon bogarfaj (Photinus
luciferaz enzim génje az els6 altalanosan hasznalt ripo

»A luciferaz gén egy biolumineszcens feheérjét kodol,
egyszerl szerkezete lehetoveé teszi, hogy a legkulo
szervezetekben hasznalhato fel rlporterkent gy
baktériumokban, emlos szovettenyészetben, illetve
sejtekben.

»Az enzim szubsztratja egy heterociklusos karboxils
luciferin. A luciferaz oxidalja a luciferint, aminek hatasara
(562 nm) szabadul fel. \

S S ook PRI noaed A0
<] gz T 510 oL
d-luciern T Oxyluciferin 2




Luciferaz expr
filmen




B-galaktozidaz (lacZ)

» A sejtekbe torténo transzformacional gyakorta hasznalat
a B-galaktozidaz enzimet kodolja.

»Az enzim aktivitasa egy hisztokémiai festési eljarassal e
kimutathato in situ.

»A transzformalt sejtekhez, szervezetekhez X-galt (5-bromo-
3-indolyl-13-D-galaktozid) adnak, melyrol a B-galaktozi
galaktozid csoportot lehasitja, s a keletkez6 molekula az
szoveteit intenziv kekre festi, mely vizualisan jol nyomon kovet

»A modszer hatranya az, hogy tobbnyire csak fixalt szovetekb
vitro kimutatasra alkalmas. Ismeretes in vivo detektalas is |
fluoreszcens szubsztrattal (fluoreszcein-di-B-D-galaktozid, MG).
FDG-t a halembriok kepesek felvenni, és UV fénnyel megwlag tv
enzimreakcioban keletkezd fluoreszcens termék nyomonkovetheto
embriok sejtjeiben.

»A lacZ gén egyetlen hatranya, hogy endogen aktivitas zav
kimutatasat, amely a pH-nak 8-ra emelésevel csokkenthetd, d
belcsatornaban elé baktériumok B-galaktozidaz aktivitasa
csokkenti, igy ott tovabbra is fennmarad a zavaro hattéeraktivi




B-galaktozidaz expresszid halembridban




Zold fluoreszcens feherje (GFP)

»Az  Aequorea  meduzabol  izolaltak a
biolumineszcenciajat okozo GFP feherjet.

»A GFP nem igenyel sem szubsztrat molekulat,
kofaktort, mindossze a megfelelo energiaju fotonoka
biztositani a mfikodéséhez.

»A GFP gén idealis riportergen, amely alkalma
genexpresszio vizsgalatara mind pro-, mind eukaric
rendszerekben.

»A GFP abszorpcios maximuma 395 nm-nél van, ami lehetove
teszi, hogy az é€lo szervezetben megtermeltetett fehérje
szervezet karositasa nélkiil kék fennyel megvilagitva in v
teszteljek. Az emittalt zold fény spektralis maximuma 5C
nm-nel van.

»YFP,RFP




GFP+ zd. embriok




A transzgén rendszerek tipusai

» Extrakromoszomalis elemek (pl. bakterialis €s emlos
szovettenyesztesben hasznalt plazmidok)

» Random modon a genomba integralodo elemek (pl. mod
transzpozonok, overexpressziok, virus-medialt génterapi

Hatranyok:
inszercios hely szerint valtozo expresszios szint

elronthat géneket (ez lehet elony is! pl. mutagenezis
transzpozonokkal)



A transzgen rendszerek tipusai

Homoldg rekombinacion alapulé modszerek:

» ceélzott génbevitel (pl. eukromatin régioba)
» genkiités (knock-out)
» génkicseréelés (knock-in)

» endogén gén expresszidojanak megvaltoztatasa

Hatrany:

» kicsi a célbatalalas valoszinlsége, ezért csak
szovettenyészetben érdemes csinalni




Option | Option Il Option 1l
In Vivo Tiered In Vivo In Vitro/In Vivo

Animal biology Animal biology Primarily human
biology

High doses High doses Broad range of doses

Low throughput Improved throughput  High and medium
throughput

Expensive Less expensive Less expensive

Time consuming Less time consuming Less time
consuming

Relative large Fewer animals Substantially fewer

number of animals animals

Apical endpoints Apical endpoints Perturbations of

toxicity pathways

Some in silico and In silico screens
in vitro screens possible

The Hamner Institutes for Health Sciences Sl |de cou rtesy Of Mel Andersen
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