Genetika
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A géntechnoldgia kifejezés alatt sza-
mos olyan eljarast értiink, amelyek az
1970-es évek masodik felétdl kezd6do-
en forradalmasitottak a bioldgiai tudo-
manyokat. E technolégidk segitségével
a sejt genetikai informacidit meg tudjuk
valtoztatni oly mddon, hogy a sejt 6r6-
kit anyagaba mashonnan — akar mas
fajpdél — szarmazd DNS szakaszt {ilte-
tiink be. Ezért nevezziik a génsebészeti
eljarasokat DNS rekombindcids techno-
légianak.

A rekombindns technologia alapjat
azok az eljarasok képezik, amellyel a
felhasznalni kivant genetikai anyagot
izolaljak, kiilonb6z6 méretli szakaszok-
ra vagjak, majd szekvenaljak. Ezt kove-
téen pedig behelyezik egy olyan kémiai
hordozé egységbe, a , plazmidvektor-
ba”, amely lehetdséget biztosit a fel-
szaporitani kivant DNS szakasznak egy
gazdaszervezetbe torténd bejuttatisara
(transzfektalas). A gazdaszervezet (alta-
laban baktérium, pl. Escherichia coli) sza-
porodasaval a bejuttatott DNS-szakasz
egylitt replikalédik, amelynek révén
nagymennyiségii specifikus DNS-szek-
venciat lehet eléallitani tovabbi felhasz-
nalas céljabol.

Ez a roviden vazolt eseménysor a
klénozas folyamata, amelynek els6 1épé-
se a donor (baktérium, gomba, novény,
allat, ember) DNS szekvencigjanak gon-
dos kivélasztasa és enzimekkel torténd
darabolasa. Altaldban tgy valasztjak
ki a hasitandé DNS-szakaszt, hogy tar-
talmazza azt a gént (vagy annak egy
részét) amelyet ,munkdra” (pl. fehérje-
szintézisre) szeretnénk fogni. A dara-
bolashoz hasznalt , molekularis ollok”
un. restrikcios endonukleaz enzimek,
amelyek specifikus helyeken hasitjak
a DNS-t, és olyan nukleinsav szekven-
cidkat eredményeznek az elhasitott
szakaszok végein, amelyeket ragados
végeknek neveziink. A ragados végek
palindréomak, vagyis a DNS olyan egy-
szalt nyitott végei, amelyek mas hason-
16 palindrom szekvenciakkal konnye-
dén alkotnak bazisparokat. Amennyi-
ben tehat a hordozé plazmidvektort
és a vizsgalni kivant DNS-szekvenciat
is ugyanazzal a restrikcids enzimmel
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emésztettiik, alétrehozott ragadds vége-
ket a ligaz enzimek, mint valamilyen
,molekuldris ragasztok” konnyedén
Osszeillesztik a komplementer bazispa-
rosodas szabdlyainak megfeleléen. Ma
mar t6bb mint 3000 restrikcids enzimet
ismertink, mindegyikiik meghatarozott
DNS-szekvencia felismerésére és met-
szésére ,,szakosodott”.

A Klénozandd DNS szakaszok alap-
vetéen két forrasbdl szarmazhatnak:
egyrészt az adott él6lény sejtmagjanak
genomikus DNS-ébdl vagy egy mester-
ségesen eldallitott komplementer DNS-
bdl, a cDNS-bél. Ez utdbbit tgy allit-
hatjuk el6, hogy az adott DNS szakasz-
rdl rendesen atirt messenger (hirvivo)
RNS-t (mRNS) templatként (mintaként)
felhasznalva a reverz transzkriptaz
segitségével cDNS szalat készitiink. A
folyamat kulcsa a reverz transzkriptdz
enzim, amely az mRNS-b6l komple-
menter DNS-szalat szintetizal. A reverz
transzkriptaz egy olyan enzim, amely
féleg RNS tumorvirusokban fordul
el6 és a genetika kozponti dogmaja-
nak nevezett (DNS=>RNS—>PROTEIN)
utvonalat megforditja: azaz RNS-bdl
DNS-thoz létre. Amennyiben az igy lét-
rejott RNS-DNS hibridet denaturaljuk
és DNS-polimerazt, primert és nukleo-
tidokat is tartalmazo kozegbe helyez-
zuk, kettds szalti cDNS-t allithatunk eld,
amely alkalmas tervezett rekombinans
DNS készitésére.

A rekombinans géntechnoldgia
elsédleges fegyverei tehat: a restrikcids
endonukleazok, a reverz transzkripta-
zok és a DNS-ligazok. Ezek a ,,szabas,
varras, visszairas és ragasztas” eszko-
zei.

Az idegen genomba torténé beépii-
lés, atprogramozas ¢és szaporodas
,hagymesterei” a virusok. Nem csoda,
hiszen ezek teljes egészében erre spe-
cializalodtak.

A virusok vektorként juttatjgdk be
sajat génjeiket a megtdmadott sejt
genomjaba, és kényszeritik a gazda sej-
tet a virus megsokszorozasara. A vek-
tornak legalabb harom fontos képes-
séggel kell rendelkeznie ahhoz, hogy
sikeres legyen 6nmaga klénozasaban:
az egyik ilyen fontos tulajdonsag a gaz-
dasejt kivélasztasa, ahova az tizenetet el
kell juttatnia; ha a célpont mar megvan,
akkor képesnek kell lennie a restrikcios
helyre val6 beintegralddasra; és végiil
el kell inditania az autondm replikdcio

soklépéses folyamatat. A lambda-fagok
ilyen vektorok. Olyan géneket hordoz-
nak, amelyek képesek akar 20 kilobazis
(vagyis meglehetésen nagy) DNS-sza-
kaszokat hordozni és beépiteni.

A fagokkal szemben a prokariotak
korkoros DNS-sel rendelkeznek. Mivel
nincsen maghartyaval koriilvett sejt-
magjuk (a maganyag kozvetlen kapcso-
latban all a citoplazmaval), ebbdl ado-
ddan koénnyedén magukba épitenek
olyan kisméret(i n. szemicirkularis,
extrakromoszomalis DNS-szakaszokat
(plazmidokat), amelyek 5 kilobazisnal
(5 kb) kisebb méretiiek. Ezek a plaz-
midvektorok természetes titon, de mes-
terséges modon is beépiilhetnek a bak-
térium DNS-ébe és a kiépiil6 pseudo-
podiumok révén tovabbadhatjak egy-
masnak az antibiotikum-rezisztenciaért
felel6s gén(eke)t. Az adott plazmidot
felvevé baktériumok gyorsan szapo-
rodnak, és genetikailag azonos sejtek-
bdl allé koldniat (klonvonalat) adnak,
amelyben minden egyes sejt ugyanazt
a rekombindns {izenetcsomagot tartal-
mazza.

A lambda bakteriofagoknal sokkal
nagyobb szakaszok beépitésére képe-
sek a mesterséges éleszt6 kromoszo-
mak (YAC-ok), amelyek 1000 kb hosz-
sztisagli DNS-szakaszokat hordoznak,
és meglehetésen konnyedén beépiil-
nek az élesztdsejtekbe. A YAC-tipust
mesterséges kromoszomadra azért van
sziikségiink, mert viszonylag egysze-
rtien kezelhetSek és az eukaridta gének
beépiiléséhez hasonldéan konnyedén
beéptilnek a genomba.

A DNS-konyvtarak olyan restrikcios
fragmentum-gytjtemények, amelyek-
ben a klénok a megfelel§ génszakasz-
(oka)t tartalmazzak. Jelenlétiik komple-
menter probaanyaggal (tesztanyaggal)
hibridizacié ttjan azonosithato és elkii-
Ionithetd.

A prébaanyagok altalaban radioak-
tiv izotoppal (*P) jelolt szintetikus egy-
szali oligonukleotidok (&ltalaban 20-30
bazis hosszusaguiak), amelyek auto-
radiografiaval konnyen kimutathatok.
A denaturalt egyszala DNS-ek (vagy
RNS-ek) keverékében ugyanis az oligo-
nukleotidok csak a veliik komplemen-
ter-szekvenciat jelolik meg, azaz csak
azzal hibridizalnak. Az aldbbiakban
didhéjban ismerkedjiink meg a legfon-
tosabb rekombinans DNS kimutatasi,
azonositasi technikakkal.
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Genetika

A blottolas

A blottolasi eljarasok képesek szepa-
ralni és detektdlni a nukleinsav szek-
venciakat illetve proteineket egy komp-
lex keverékben. Ezekben az elektroforé-
zisen alapulo technikédkban a molekula
mérete €s toltése az, ami a szeparacidt
lehet6vé teszi.

A Southern-blot: a DNS-t detektal.
Képes a milliényi fragmentumokbdl
egy specifikus szakaszt azonositani.

A Northern-blot: RNS-t detektal.
Annak meghatarozasara alkalmas,
hogy egy specifikus mRNS kifejezodik-
e egy bizonyos szovetben (tehat folya-
matban van-e az atiras).

A Western-blot: antitestek segitségé-
vel proteineket detektal. Egyben hasz-
nalhaté azoknak a transzkripcids fakto-
roknak (és expressziojuknak) detektala-
sara, amelyek kapcsolatba lépnek egyes
specifikus gének szabalyozo szekven-
ciaival.

PCR

A polimeraz lancreakci6é (PCR) egy
masféle, am igen hatékony eljaras,
amely arra alkalmas, hogy egy adott
DNS-szekvenciat nagyon kis minta-
mennyiség esetén is sokszorositsunk.
Ehhez a felszaporitand6 DNS-szakasz-
nak két ismert szekvencidju hely kozott
kell elhelyezkednie. A folyamathoz
sziikséges komponensek: két kozre-
fogo hellyel komplementer egyszalas
oligonukleotid primer; hdstabil DNS-
polimeraz (mely funkcioképes marad a
hékezelési fazisokban, Tag-polimeraz);
négyféle dezoxiribonukleozid-trifoszfat
(dNTP-k). A felszaporitandé DNS-szek-
vencia minden egyes melegitési-htitési
ciklusban megkétszerezédik, és néhany
ciklus mutlva mar DNS-molekulak éria-
si mennyisége all rendelkezéstinkre.

Az RNS-virusinfekcié mar korai sta-
diumban detektalhatd az RT-PCR mdd-
szerrel. A jo Oreg ,visszaird enzim”,
a reverz transzkriptaz segitségével a
virus RNS-genomja ,, visszairhatd”
DNS-s¢, amelynek mennyisége PCR
segitségével felerdsithetd és Southern-
blottal azonosithato.

A HIV (AIDS) virus, enterovirus
és a Norwalk virusinfekciok szintén
diagnosztizalhatok az RT-PCR mdd-
szerrel, miel6tt szignifikdns virusrepli-
Kéci6 (vagy detektalhatd antitest-terme-
lés) beindult volna. Egy sor 6roklédé
betegség mutans alléljei detektalhatdak
PCR-analizissel. Ilyen a cisztas fib-
rézis (AR rendellenesség), amelyet a
fenil-alanint kodolo és harom bazisra

kiterjed$ bézis-hianyt (mutdcio) okoz
a CFTR génben. Olyan probaanyagok
hasznalatosak, amelyek kozrefogjak
a CFTR-mutalt régiét. Kimutathato,
hogy normalis, hordozd vagy érintett
(beteg) személytdl szarmazik-e a DNS.
Southern-blot sordn a patologias 151-es
bazispar szakaszok gyorsabban mozog-
nak, mint a normalis 154-bp termékek.
A homozigdtak savjai kétszer akkorak,
mint a heterozigdtaké.

Hasonl6 moddon, PCR-analizissel
detektalhato genetikai betegségek: fami-
liaris hiperkoleszterinémia, a hemofilia,
a Lesch-Nyhan szindréma, lizoszoma-
lis és glikogéntarolasi betegségek; a reti-
noblasztdma, a sarldsejtes anémia, a
béta-talasszémia és a von Willebrand-
féle betegség.

A restrikcids fragmentum-hossziisag
polimorfizmusok (RFLP-k) az ltalanos
populdcidéban észlelhetd kicsi, 6rokol-
heté varidciok a DNS-szekvenciaban.
A human genomban a variaciok 200-
500 nukleotidonként el6fordulnak, de
nem okoznak fenotipusos hatdsokat,
mert nagyrészt nem kddolnak fehérijé-

ket. Ezek a variacidk feltérképezhetok
restrikcios enzimekkel és Southern blot
eljarassal. Az RFLP-k az 6rokl6d6 beteg-
ségek detektalasanak alapjat képezik; a
tandemismétlédések képezik az alapjat
a DNS-ujjlenyomatnak. A mutans allé-
lek is detektalhatdk, amelyek egyiitt jér-
nak bizonyos polimorfizmussal. A sar-
l6sejtes hemoglobin (HbS) hatterében
olyan mutécio all, amely megvaltoztatja
arestrikcios helyet a génen beliil; ezaltal
az RFLP-analizis képes megkiilonboz-
tetni az érintett, a hordozd és normal
személyeket. Az RFLP csaladfa (pedig-
ré) analizisre is alkalmas, hiszen képes
feltdrni a betegséghordozd mutaciot
egy csaladon beliil.
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Orvosi szaknyelv

Szaladnak a spermak?*

Nagy kolténkre hivatkozva (,vétkesek kozt cinkos,
aki néma”) azért haborgok, mert a nyelvrontok egyre
szaporodo gyakorisaggal nevezik a spermiumokat sper-
manak. Ezt a vétséget betegek, orvosok, androlégusok,
allitélagos szakért6k és gyogyszerismerteték fokozodo
gyakorisaggal kovetik el, még szakmai kongresszuso-
kon is. Ime, néhany példa.

Vétkes betegek

Mit tanulhattak biol6giabdl azok a férfiak — és tandcs-
ado orvosokkal levelez6 feleségeik —, akik nem tud-
jak, hogy a sperma (ondo) f6 részét a néhany milliliter
spermaplazma alkotja, tovabba az abban tiszkalé sok
milli6 spermium (ondodsejt)? Elkeseritd valaszt kapunk
a Google-tol. Néhany idézet. ,A sperma szdam nivelésérdl
valaki tud valamit?” ,,Nagyon kevés a sperma szdmom.” , A
férjemnek 30 millios a sperma szama.” ,, A szervezetem ellen-
anyagot termel a spermdk ellen.” ,12,6 millié az életképes
sperma.” Aligha kap tanacsot az az asszony, akinek a
férje leletében ,a sperma motilitisa 27,9”. A csucs: ,A fér-
jemnek nem volt sperma az onddjiban.”

Vétkes tandcsadd orvosok

Nem mindig a betegek a hibasak e két sz6, a sperma
és a spermium jelentésének Osszekeverésében. A tana-
csot add orvosok, pl. a N6k Lapja és az InforMed szak-
ért6i, nem magyarazzak meg a kérdezéknek a tévedés
lényegét, s6t, atveszik a hibas szét, és maguk is hibasan
hasznaljak. A butasag terjedéséért az orvosok is feleld-
sek. Az a belgydgyasz is, aki homeopatids szert javasol
a ,spermaszdm novelésére”, az az androldégus meg foko-
zottan, aki az azoospermiat , spermahidnynak” véli. Némi
vigaszt jelent, hogy egy-két beteg mar figyelmeztette a
levelezdtarsait a helytelen szohasznalatra.

Vétkes kutatok, tudos orvosok, dllatorvosok

A vilaghalo segitségével csak hatévnyi késéssel keriilt
a szemem elé az a — neves vidéki egyetemiinkon irt
- értekezés, amelyet el6zetesen sok hozzaértd szak-
embernek kellett latnia, hiszen a PhD volt a tét. Nem a
kotdjel miatt haborodtam fol a ,sperma-motilitds mérésé-
nek” olvasasakor, hanem azon, hogy magas szinvonalu
értekezésben is el lehet kdvetni ekkora hibat, méghozza
sokszor. E , kis” feliiletesség miatt hajlamos vagyok két-
ségbe vonni az elismerésre méltéan nagy tudomanyos
eredményeket.

Hires allatorvosi kutatéintézetek palyaztak olyan
pénzért, amelyet , sperma-motilitds vizsgilatira” kivantak
forditani. Masok azzal foglaltak 6ssze az eredményeiket,
hogy az , A- és E-vitamin nem javitotta a sperma motilitdsdt
id6tartama” is. Ironikus megjegyzésem: a sajat erejébol
mozgasra képtelen sperma addig mozog, amig az insze-
minator 16tyodgteti. E hibas értelemben hasznalt szavak
megjelentek az allatorvosi rendel6kben is, hiszen az
egyik a komplex androldgiai vizsgalatai kozott a ,,szdmi-
togépes sperma motilitds” vizsgalatat reklamozza.

Vétkes cégek
Egyik gyogyszercég magyar nyelvii ismertetdjében
olvashatd, hogy az angliai kiralyi korhaz a szelén hata-

sat vizsgalta a ,sperma motilitdsira.” (Enyhiti a hibat,
hogy zarodjelben hozzatették: az onddsejtek vandorlasi
képességére.)

Linezolid hatéanyagt gydgyszer preklinikai vizsga-
latanak szempontjai kozott megtalalhatjuk a ,sperma-
motilitdst” is. ,Spermaképzd tubulusokrol” is tuddsitanak.
Kimutattak, hogy ,dutaszterid szedése mellett csékkent a
spermaszdam, az 0ssz-spermaszdm, az ondotérfogat és a sper-
miumok motilitdsa”, de , nem vdltozott a sperma koncentrdcié
és a sperma morfoldgidja”. A mesalazin végbélkup mellék-
hatasai kozott van a ,csikkent sperma szim.” Teljesen
zagyva a Q10 koenzim hatdsat ismerteté mondat (,,ja-
vithatja a sperma motilitdsit, ennek normalértéke 50/ml”),
hiszen a nem létezé spermamotilitdsnak, de még mas-
nak sincs ilyen referenciaértéke. A gyogyszereken kiviil
arusitanak olyan késziiléket is, amely a ,sperma motili-
tds vizsgilatira” alkalmas, , vagy olyan otthoni tesztet,
amelynek , elvégzése megmutatja, ha alacsony az ivarsejtek
szdma a spermiumban.”

Vétkes hivatalnokok vagy A szakértdik

A sperma sz6 hibas hasznalata akkor kezd igazan
jarvanyszerlien terjedni, amikor a hivatalnoki nyelv-
ben is megjelenik. Kivald alkalmat kinadlnak az Eurdpai
Unié angol nyelvi(i allasfoglaldsainak magyar, netan
kézlonyben megjelend forditasai. , Spermat kell gyiijteni
a mellékhere farki részébdl vagy az onddvezetékbdl, amelyet
a spermamotilitds és -morfoldgia vizsgdlatdra kell haszndlni.
Ideje leszogezniink: sperma nincs a férfi testében, a sper-
manak meg olyan alakja van, amilyen edénybe tessziik.

Legf6bb vétkes az angol sperm

Valészint, hogy ezekért a magyar orvosi nyelv ellen
elkovetett blinokért az ondot, magot is jelentd angol
'sperm’ a féfelelés. Angol nyelvii szakirodalomban gya-
kori és elfogadott a sperm count, sperm motility, sperm
morphology. Hogyan definialjak ezekben a sperm jelenté-
sét az angol szdtarak?

- Sperm: Tiny organisms in a man’s semen that can swim
up a woman’s vagina and fertilize an egg. Sperm count: a
measurement of how many sperm are contained in a man’s
semenn.

- ,Total sperm count, or total sperm number, is the
total number of spermatozoa in the entire ejaculate.”

— A magyar értelmez6 szotar meghatarozasa szerint a
,sperma a him ivarmirigyek termékenyitd viladéka.”

Vilagos: az angol sperm magyarul spermiumot (is)
jelent, ellenben a magyar sperma ondoét jelent, vagyis
nem azonos a spermiummal. Akkor sem, ha néhany
hazai andrologus(!) honlapjan — a felfedezésére varé -
spermiumtenyésztés is olvashato.

Edes anyanyelviink mar igy is eléggé elangolosodott.
Ne vegyiik at ezeket a hibas, félreérthetd angol kifeje-
zéseket! Ezt mindazoknak tudniuk kellene, akik sajat
céljukra vagy masok okitasara angol szoveget fordita-
nak magyarra. Nem lehet megbecsiilni, hany orvosnak,
allatorvosnak, gyodgyszerésznek és ujsagironak kellene
most szégyenkezve elpirulnia.

Dr. Berényi Mihdly

* A Magyar Orvosi Nyelv c. folydiratban megjelent kozle-
mény alapjin
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