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HEMOGLOBIN VARIANSOK ELEKTROFORETIKUS
VISELKEDESE

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

Hemoglobinok * vorosvertestek * retikulocitak * aminosavak * a és f globinlancok *
elektroforézis * izoelektromos pont * sarlosejtes vérszegénység

A Kkisérlet

A felnétt ember vordsvértestjeiben a hemoglobin A (HbA) a dominalé hemoglobin:
létfontos fehérje, mely az oxigéntranszportot végzi. Eretlen retikulocitikban szintetizalodik,
funkciojat pedig érett eritrocitdkban latja el. Két a és két B globin lancbol all, mindegyikhez egy
hem molekula kapcsolodik. A hemoglobinopatiak 6roklédé betegségek, melyeket az o és B
globin génekben keletkezd mutaciok okozzdk. A leggyakoribb hemoglobin varidnsok kozé
tartozik a HbS (sarlosejtes vérszegénységben szenvedd betegek hemoglobinja) és a HbC
(enyhébb korképet okozd hemoglobin). Mindkét betegségben a 3 globin mRNS 6. kddonjat
érinti a mutacio: normalis B-lanc glutaminsava (Glu) helyett a HbS-ben valin (Val), a HbC-ben
pedig lizin (Lys) talalhato ezen a helyen (az aminosavak képletét a 1. dbra mutatja).
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Egyszerii valasztds

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A vélaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

1. A fehérjelancba épiilés soran mely csoportok alkotnak peptidkotést?

A:az 1. csoport

B: a 2. csoport

C: a 3. csoport

D: az 1. és 2. csoport
E: mindharom csoport

2. A fehérjelancba épiilés utan mely csoportok lehetnek pozitiv toltésiiek vizes
oldatban?

A: az 1. csoport
B: a 2. csoport
C: az 5. csoport
D: a 6. csoport
E:az 1., 5. és 6. csoport
3. A fehérjelancba épiilés utan mely csoportok lehetnek negativ toltéstiek vizes
oldatban?

A: az 1. csoport

B: a 2. csoport

C: a 3. csoport

D: a 2. és 3. csoport
E: a 4. csoport

4. A fehérjelancba épiilés utdn mely csoportok helyezkednek el a hemoglobin
molekula belsejében?

A: az 1. csoport

B: a 3. csoport

C: a4. csoport

D: a 6. csoport

E: a 3. és 4. csoport

Mennyiségi dsszehasonlitas

(E kérdéstipusban két fogalmat /A és B/ mennyiségileg kell 6sszehasonlitani.
Jelolések:  A: A nagyobb, mint B

B: B nagyobb, mint A

C: mindKkett6 egyenld, vagy megkozelitéen azonos)

5. A: a HbA izoelektromos pontja
B: a HbS izoelektromos pontja
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Négy személybdl szarmazd vorosvértest kivonatokat elektroforézissel vizsgaltak a
tesztben leirt kisérletben. Az elektroforetikus frakciondlds utan a membrant fehérjefestékkel
festették meg (2. dbra).

Tanulmanyozza az abrakat ¢és oldja meg a tesztkérdéseket! (Vegye figyelembe, hogy az
aminosav kiilonbségek nem jelentdsen befolyasoljak a molekulaméretet: a HbA, HbS és HbC
molekulatomege 1ényegében azonos).

®
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2. abra

Abra elemzés

(Allapitsa meg az alabbi allitasokrol, hogy a feladatbol nyerhetd informacio:
A: alatamasztja az allitast
B: ellentmond az allitasnak
C: se nem tamasztja ala, se nem mond ellent az allitisnak)

6. Az elektroforézis kortilményei kozott mindharom hemoglobin varians (I, II és IIT)
negativ toltésl volt.

7. Az elektroforézis-puffer pH-ja azonos volt a II1. varians izoelektromos pontjaval.
8. Az 1. fehérje izoelektromos pontja magasabb, mint a III. fehérje hasonld paramétere.
9. Az 1. és 4. egyed hordozza a HbC mutaciot.
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Egyszerii valasztds

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

10. Melyik egyednek a legrosszabb a prognézisa?

A: 1. egyed
B: 2. egyed
C: 3. egyed
D: 2. és 3. egyed
E: 4. egyed

11. Mely egyed vordsvértestjei tartalmaznak csak mutans hemoglobint?

A: 1. egyed
B: 2. egyed
C:1.és2. egyed
D: 3. egyed
E: 4. egyed

12. Melyik allitas irja le legpontosabban a 2. egyed hemoglobin-statuszat?

A: A hemoglobin struktiraja, funkcidja és mennyisége normalis
B: A hemoglobinszintézis normalis, de a degradaci6 fokozott
C: A hemoglobinszintézis csokkent, a degradacié normalis

D: Ezek a sejtek szekretaljak a hemoglobint

E: A hemoglobin vizoldékonysaga csokkent

Helyes valaszok

1 D 7. B
2 D 8. B
3 C 9 A
4 C 10. B
5 B 11. C
6 A 12. E

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az
International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2004) Problem-solving test: Electrophoretic behavior of hemoglobin
variants. Biochem.Mol.Biol.Educ. 32, 350-351.

Az Eur6pai Unié timogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).
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VALOS IDEJU POLIMERAZ LANCREAKCIO

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

polimeraz lancreakcio * DNS amplifikacio * elektroforézis * emlotumor * HER2 gén *
genomidalis DNS * in vitro DNS-szintézis * templat * primer * Taq polimerdz * 5°—3’
elongacios aktivitas * 5°— 3’ exonukleadz aktivitas * dezoxiribonukleozid-trifoszfatok */ DNS-
szerkezet * proofreading * PCR-appardtus (thermocycler) * fluoreszcencia

A Kkisérlet

A hagyomanyos polimeraz lancreakcio (PCR) soran az amplifikalt DNS-régio
vizsgalatara a 30-40 ciklusbdl 4ll6 reakcid utan van lehet6ség: a képzodott terméket altalaban
elektroforézist kovetd DNS-festéssel vizsgaljak. A valos-idejii (real-time) PCR modszer
elénye, hogy a folyamat a reakcié kozben monitorozhatd: az amplifikdcié mértéke minden
PCR-ciklus utan meghatarozhatd. Erre tobbféle modszert dolgoztak ki, az egyik
legnépszeriibb technika (a TagMan-médszer) elvét az alabbi kisérletben mutatjuk be.

denaturalt

e TagMan proba
cellularis
DNS-
lancok
3’ 5
S’M_%‘ 3’ primer
primer 3 5’
5 3
riporter kioltod
festék molekula

1. abra: A TagMan-mddszer elve (részletek a szovegben)
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Egy miitét soran emlétumort tavolitottak el. A tumorszdvetbdl és a kdrnyezd
egészséges emlészovetbdl is genomialis DNS-t izolaltak, majd a két DNS-minta azonos
mennyiségeivel PCR-reakciot végeztek. A reakcidelegyek az aldbbi alkotorészeket
tartalmaztak:

DNS-templat (a genomialis DNS-mintak);

2 primer nagyszamu kopidja (melyek a HER2-gén egy szakaszara specifikusak
¢s az 1. abran bemutatott médon kétédnek a templathoz);

TagMan-proba nagyszamu kopidja (az egyik templatlanchoz a két primer
kozott kotédd oligonukleotid, melynek 5°-végéhez egy fluoreszcens
festéket /an. riporter festéek/, 3’-végéhez pedig egy un. kiolto molekulat
kotottek, ez a proba-molekuldban olyan kozel van a riporter festékhez,
hogy kioltja annak fluoreszcencidjat);

Taq polimeraz (horezisztens DNS-polimeraz, 5’—3’ elongacios és 5°—3’
exonukledz aktivitassal);

a négy dezoxiribonukleozid-trifoszfat (AATP, dGTP, dCTP, dTTP).

A bakteridlis DNS-replikdcid6 mechanizmusanak ismeretében oldja meg az alabbi
tesztfeladatokat!

Négyféle asszocidcio

(E kérdéstipusban két fogalom azonos, illetve eltér6 jellemz6it kell megallapitani. A valaszt (A, B, C vagy D) irja
a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

A: A Taq polimerdz 5°—3’ elongacids aktivitasa
B: A Taq polimeraz 5°—3’ exonukleaz aktivitasa
C: Mindkett6

D: Egyik sem
1. Foszfodiészter-kotéseket hoz létre.
2. Foszfodiészter-kotéseket hasit.
3.___ Hidrogén-kotéseket hasit.
4. Primer-fiiggo.
5. A fent leirt reakcidelegyben mononukleotidokra bontja a primereket.
6. Afentleirt reakcidelegyben mononukleotidokra bontja a TagMan probat.
7. Proofreading funkciot 1t el.

A reakcidelegyeket a fluoreszcencia folyamatos mérésére alkalmas PCR-késziilékben
inkubaltak. A 2. abra a ciklusonként mért relativ fluoreszcencia-értékeket mutatja a tumoros
(A) és a normadlis (B) minta esetében.
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Tanulményozza az abrat és oldja meg az alabbi tesztfeladatokat!
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Ciklusok szama

2. abra: Emlotumor szévetbol (A) és a kornyezo egészséges emloszovetbol (B) izoldalt DNS
templattal végrehajtott valos-idejii PCR vizsgalat eredménye (részletek a szovegben).

Egyszerii vilasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelelot kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

8. A PCR-reakcit elérehaladasaval egy ponton mindkét reakcidelegyben n6 a
fluoreszcencia. Milyen folyamattal magyarazhat6 ez?

A: A TagMan proba molekulak nukleotidokra esnek szét

B: A TagMan proba molekuldk kisebb oligonukleotidokra esnek szét

C: A TagMan proba molekuldk egészben levalnak a templatlancrol

D: A TagMan proba molekuldk primerként szolgalnak a Taq polimeraz szamara
E: A TagMan préba molekuldk beépiilnek az Gijonnan szintetizalt DNS-lancba

Mennyiségi dsszehasonlitds

(E kérdéstipusban két fogalmat /A és B/ mennyiségileg kell 6sszehasonlitani.
Jelolések:  A: A nagyobb, mint B

B: B nagyobb, mint A

C: mindKett6 egyenld, vagy megkozelitéen azonos)

9. A: Szabad primermolekuldk az A mintdban a 4. ciklus utdn

Nemzeti Fejlasztési Ogyokséy -
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: Szabad primermolekuldk az A mintadban a 10. ciklus utan
: Szabad primermolekulédk az A mintaban a 10. ciklus utan
: Szabad primermolekulédk a B mintaban a 10. ciklus utan

10.

w > w

11. : Szabad TagMan-proba molekulak szama az A mintaban a 10. ciklus utan

: Szabad TagMan-proba molekuldk szama a B mintaban a 10. ciklus utan

o >

12. A: Szabad TagMan-proba molekulak szama az A mintaban a 18. ciklus utan
B: Szabad TagMan-proba molekulak szama a B mintadban a 18. ciklus utan

13. A: Riporter festék-mononukleotid komplexek szdma az A mintaban a 18. ciklus
utan
B: Riporter festék-mononukleotid komplexek szdma a B mintdban a 18. ciklus utan
14. : Az amplifikalodott HER2 fragmentumok szama az A mintaban a 20. ciklus utan
: Az amplifikalédott HER2 fragmentumok szdma a B mintdban a 20. ciklus utdn

w >

15. A: Az amplifikalodott HER2 fragmentumok szdma az A mintdban a 30. ciklus utdn
B: Az amplifikalodott HER2 fragmentumok szdma a B mintaban a 30. ciklus utan

Egyszerii valasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfeleldt kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1évo vizszintes vonalra!)

16. Miért nem mérhetd fluoreszcencia a mintakban az elsd PCR-ciklusokban?

A: Mert a Tag-polimeraz lebontja a TagMan-préba molekulakat

B: Mert a Tag-polimeraz lebontja a primermolekulakat

C: Mert nincs DNS-szintézis

D: Mert a kiolté molekulak valamennyi riporter-festék molekula
fluoreszcencidjat gatoljak

E: Mert a fluoreszcencia-detektald miiszer nem elég érzékeny

17. Mi lehet az oka annak, hogy a fluoreszcencia a mintdkban a 30. ciklus utdn
mar nem emelkedik?

A: Mert elfogytak a primerek

B: Mert elfogyott a TagMan-proba
C: Mert elfogyott a templat-DNS
D:AésB

E: A, BésC

18. Mi torténhetett a HER2 génnel az emlddaganatban?

A: Kopiaszama kb. 30-szorosara nott

B: Kopiaszdma kb. 5-szorosére nott

C: Képiaszama kb. 30-szorosara csokkent
D: Kopiaszama kb. 5-szorosére csokkent
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E: Expresszioja kb. 5-szorosére csokkent
Helyes valaszok

1. A 7 D 13. A
2. B 8 A 14. A
3. D 9. A 15. C
4. A 10. B 16. E
5. D 11 B 17. D
6. B 12 B 18. A

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az
International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2009) Problem-solving test: Real-time polymerase chain reaction.
Biochem.Mol.Biol.Educ. 37, 250-251.

Az Eurdpai Unio tamogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).
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CELZOTT GENKIIRTAS

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

mutacio * vector * plasmid * replikdcios origo * promoter * intronok/exonok * open reading
frame * transzfekcio * cirkularis és linearis DNS * DNS integracio * homolog rekombindcio
* DNS-replikdacio * génexpresszio * heterozigota * homozigota

A Kisérlet

A gének bioldgiai szerepének vizsgalatara mutacioval torténd inaktivacidjuk a
legalkalmasabb moddszer. Ezt a modszert régota hasznaltdk virusok, baktériumok,
¢lesztOsejtek, ecetmuslica esetében, magasabbrendli szervezetekben azonban sokaig
reménytelennek latszott. Specifikus gének célzott inaktivacioja (,.kilitése”, K. O. mutacidja)
egérben kétségkiviil a modern biologia egyik legjelentdsebb teljesitménye. Az alabbi teszt
2007 egyik Nobel-dijasa, Mario Capecchi K. O. mutacios eljarasat [1] mutatja be, a
tesztkérdések helyes megoldaséaval értelmezheti a modszer elvét.

Az eljaras soran a megcélzott gén (nevezzik X-génnek) egy részét ugynevezett K. O.
vektorba, (célzo vektorba) épitik be (1. abra). A vektor plazmid, mely nem tartalmaz emlds
replikacios origot, de két szelektdlhatdé markert hordoz. A neoR -gént, mely a sejteket
rezisztenssé teszi az erdsen toxikus fehérjeszintézis-gatld Geneticinnel szemben, az X-
génszakasz egyik fehérjekddolod exonjaba épitik be. A neoR -gént erés emlds promoterrel
latjak el.

R
neo

HSV

th

RK_‘/

X-gén régid

célzo vektor

linearizalas restrikcids enzimmel

X-gén régiod

1. abra: A cirkularis (fent) és linearizalt (lent) célzo vektor szerkezete
(fekete régiok: az X-gén exonjai; vilagossziirke régiok: az X-gén intronjai).

Nemzeti Fejlesztési Ugmokség =
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Egyszerii valasztds

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

1. Mi lehet a kdvetkezménye a neoR -gén beépitésének az X-gén exonjaba?

A: Serkenti a célzé-vektor replikaciojat emlds sejtekben
B: Serkenti az X-fehérje termelését

D:AésB

E:AésC

2. Mi a jelentdsége annak, hogy a neo® -génhez emlés promotert kapcsoltak?

A:Hogy a neo® -gén expresszalodjon a célzott génkiirtashoz hasznalandd
sejtekben

B: Hogy gatoljak az X-gén expressziojat

C: Hogy serkentsék az X-gén expresszidjat

D:AésB

E:AésC

A célzévektor masik szelekcios markere a tkHSV-gén, a herpes simplex virus timidin-
kindz génje, amely emlds sejtekben expresszalodva sejtpusztulast okoz, ha a sejteket a
Ganciklovir nevii antiviralis szerrel kezelik.
olyan koriilmények kozott, amelyek eldsegitik a DNS bejutasat a sejtbe. (Az alabb leirt
kapcsolatok az idegen DNS ¢és a sejt genomja kozott hatékonyabban 1étrejonnek linearis , mint
cirkularis DNS-sel.) Sok sejt nem vesz fel DNS-t vagy ha igen, az idegen nukleinsav gyorsan
lebomlik benniik. Néhany sejtben azonban a célzoplazmid kdlcsonhatasba keriil a genommal.
Kétféle genetikai folyamat jatszodhat le (2. dbra). Az esetek tobbségében a linearis DNS
véletlenszerlien integralodik a genom kettdslancu toréshelyeibe (2A. abra). Sokkal ritkabban,
a K.O. vektor X-génjének szakaszai megtalaljak a hasonl6 szekvenciaji régiokat a genomban,
fizikai kapcsolatba kertilnek veliik és homoldg rekombindcié megy végbe koztiikk (2B. dbra).
Ha a homolog rekombinacio a neo® -gén mindkét oldalan bekovetkezik, ez a régio atkeriil a
genomialis X-génbe, mikozben a megfelelé normalis szekvencidk a plazmid részévé valnak.
A célzott génkiirtas kulcslépése ennek a két genetikai jelenségnek integracid vagy homolodg
rekombinacié a megkiilonboztetése.

memememe Fejlesztést Ogymokséy = N

SZECHENYI TERV |

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.
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célz6 vektor

§ genomialis DNS

lanctorés

integracio

neo

HSV

célz6 vektor

rekombinacio
1T 1T T JIH T T IWT TT T % cenomilisDNS
X-gén
tkHSV
3 CITT T TIWTT TS «lzo vektor
R
neo

Z1T 1T N 11 Il T I1T T = gcnomiilis DNS

2. abra: A célzovektor véletlenszerii integralodasa (A) és homolog rekombinacio a K. O.
vektor és az X-gén kozott (B).

SZECHENYI TERV " |

A projekt az Eurdpai Unié tdmogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsdval valésul meg.
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Négyféle asszocidcio

(E kérdéstipusban két fogalom azonos, illetve eltéré jellemz6it kell megallapitani. A valaszt (A, B, C vagy D) irja
a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

10.

11.

A: Sejtek véletlenszerii integracioval (mint a 2A. abran)
B: Sejtek homolog rekombinacioval (mint a 2B. abran)
C: Mindkett6
D: Egyik sem

A sejtciklus S-fazisa soran replikdljak a neo® -gént.
Kifejezik a neoR -gént.

Gyorsan lebontjak és elvesztik a tkHSV-gént.

Csak atmenetileg, rovid ideig expresszaljak a tkHSV-gént.

Az X-gén miikodése gatlodik ezekben a sejtekben.

A: Geneticin-kezelés
B: Ganciklovir-kezelés
C: Mindketto

D: Egyik sem

Elpusztitja azokat a sejteket, amelyek a transzfekcid soran nem vettek fel idegen DNS-
t.

Elpusztitja azokat a sejteket, amelyekben az idegen DNS degradalodik a
citoplazmaban.

Elpusztitja azokat a sejteket, amelyekben a célzovektor véletlenszeriien integralodott a
genomba (mint a 2A. dbran).

Elpusztitja azokat a sejteket, amelyekben homolog rekombinécio tortént a
célzovektor és a genomidlis X-gén kozott (mint a 2B. abran).

Egyszerii vilasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

12.

(7)) SZECHENYI TERV e

Mi jellemz6 a Geneticin-Ganciklovir kettds szelekciot tilélo sejtekre?

A: Csak integralt formaban tartalmazzak a célzovektort

B: Mind véletlenszer(i integraciéval, mind homolog rekombinacioval a
genomba keriilt plazmidszekvenciakat tartalmaznak

C: Heterozigotak az inaktivalt X-génre (X*)

D: Homozigétak az inaktivalt X-génre (X7)

E:BésD

Nemzeti Fejlesztési Ugyokséy

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.
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Helyes valaszok

1. C 7. B
2. A 8. A
3. C 9. A
4. C 10 B
5. B 11. D
6. B 12. C
IRODALOM

[1] S.L.Mansour, K. R. Thomas, M. R. Capecchi (19889) Disruption of the proto-
oncogene int-2 in mouse embryo-derived stem cells: a general strategy for targeting
mutations to non-selectable genes. Nature 336, 248-352.

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az
International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2008) Problem-solving test: Targeted gene disruption.
Biochem.Mol.Biol.Educ. 36, 299-301.

Az Eurdpai Unio tamogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).

SZECHENYI TERV e |
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Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.



15

BISZULFIT KEZELES HATASA A GENOMIALIS DNS-RE

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

polimerdz lancreakcio (PCR) * primer * promoter * restrikcios endonukleazok * agaroz gél
elektroforézis * etidiumbromid festés * DNS-metilacio * Taq polimeraz * egyedi nukleotid
polimorfizmus (SNP) * CpG-szigetek * tumor szuppresszor gének * protoonkogének *
epigenetikai szabalyozas

A Kkisérlet

A tesztben leirt modszert egy fontos, szabalyozo jellegli DNS-moddosulas kimutatasara
dolgoztak ki. Ebben a kisérletben normalis szovetbol (2. és 3. minta az 1. abran) és tumorbol
(4. és 5. minta) szarmaz6 genomidlis DNS-mintak oldatat két egyenld részre osztottak: a 3. és
5. mintat (1d. 1. abra) biszulfittal kezelték (ez a metilalatlan citozint uracilla alakitja at, mig a
metilalt citozinok valtozatlanok maradnak), a 2. és 4. minta kezeletlen kontrollként szolgalt. A
mintakkal polimeraz lancreakciot hajtottak végre, olyan primer-parral, mely egy gén
emésztették, a mintakat agardz gélelektroforézissel frakcionaltdk, majd etidium bromiddal
festették (1. abra).

(Az  EcoRI felismer6helye:

5 ’-Gt&ATTC -3’
3’-CTTAAG-S’

*

A nyilak a hasitési helyeket mutatjak.)

Normdlis | Tumor

zovet sz ovet A DNS eredete

Biszulfit kezelés

1. abra: A DNS-mintak agaroz gélelektroforézise (részletek a szovegben; M, méretmarker, bp,
bazispar).

@ SZECHENYI TERV P e

A projekt az Eurdpai Unié tdmogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.
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Tanulmanyozza az abrat és oldja meg a kovetkezd tesztfeladatokat!
Négyféle asszocidcio

(E kérdéstipusban két fogalom azonos, illetve eltéré jellemzdit kell megallapitani. A valaszt (A, B, C vagy D) irja
a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

A: acsik
B: bcsik
C: mindketto
D: egyik sem
5'-GAATTC-3’
1. Olyan fragmentumok alkotjak, melyek egy ép szekvenciat
tartalmaznak. : :
2. Olyan fragmentumok alkotjak, melyek t6bb 5:_GAATI-C_3: ép
szekvenciat tartalmaznak. 3'-CTTAAG-5
3. Olyan fragmentumok alkotjak, melyek egy 5'-GAATTT-3' ép
szekvenciat tartalmaznak. 3’-CTTAAA-5’
4. Olyan fragmentumok alkotjak, melyek egy SI_AAATTT_3, ép
szekvenciat tartalmaznak. 3'-TTTAAA-S
5. Olyan fragmentumok alkotjak, melyek mindkét vége tompa vég.
6. Olyan fragmentumok alkotjak, melyek egyik vége tompa, a masik pedig ragadods.
7. Olyan DNS fragmentumok alkotjak, melyek mindkét vége ragados vég.

Kisérletelemzés

(Allapitsa meg az alabbi allitasokrol, hogy a feladatbol nyerhetd informécio:

A: alatamasztja az allitast
B: ellentmond az allitasnak
C: se nem tamasztja ala, se nem mond ellent az allitasnak)
8. Az eredeti normalis DNS molekuldban az ECoRI felismerdhely mindkét lanca
metilalt volt.
9. Az eredeti tumor-DNS molekulédban az ECORI felismeréhely mindkét lanca
metilalt volt.
10. Az uracil-tartalmu DNS-lancok templatul szolgalnak a Taq polimeraz szamara.
11. A Taq polimeraznak DNS metiltranszferaz aktivitasa is van.
12. A templat-DNS-ek biszulfit kezelése gatolta a polimeraz lancreakciot.
13. A kisérletben vizsgalt ECORI felismeréhelyhez mindkét oldalon C=G bazispar
csatlakozik.
L/}) SZECHENYI TERV et

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.
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Egyszerii vilasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A vélaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

14, Mi lehet a leirt médszer orvosbiolodgiai jelentdsége?

A: Egyedi nukleotid-polimorfizmusok (SNP-k) kimutatasa a genomialis DNS-
ben

A promoter-régiok CpG-szigetein bekdvetkezé kémiai mddosulas vizsgalata
A nukleoszomalis hisztonok modosuldsainak kimutatasa

BésC

A,BésC

moow

Helyes valaszok

1 D 8. B
2 D 9. A
3 A 10. A
4 D 11. C
5 A 12. B
6 B 13. A
7 D 14. B

Ez a teszt fiktiv kisérletet ir le, amely a Zymo Research Catalog (2006/2007) 42.
oldaldn levd &brajan alapul.

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az
International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2008) Problem-solving test: The effect of in vitro bisulfite treatment on
genomic DNA. Biochem.Mol.Biol.Educ. 36, 66-67, 2008.

Az Eur6pai Unio timogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).

(1) szécHENYITERV

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.
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A SEJTCIKLUS VIZSGALATA ARAMLASI CITOMETRIAVAL

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

sejtciklus * aramlasi citometria * sejttenyésztés * fluoreszcens DNS-festék * diploid és
tetraploid sejtek * mitozis * a sejtciklus fazisai * novekedeési faktorok * mikrotubulusok *
apoptozis * DNS-szintézis * proteaszoma * [PH]timidin * impulzus-jeldlés * hisztonok *

fehérje-foszforilacio * M-fazis promocios faktor (MPF) * ciklinek * ciklin-dependens kindzok
* szinkronizalt sejttenyészet

A Kkisérlet

Human daganatsejt kultardkat olyan szerrel kezeltek, mely a sejtciklus meghatarozott
szakaszaban hat. A kezelést kdvetden a szert kimostak a tenyészetekbdl (ez felel meg a 0
oranak) és a sejteket a szaporodasukhoz optimalis koriilmények kozott tartottak. Az abran
megjeldlt iddpontokban azonos szamu sejtbdl alld tenyészeteket fluoreszcens DNS-festékkel
festettek, majd aramlési citometrids vizsgalatot végeztek. Az abra mutatja az aramlési
citometrids gorbéket.

Ismételje at a sejtciklusra vonatkozd ismereteit, tanulmanyozza az abrat és oldja meg
az alabbi tesztfeladatokat!

2 6ra

4 ora

8 ora

P

sejtszam

?

12 6ra

16 ora

24 6ra

cr

2n ar
DNS tartalom

1. abra: Emberi daganatsejt tenyészetek aramlasi citometrias vizsgalata (a kisérleti részletek
a szovegben)

Nemzeti Fejlesztési Ugmokség =

(1) szECHENYI TERV et | T
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Egyszerii valasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

1. Az alabbi kezelések koziil melyik idézheti el a 0 6ranak megfeleld helyzetet?

Novekedési faktor kezelés

A mikrotubulus-miikodést gatld kezelés
Kezelés apoptozist indukalo szerrel
Kezelés DNS-szintézist gatlo szerrel
Kezelés proteaszoma-gatloval

moowp

2. Melyik kultira jel5l6dne a legerdsebben rovid [*H]timidin kezelés utdn?

A 0-6ras tenyészet
A 2-6ras tenyészet
A 8-0ras tenyészet
A 12-6ras tenyészet
A 24-6ras tenyészet

moowp

3. Melyik tenyészet sejtjei tartalmaznak a legnagyobb mennyiségli hisztont?

A 0-6ras tenyészet

A 2-0rés tenyészet

A 8-0ras tenyészet

A 12-6ras tenyészet

Nincs kiilonbség a sejtek kozott

moowp

4. Melyik tenyé€szet sejtjei tartalmaznak a legnagyobb mértékben foszforilalt H1
hisztont?

A 0-6ras tenyészet

A 2-6ras tenyészet

A 8-0ras tenyészet

A 12-6rés tenyészet

Nincs kiilonbség a sejtek kozott

moowp

5. Melyik tenyészet sejtjeiben legmagasabb az MPF aktivitas?

A 0-6ras tenyészet
A 2-0rés tenyészet
A 8-0ras tenyészet
A 12-6ras tenyészet
A 24-6ras tenyészet

moowp

(1) szécHENYITERV e

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.
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Melyik tenyészet sejtjei tartalmaznak a legkisebb mennyiségii ciklin B-t?

A 0-6ras tenyészet
A 2-6ras tenyészet
A 8-0ras tenyészet
A 12-6ras tenyészet
A 24-6ras tenyészet

moow>

Milyen idépontban osztddtak a sejtek?

0 oranal

4 ¢s 8 ora kozott

8 és 12 ora kozott

24 6ranal

Nem volt sejtosztodas a kisérlet idotartama alatt

moow>

Melyik kultura a legkevésbé szinkronizalt?

A 0-0ras tenyészet
A 2-6ras tenyészet
A 8-0ras tenyészet
A 12-6ras tenyészet
A 24-6ras tenyészet

moow>»

Melyik tenyészet sejtjei tartalmaznak Cdk1 enzimet (az MPF katalitikus alegysége)
a legnagyobb mennyiségben?

A 0-6ras tenyészet

A 8-0ras tenyészet

A 12-6ras tenyészet

A 24-6ras tenyészet

Nagyjabol azonos mennyiségii Cdk1-et tartalmaznak

moowp

Melyik tenyészet sejtjeiben a legmagasabb a Cdk1 enzimaktivitas?

A 0-06ras tenyészet

A 8-0ras tenyészet

A 12-6ras tenyészet

A 24-6ras tenyészet

Nagyjabol azonos mennyiségii Cdk1 aktivitas jellemzi 6ket

moow>»

(7)) szécHenYI TERV R

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.
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Helyes valaszok

O wWNE
O0O0OWOo
(SRR ENE))
wmmO o

Ez a teszt David O. Morgan: The Cell Cycle. Principles of Control. (Oxford University
Press, New Science Ltd., London, UK, 2007) cimii konyvének 2-18. abraja alapjan késziilt.

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az
International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2007) Problem-solving test: Analysis of the cell cycle by flow
cytometry. Biochem.Mol.Biol.Educ. 35, 153-154.

Az Eur6pai Unié timogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).

(1) szEcHENYI TERV

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.
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al-ANTITRIPSZIN HIANY: EGY PELDA A FEHERJE-
KONFORMACIO BETEGSEGEIRE

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

fehérje-konformacio * fehérje-felcsavarodas * protedzok * fehérjeszintézis * fehérje-
glikozilacio * glikoproteinek * N-kotésii/O-kotésii oligoszacharidok * endoplazmatikus
retikulum * Golgi-apparatus * szekrécios ut * mikroszomdk * impulzus jelolés/izotop higitas *
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis * immunoprecipitdacio * chaperone fehérjek * fehérje-
transzlokacio

A Kkisérlet

Az aa-antitripszin (01-AT) majsejtek altal szintetizalt és szekretalt, az emberi
vérplazmaban nagy mennyiségben jelen levo proteaz gatlé. Glikoprotein, mely 3 N-kotési
oligoszaccharid lancot tartalmaz. Egyetlen aminosav cseréje (Glu 342—Lys) az autoszomalis
recessziv 06roklédési ar-antitripszin-deficienciat okozza, melyben a vérplazma o1-AT szintje
90%-kal csokken. Ennek f6 kovetkezménye a tiidokben az elasztaz enzim aktivitasanak
novekedése, mely a tiiddszovetet roncsold familiaris emphysemat (tiidétagulast) okoz.

Az alabbi teszt az ai-AT-deficiencia molekuldris mechanizmusanak tisztazasat
szolgdlo kisérletsorozatot ir le. Tanulmédnyozza a kisérletek leirdsat, az abrdkon bemutatott
eredményeket és oldja meg a tesztfeladatokat! Mindenekeldtt a kovetkezd tesztkérdést
valaszolja meg!

Relacioanalizis

(E kerdestlpusban allitasok és indoklasok szerepelnek. Ezek megitélésében &t lehetdség adodik:

. az allitas és az indoklas is igaz és az indoklas helyesen vilagitja meg az allitast
mindKketto igaz, de az indoklas nem vilagitja meg helyesen az allitast

. az allitas igaz, de az indoklas nem

. az allitds nem igaz, de az indoklas 6nmagaban helyes

az allitas is és az indoklas is helytelen)

moow>»

1. A muticio befolydsolhatja az ai1-AT fehérje konformaciojat, MERT ez az
aminosav-csere megvaltoztatja a fehérje felszinén a toltésviszonyokat.

Az 1. abra egy kisérlet eredményét mutatja, melyben normalis (vad-tipust) vagy
mutans a1-AT-t expresszald sejteket pulse/chase/immunprecipitacids kisérletben hasonlitottak
dssze [3°S] metionin jeldlést alkalmazva (részletek az abraszdvegben).

Nemzeti Fejlasztési Ogyokséy -
AL

SZECHENYI TERV et | =

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.
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Sejtkivonat Médium
Chase (perc) 0 20 40 60 100 0 20 40 60 100
©
55 kd —| e — —— ==l Vad-tipust al-AT
52 kd -—VI- i — —
©
55 kd ——3p-|m— - - - - Mutans al-AT
52 kd N — —
—> o

1 2 3 4 5 6 7 8 910

1. abra: Human sejttenyészetek altal termelt vad-tipusu és mutdns oi-antitripszin sorsanak
vizsgdlata. A normalis (felsé abrarész) és mutdns (als6 abrarész) fehérjét expresszalod
sejttenyészeteket 10 percig [3°S] metioninnal jeldltek, majd az dbran jeldlt ideig izotophigitast
(chase) végeztek. Sejtkivonatokat (1-5. minta), illetve ugyanakkora sejtszamnak megfeleld
tapoldat mintdkat (6-10. minta) o1-AT elleni antitesttel immunoprecipitaltak. Az
immunoprecipitaitumokat SDS-poliakrilamid gél elektroforézissel (SDS-PAGE) frakcionaltak,
majd autoradiografiat végeztek. (Az elektrodok helyzetét a — és + jel mutatja.)

Egyszerii valasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

2. Az a1-AT mely tulajdonsaga vizsgalhat6 ezzel a kisérlettel?
A: Pontos mennyisége a sejtben
B: Szintézisének és lebomlasanak mértéke
C: Szekrécidjanak mértéke
D: BésC
E: A,BésC

A 2. abra kisérletében az o1-AT-hez kapcsoldodd oligoszaccharid tulajdonsagait
vizsgaltdk. Endoglukozidaz H (endo H) kezelést alkalmaztak: ez az enzim lehasitja az
endoplazmatikus retikulumban késziilt N-kotésti oligoszaccharidokat (1d. a 4A. abrat), de nem
hasitja az O-kotésti vagy a Golgi-apparatusban atalakitott N-kotésti oligoszaccharidokat
(részletek a 2. dbra szovegében).

(7)) szécHenYI TERV R

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
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Vad-tipustt al-AT  Mutéans oul-AT

Sejt- Mé&ium  Sejt-  Médium
kivonat kivonat

Endo H - - - -

55kd —pjmm I | — —

52kd —pjmm -
| —
@
1 2 3 4 5 6 7 8

2. abra: Az endoglukozidaz H hatdsa a vad-tipusu és mutans ai-antitripszinre. A normalis (1-
4. minta) vagy mutans (5-8. minta) a:-AT fehérjét expresszalo sejttenyészeteken az 1. abran
leirt modon pulse/chase-jelolést alkalmaztak. Sejtkivonatokat és tapoldatmintakat endo H
nélkiil (—) vagy jelenlétében (+) inkubaltak, majd anti-a1-AT antitesttel immunoprecipitaciot,
SDS-PAGE-t és autoradiografiat végeztek.

Négyfeéle asszocidcio

(E kérdéstipusban két fogalom azonos, illetve eltéré jellemz6it kell megallapitani. A valaszt (A, B, C vagy D) irja
a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

A: Az 52 kilodalton csik
B: Az 55 kilodalton csik
C: Mindkettd
D: Egyik sem
3. Az a1-AT szabad oligoszaccharid lancainak felel meg.
4, Glikozilalt oz-AT-t tartalmaz.
5. Az ennek a csiknak megfeleld molekuldk a transzlacio befejezését kovetden 10 percen

beliil elérik a Golgi-apparatust.

6. Az ennek a csiknak megfeleld molekulak szekretalddnak.

A 3. abra egy, a vad-tipusil és mutans o1-AT-t Osszehasonlitdé funkcionalis teszt
eredményeit mutatja.

Nemzeti Fejlesztési Ugmokség =
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Vad-tipust al-AT Muténs ol -AT

Elasztaz 0 10 100500 0 10 100 500
(ng) ©

— — e v

X =i I .

®

1 2 3 4 5 6 78

3. dbra: A normadlis és mutdans ai-antitripszin funkciondlis aktivitasa. Radioaktivan jeldlt vad-
tipusu (1-4. minta) és mutans (5-8. minta) a1-AT-t ndvekvO mennyiségli nem-radioaktiv
elasztaz enzimmel inkubaltak, majd az elegyekkel SDS-PAGE-t ¢és autoradiografiat végeztek.

Egyszerii valasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfeleldt kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1évo vizszintes vonalra!)

7. Mi a legvaldszinlibb magyarazat az a1-AT fehérje elektroforetikus mobilitdsdnak
valtozasara (X csik—Y csik) ebben a kisérletben?

A: Az elasztaz elhasitotta az o1-AT-t

B: Azelasztdz az a1-AT teljes lebomlésat okozta

C: Az elasztaz stabil komplexet alkotott az a1-AT-vel

D: Az elasztaz eltavolitotta az oligoszaccharidot az a1-AT-rdl

E: Az a1-AT az elasztaz molekulak aggregéciojat okozta
3:.\|-_U,.-_,- ) SZECHENYI TERV i |
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A feladat masodik része olyan kisérletekkel foglalkozik, melyben egy ndvényi
alkaloida, a castanospermine (CST) hatasat vizsgaltak az ai-AT fehérje metabolizmusara. A
CST a glukozidaz I enzimet gatolja, mely az N-kotésli oligoszaccharidok disztalis glukoz
molekuldjat tavolitja el (4A. abra). A 4B. abra a CST hatdsat mutatja az o1-AT muténs
formajara.

A B
«— glukozidaz I
CST - +
©
a— mm
b —>mm
D
endoglukozidaz H 12
poli-
peptid
lanc

4. dbra: Castanospermine hatasa az oi-antitripszin-re. (A) Az N-kotésti oligoszaccharid
szerkezete ¢s a glukozidaz I és endoglukozidaz H hasitasi helyei: (N = N-acetilgluk6zamin;
M = mannéz; G = glukéz). (B) A CST hatisa. A mutans o1-AT-t expresszalo sejteket [*°S]
metioninnal jel6lték olyan koriilmények kozott, mely az 55 kilodalton fehérje jelolddésének
kedvez (1d. Az 1. és 2. 4brat), CST nélkiil (1. minta) vagy CST jelenlétében (2. minta). Az a1-
AT-t immunoprecipitaltak, majd SDS-PAGE-t és autoradiografiat végeztek.

Egyszerii vilasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

8. Milehet a kovetkezménye a sejtek CST kezelésének az a1-AT-re?
A: Az a1-AT izoelektromos pontja megvaltozik
B: A fehérje hidrofilebbé valik
C: Az a1-AT molekulatomege valtozik meg
D: AésC
E: BésC

A CST hatasat az a1-AT metabolizmusara az 5. abra kisérletében vizsgaltak.

(1) szécHENYITERV
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5. dbra: A castanospermine hatasa a vad-tipusu (A) és mutdins (B) ozi-antitripszin
metabolizmusara. Sejteken pulse/chase jeldlést végeztek [*°S] metioninnal CST jelenlétében
vagy anélkiil. Az a1-AT-t a sejtkivonatokban (B, 1-5. minta) vagy a tapoldatokban (A; B, 6-
10. minta) vizsgaltdk az 1. 4branal leirt modon. (Az A ¢és B abra két kiilon kisérletbdl
szarmazik, melyeket eltéré koriilmények kozott végeztek. Az a és b csik a 4B. abra csikjainak
felel meg.)

A 6. abra in vitro mikroszomalis transzlokacios kisérlet eredményét mutatja, melyet az
endoplazmatikus retikulum chaperone kalnexin szerepének a tisztazasara végeztek (részletek

az abraszovegben).

Nemzeti Fejlesztési Ugmokség =
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Immunoprecipitacio nélkiil Anti-kalnexin immunoprecipitaci o
Kontroll CST Kontroll CST
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6. abra: Castanospermine hatisa a mutdns oi-antitripszin sorsdra egy sejtmentes
mikroszomalis transzlokacios rendszerben. Sejtmentes fehérjeszintetizald rendszerekben
pulse/chase jeldlést végeztek. A rendszerek mutans oi-AT MRNS-t, [*°S] metionint,
mikroszomakat €s a transzlacidhoz sziikséges minden anyagot tartalmaztak, CST nélkiil vagy
annak jelenlétében. Inkubdlds utdn a mikroszomakat lecentrifugaltak és kozvetleniil (1-10.
minta) vagy anti-kalnexin antitesttel végzett immunoprecipitaciéo utan (11-20. minta) SDS-
PAGE-t végeztek. Az abra a gél autoradiografias képét mutatja.

Egyszerii vilasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

9. A kalnexin milyen tulajdonsagat vizsgaltik a kisérletben?

A: Hatasat az a1-AT fehérje szintézisére

B: Hatéasat az a1-AT fehérje glikozilacidjara

C: Hatasat az a1-AT fehérje transzlokéciojara az endoplazmatikus
retikulum membranon keresztiil

D: Kotodését az a1-AT fehérjéhez

E: Mind a négyet

Osszesitse a kisérletekb8l levonhatd eredményeket az alabbi tesztfeladatok
megoldasaval!

(1) szEcHENYI TERV T |
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Négyféle asszocidcio

(E kérdéstipusban két fogalom azonos, illetve eltéré jellemz6it kell megallapitani. A valaszt (A, B, C vagy D) irja
a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

A: Vad-tipusu a1-AT fehérje

B: Mutans a1-AT fehérje

C: Mindkettd

D: Egyik sem
10. Génje atirddik a kisérletben vizsgalt sejtekben.
11. MRNS-e transzlalodik a kisérletben vizsgalt sejtekben.
12. Képes az endoplazmatikus retikulumba transzlokaldodni.
13. Glikozilacioja az endoplazmatikus retikulumban kezddédik.
14. Nagyrészt ,leragad” az endoplazmatikus retikulumban.
15. A glukozidaz I szubsztratuma.
16. Hozza tud kapcsolodni a célfehérjéhez.
Kisérletanalizis

(Allapitsa meg az alébbi allitasokrol, hogy a feladatbol nyerhetd informécio:
A alatamasztja az allitast
B: ellentmond az allitasnak
C: se nem tamasztja ald, se nem mond ellent az allitasnak)

17. A castanospermine gatolja a mutans a1-AT fehérje transzlokacidjat az
endoplazmatikus retikulum membranjan keresztiil.

18. Az N-kotést oligoszaccharid disztalis glukdz molekuldja sziikséges az a-AT
fehérje szekretalasahoz.

19. A sejtmentes mikroszomalis rendszerben glikozilalodott az a1-AT fehérje.

20. A glukozidaz I jelen van a mikroszomakban.

21. A kalnexin szelektiven kotddik a hasitatlan oligoszaccharid prekurzort tartalmazo
mutans a1-AT fehérjéhez.

22. A CST serkenti a mutans a1-AT fehérje felszabadulasat a kalnexin-kotésbol.

23. A CST serkenti a mutans a1-AT fehérje szekréciojat.

L/}) SZECHENYI TERV et
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Egyszerii valasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

24, A kisérletek alapjan mit varna a1-AT-deficiencidban szenvedd betegek CST
kezelésétol?

Vérplazmajukban néne az a1-AT szint
Tiuddtiineteik javulnanak

A mutéans a1-AT eltiinne a vériikbol
Aés B

BeésC

moowm»

Helyes valaszok

1 A 7. C 13. C 19. A
2 D 8. E 14. B 20 A
3 D 9. D 15. C 2. B
4 C 10. C 16. C 22. A
5 D 11. C 17. B 23. A
6 A 12. C 18. B 24. D

Irodalom

[1] V.W. Sasak, J.M. Ordovas, A.D. Elbein, R.W. Berninger (1985) Castanospermine
inhibits glucosidase | and glycoprotein secretion in human hepatoma cells. Biochem. J.

232, 759-766.

[2] J.AJ. Burrows, L.K. Willis, D.H. Perlmutter (2000) Chemical chaperones mediate
increased secretion of mutant al-antitrypsin (al-AT) Z: A potential pharmacological
strategy for prevention of liver injury and emphysema in al-AT deficiency. Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 97, 1796-1801.

[3] N.Y. Marcus, D.H. Perlmutter (2000) Glucosidase and mannosidase inhibitors mediate

increased secretion of mutant al-antitrypsin Z. J. Biol. Chem. 275, 1987-1992.

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az

International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2007) Problem-solving test: a1-Antitrypsin deficiency: An example for

a protein folding disease. Biochem.Mol.Biol.Educ. 35, 300-304.
Az Eur6pai Unio timogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).
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VEKTORIALIS TRANSZPORT VEKONYBEL HAMSEJTEKBEN

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

polarizalt sejtek * vektorialis transzport * apikalis és bazolaterdlis membran * tight junction *
okkludin * transzmembran feherjék * passziv és aktiv transzport * glukoz transzporter *
Na*/glukoz szimporter *Na*IK™ ATPdz * uniporter * antiporter * facilitalt diffiizio

A Kisérlet

A vékonybél 6 funkcidja kis molekuldk (pl. cukrok, aminosavak, nukleozidok)
felszivasa a vékonybél lumenébdl és tovabbitasuk a kapillarisokba. Ennek az egyiranyu,
vektorialis transzportnak az alapjat a sejthartya polarizalt természete alkotja: a sejtmembran
apikalis és bazolateralis régidja kiilonbozd transzport fehérjéket tartalmaz. Az els6
tesztkérdések a fentiekkel kapcsolatosak, majd a feladat masodik felében, egy elképzelt
kisérletre vonatkoz6 kérdéseket kell megoldania.

Tobbszoros valasztas

(E kérdéstipusban egy befejezetlen allitdshoz vagy kérdéshez egy vagy tobb megfeleld valasz tartozik.
Jelolések: A: 1., 2., 3. megfelelo

B: 1. és 3. megfelelé

C: 2. és 4. megfelelo

D: csak a 4. megfelel6

E: mind a négy megfeleld)

1. A vékonybél hamsejtjeit tight junction-ok tartjak ssze. Mi jellemz6 ezekre a
képletekre?

1. Megakadalyozzdk az apikdlis és bazolaterdlis membran-régiok
alkotorészeinek keveredését

Fo alkotorészeik az okkludin fehérjék

Elvalasztjak a bél lumenét a sejtek kozotti tértdl

4. Ezek a f6 kommunikal6 kapcsolatok a sejtek kdzott

wmn

A sz6lécukor vektoridlis transzportjaban szerepet jatszo legfontosabb
membranfehérjék: a glukdz transzporter, a Na*/glukoz szimporter és a Na'/K* ATPaz. Mit tud
ezekrdl?

SZECHENYI TERV
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Otféle asszocidcio

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t fogalom specialis jellemzdit kell megallapitani.
A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

A: Glukoéz transzporter

B: Na'/glukoz szimporter
C: Na'/K" ATPaz

D: AésC

E:

Mind a harom fehérje

Transzmembran fehérje.

Facilitalt diffuziot folytat.

Egyetlen funkcidja az aktiv transzport.

Passziv €s aktiv transzportot is folytat.

Antiporter.

Az apikélis membranrégioban talalhato.

A bazolateralis membranrégioban talalhato.

© o N o g B~ WD

Uniporter.

Egy bakteridlis toxinnal kapcsolatos az alabbi kisérlet. A toxin roncsolja a
vékonybélsejtek kdzotti tight junction kapcsolatokat. Kezeletlen, kontroll patkanyokat és a
baktériumokkal fertdzott allatokat hasznaltak. Milyen kiilonbségek varhatok a két allatcsoport
kozott?

Relacioanalizis

(E kerdestlpusban allitasok és indoklasok szerepelnek. Ezek megitélésében ot lehetdség adodik:

. az allitas és az indoklas is igaz és az indoklas helyesen vilagitja meg az allitast
mindkett6 igaz, de az indoklas nem vilagitja meg helyesen az allitast

. az allitas igaz, de az indoklas nem

. az allitds nem igaz, de az indoklds 6nmagaban helyes

az allitas is és az indoklas is helytelen)

moow>»

10. A toxin csokkenti a glukoz koncentraciojat a vékonybél hamsejtekben, MERT a
fert6zott allatok vékonybél lumenében a normalisnal kisebb a Na* koncentracio.

11. A fert6zott allatok vércukorszintje a normalisnal magasabb, MERT a Na*K* pumpa
aktivabb a sejtjeinkben.

Nemzeti Fejlesztési Ugyokséy

) SZECHENYI TERV S

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.




33

Mennyiségi ésszehasonlitds

(E kérdéstipusban két fogalmat /A ¢és B/ mennyiségileg kell 6sszehasonlitani.
Jelolések:  A: A nagyobb, mint B

B: B nagyobb, mint A

C: mindkett6 egyenld, vagy megkozelitéen azonos)

12. A. A Na*/glukoz szimporterek slirlisége a fert6zott allatok vékonybélhamjanak
apikalis membranjaban
B. A Na*/glukoz szimporterek stirlisége a fert6zott allatok vékonybélhamjanak
bazolateralis membranjaban

13. A. A glukézfelvétel mértéke a kontroll allatok vékonybélhamjanak apikalis
membranjan keresztiil

B. A glukozfelvétel mértéke a fert6zott allatok vékonybélhdmjanak apikalis
membranjan keresztiil

14. A. A glukézleadéds mértéke a kontroll allatok vékonybélhamjanak bazolateralis
membranjan keresztiil

B. A glukozleadéas mértéke a fertdzott allatok vékonybélhdmjanak bazolateralis
membranjan keresztiil

15. A. A glukézleadéds mértéke a kontroll allatok vékonybélhamjanak apikalis
membranjan keresztiil

B. A glukézleadéds mértéke a fertdzott allatok vékonybélhdmjanak apikalis
membranjan keresztiil

16. A. Az aktiv Na*/K" transzport mértéke a kontroll allatok vékonybélhamsejtjének
apikalis membranjan keresztiil

B. Az aktiv Na'/K" transzport mértéke a fertézott allatok vékonybélhdmsejtjének
apikalis membranjan keresztiil

Helyes valaszok

1. A 7. B 13. A
2. E 8. D 14. A
3. A 9. A 15. B
4. C 10. C 16. B
S. B 11. E
6. C 12. C

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az
International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2006) Problem-solving test: Vectorial transport in intestinal epithelial
cells. Biochem. Mol. Biol. Educ. 34, 449-451.

Az Eur6pai Unio timogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).
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AZ ERITROPOETIN-RECEPTOR EXPRESSZIOS KLONOZASA

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

citokinek * citokin receptorok * cDNS-tdr * cDNS-szintézis * poli(A)" RNS * primer * templat *
reverz transzkriptaz * restrikcios endonukledzok * koheziv végek * expresszios vektor * promoter
* Shine-Dalgarno szekvencia * poli(A) szignal ¥ DNS-helikdz * DNS-ligaz * topoizomerdzok *
[11]-jelolés * transzfekcié * SDS-PAGE * f-merkaptoetanol * autoradiogrdfia

A Kkisérlet

Az eritropoietin (EPO) citokin, melyet bizonyos vesesejtek termelnek és a

------

receptor (EPO-R) cDNS-ének klonozasat és emberi sejtekben torténd expressziojat targyalja

[1].

Egér erythroleukaemia sejtek 0ssz  citoplazmatikus  poli(A)* RNS-ének
felhasznalasaval expressziés cDNS-tarat hoztak 1étre. A tar prepardlasanak elsé 1épése a
CDNS-szintézis.

Tobbszoros valasztas

(E kérdéstipusban egy befejezetlen allitashoz vagy kérdéshez egy vagy tobb megfeleld valasz tartozik.
Jelolések: A: 1., 2., 3. megfelelo

B: 1. és 3. megfelelé

C: 2. és 4. megfelelo

D: csak a 4. megfelel6

E: mind a négy megfeleld)

1. A poli(A)* RNS-en kiviil milyen anyagoknak kell még jelen lennie a
reakcioelegyben, hogy az EPO-R cDNS-ét is tartalmazo ¢cDNS-kollekcio j6jjon
1étre?

5. Oligo(dT)

6. Reverz transzkriptaz

7. A 4 dezoxiribonukleozid-trifoszfat
8. RNS polimeraz II

A reakcio6 soran képz6dott CDNS-eket kettdslancuva tették, az Xho restrikcids enzimre
specifikus ragados végeket kotottek hozzajuk, majd egy emlds expresszids plazmid Xho-
helyébe épitették be.

Nemzeti Fejlasztés Ugpmokséy
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2. Milyen szekvencidknak kell jelen lennie a plazmidban, hogy a beépitett cDNS
human sejtekben expresszalddjon?

1. Az Xho hely el¢ beépitett emlds promoter

2. Az Xho hely elé beépitett Shine-Dalgarno szekvencia

3. Az Xho hely mogé beépitett poli(A) szignal

4. Az Xho hely mogé beépitett Shine-Dalgarno szekvencia

Egyszerii valasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

3. Milyen enzimet kell adni a kettéslancai cDNS és az Xho-hasitott plazmid
keverékéhez, hogy rekombinans plazmidok képzddjenek?

A: DNS helikaz

B: DNS ligaz

C: Topoizomeraz I
D:BésC

E: A, BésC

A rekombinans plazmidokat egy emberi sejtvonalba transzfektaltdk és egy olyan klont
izolaltak, mely szOvettenyészetben radioaktiv EPO-t kotott. Az 1. abra olyan kisérlet
eredményét mutatja, melyben az eredeti egér sejtek (A), ,iires” plazmiddal transzfektalt
human sejtek (B), és a kisérlet sordn eléllitott human sejtklon (C) [*?°I] EPO kotését
hasonlitottak dssze. A [12°I] EPO sejthez ktddését (Y tengely) a jeldlt hormon kiilonbdzd
koncentracioinal vizsgaltdk (X tengely), 100 nM jeldletlen (,,hideg”) EPO hianyaban (e—e)
vagy jelenlétében (0—o).

1 A 1B 1C
wn)
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Q J— -— =
- o~

7] o0 — _ -

T T T T T T T T T T T T

1 2 1 2 1 2

[2°1] eritropoietin (nM)

1. abra: [*®I] eritropoietin kétédése egér erythroleukaemia sejtekhez (4), dl-transzfektalt
human sejtekhez (B), és a szovegben leirt modon izolalt humdan sejtklonban (C) (kisérleti
részletek a szovegben).

Nemzeti Fejlesztési Ugyokséy o=
8
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Egyszerii valasztds

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

4, Mivolt acéljaa,hideg” EPO alkalmazéasanak ebben a kisérletben?

A: A [*?°I] EPO specifikus kotddésének ndvelése

B: A [**°I] EPO nem-specifikus kitddésének csdkkentése

C: A [**°I] EPO specifikus és nem-specifikus kotddésének elkiilonitése
D: Az EPO jelatvitel serkentése

E:C¢ésD

5. Hogyan lehet meghatarozni a [*?°I] EPO specifikus kot6édését? (Az 1. dbra jeldlését
hasznaljuk a kérdésben.) A specifikus kotodés:

A:a e gorbének megfelel6 radioaktivitds

B: a o gorbének megfeleld radioaktivitas

C: a e ¢és o értékek 0sszegének megfeleld radioaktivitas

D: a e ¢s o értékek kiilonbségének megfeleld radioaktivitas

E: a,hideg” EPO jelenlétében a tenyésztdfolyadékban mért radioaktivitas

6. Mi hatarozhaté meg a [**°I] EPO koétédés mérésével?

A: Az EPO-R sejtfelszini lokalizacioja
B: Az EPO-R stirtisége a sejtfelszinen
C: Az EPO-R szintézisének mértéke
D:AésB

E: A,BésC

Mennyiségi dsszehasonlitas

(E kérdéstipusban két fogalmat /A és B/ mennyiségileg kell 6sszehasonlitani.
Jelolések:  A: A nagyobb, mint B

B: B nagyobb, mint A

C: mindkett6 egyenld, vagy megkozelitéen azonos)

7. A: Specifikus EPO-kotdés az egér erythroleukaemia sejtekhez
B: Nem-specifikus kotddés az egér erythroleukaemia sejtekhez

8. A: Specifikus EPO-kot6dés az al-transzfektalt human sejtekhez
B: Nem-specifikus EPO-k&t6dés az al-transzfektalt human sejtekhez

9. A: Az EPO-R slirlisége az egér erythroleukaemia sejteken
B: Az EPO-R siirlisége az 1C. abra transzfektalt human sejtjein

memememe Fejlesztést Ogymokséy = N
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A kisérlet masodik részében az 1C. abra sejtjeinek tenyészeteit 1 nM [1%°1] EPO-val
inkubaltak 100 nM ,,hideg” EPO jelenlétében (2. és 4. minta a 2. abran) vagy anélkiil (1. és 3.
minta). Inkubalas utdn a tenyésztéfolyadékot ledntotték és a sejteket EPO-t nem tartalmazé
friss médiummal mostak. Ezutan a secjteket a keresztkotéseket létrehozé diszukcinimidil
szuberat jelenlétében (1. és 2. minta) vagy anélkiil (3. és 4. minta) inkubaltdk. Sejtmembran
frakciokat izolaltak ¢és P-merkaptoetanolt is tartalmazdé SDS-poliakrilamid gélben
elektroforézist, majd autoradiografiat végeztek.

+ | + | - | - [ keresztk6to anyag

-|+|-|+] hideg EPO

— 200
a |
b = L 97
- 68

c —}.-._I_ 2

2. abra: Radioaktivan jelolt eritropoietin keresztkétése human sejtekben expresszalt
receptorahoz (a szamok az dabra jobb oldalan molekulasuly értékek kilodaltonban; tovabbi
részletek a szovegben).

Abraanalizis

(Allapitsa meg az alébbi allitasokrol, hogy a feladatbol nyerhetd informécio:
A alatamasztja az allitast
B: ellentmond az allitasnak
C: se nem tamasztja ala, se nem mond ellent az allitasnak)

10. Az a, b és ¢ csikoknak megfeleld régiok mind tartalmaznak EPO-t.

11. Az a, b és ¢ csikoknak megfelel6 régiok mind tartalmaznak EPO-R-t.

12. A legtobb jelolt EPO molekula specifikus helyekhez k6tddott a sejteken.
13. A legtobb jelolt EPO molekulat EPO-R-hez kapcsolta a keresztk6té anyag.
14. A nativ EPO-R molekulék tobb alegységbdl épiilnek fel.

15. Az a csik diszulfid-hidakkal egymashoz kotott EPO-EPO-R komplexeknek
felel meg.

Nemzeti Fejlesztési Ugyokséy [riasas)
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Helyes megoldasok

1 A 6 D 11. B
2 B 7 C 12. A
3 B 8 B 13. B
4 C 9. B 14. C
5 D 10. A 15. B

Irodalom

[1] A.D. D’Andrea, H.F. Lodish, G.G. Wong (1989) Expression cloning of the murine
erythropoietin receptor. Cell 57, 277-285.

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az
International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2008) Tests for problem-based learning: Expression cloning of the
erythropoietin receptor. Biochem. Mol. Biol. Educ. 36, 236-238.

Az Eur6pai Unié timogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).
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AZ ELESZTO KET-HIBRID RENDSZER

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

transzkripcios faktorok * enhancer * promoter * RNS polimerdz * expresszios plazmid *
terminator * hisztidin * transzfekcio * sejttenyészet * fuzios fehérje * RNS splicing

A Kkisérlet

Az alabbi teszt egy nagyjelentéségii molekularis biologiai modszer, az éleszt6 két-hibrid
rendszer elvét mutatja be [1].

Elesztd sejtekben van egy transzkripcios faktor, a GAL4, mely sziikséges a p-galaktozidaz
levé enhancer szekvencidhoz kotddik és egy aktivator domént, ami az RNS polimerdz II
kotodéséhez kell (1. abra).

Az alabbi kisérlet célja két emlds fehérje (a feladatban X és Y fehérjének nevezziik dket)
vizsgalata az ¢éleszté két-hibrid modszer segitségével. A kisérletben olyan expresszios
plazmidokat alkalmaztak, melyek ¢élesztd sejtekben mitkddnek (2. abra). Az egyik plazmid olyan
fuzioés gént tartalmazott, melyet a GAL4 DNS-ko6t6 doménjét és az X fehérjét kodoldé cDNS
alkot. A masik plazmidba a GAL4 aktivacios doménjét és az Y fehérjét kodold hibrid cDNS-t
épitettek be. Egy harmadik, un. riporter plazmidot is alkalmaztak a kisérletben: ebbe a his3
olyan mutans élesztOsejtekbe transzfektaltak, melyek sem a GAL4 génjét, sem a his3-t nem
tartalmaztak (GAL4", HIS3™ mutans). A sejteket szilard taptalajt tartalmazd sejttenyésztd
lemezeken szélesztették hisztidin hianyaban és hisztidin jelenlétében (1d. I. tablazat).

pol 11
GAL4

D
DNA

enhancer B-gal

1 dbra: A GAL4 transzkripcios faktor szerepe a f-galaktozidaz gén atirasaban (D, DNS-kéto
domén; A, aktivacios domén; pol II, RNS-polimeraz I1; p-gal, f-galaktozidaz gén).

memememe Fejlesztést Ogymokséy = N
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E/P ~ HIS3
B-gal

DX plazmid

AY plazmid

expresszios plazmidok riporter plazmid

2. abra: A kisérletben haszndlt plazmid-konstrukciok (P, promoter; T, terminator; ¥Ff-gal, a p-
galaktozidaz gén enhancer/promoter régioja; A és D, a GAL4 aktivacios illetve DNS-
koto domeénjét kodolo cDNS; X és Y, az X és Y fehérjét kodolo cDNS).I. tablazat: GAL4~
HIS3™ élesztosejtek transzfekcioja kiilonbozé rekombinans plazmidokkal, kiilonbozo
koriilmények kozott. (A plazmidok leirasat a 2. dbra, a kisérlet részleteit a szoveg
tartalmazza.)

Transzfekcio

DX
plazmiddal

AY
plazmiddal

riporter
plazmiddal

Hisztidin
a
taptalajban

A tenyésztdlemezen
megjelend telepek
szama

sok
egy sem

—~ egy sem
- egy sem
egy sem
— né¢hany

|
+

+ + + +
|

Tanulményozza a kisérlet stratégidjat, értékelje az eredményeket és oldja meg a
kovetkezd tesztfeladatokat!

Kisérletelemzés

(Allapitsa meg az alabbi allitasokrol, hogy a feladatbol nyerhetd informacio:
A: alatamasztja az allitast
B: ellentmond az allitdsnak
C: se nem tamasztja ala, se nem mond ellent az allitisnak)

1. A hisztidin élesztoben esszencidlis (létfontos) aminosav.
2. A HIS3 gén a hisztidin bioszintéziséhez sziikséges enzimet kodol.
3. A riporter plazmid HIS3 génje konstitutivan expresszalddik a transzfektalt mutans

¢leszto sejtekben.

4. A DX fehérje féléletideje rovidebb, mint a GAL4 fehérjéé.

5. A HIS3™ sejtek nem tudjak felvenni a hisztidint.

(1)) szecHENYITERV T
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6. Az éleszto sejtek nem tudjak eltavolitani az emlds eredetii pre-mRNS-ek intronjait.
7. Az X ésY fehérje transzkripcios faktorként miikodik emlds gazdasejtjeikben.
8. A f-gal enhancer nem miikodik a HIS3™ sejtekben.
9. A DX¢és AY fuzios fehérjék egyiitt képesek potolni a transzfektalt sejtekbol
hianyz6 GAL4 aktivitast.

10._ A DX fuzids fehérje hozza tud kapcsolodni a f-gal enhancerhez.

11. Az AY fazids fehérje képes az RNS polimeraz II aktivalasara.

Egyszerii valasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

12. Milyen molekularis esemény vizsgalhato az éleszt6 két-hibrid rendszerrel?

A. A B-galaktozidaz expresszid szabdlyozasa

B. A HIS3 gén expresszidjanak szabalyozasa

C. Exogén fehérjék (a példankban X és Y) génregulacios szerepe

D. Exogén fehérjék (a példankban X és Y) szerepe az RNS polimeraz 11
mikddésében

E. Exogén fehérjék (a példankban X és Y) kozott kialakuld kapcesolat

Helyes valaszok

1 A 5. B 9. A
2. A 6. C 10. A
3. B 7. C 11. A
4 C 8. B 12. E
Irodalom

[1] D.L. Spector, R.D. Goldman, L.A. Leinwand (szerkesztdk): Cells A Laboratory Manual.
Chapter 69: Two-hybrid System/Interaction Trap. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1997.

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az
International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2006) Problem-solving test: The yeast two-hybrid system.
Biochem.Mol.Biol.Educ. 34, 306-307.

Az Eur6pai Unio timogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).
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EGY APOPTOZIST OKOZO SZER HATAS-
MECHANIZMUSANAK VIZSGALATA

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

apoptozis * Bcl-2 fehérjecsalad * anti-apoptotikus Bcl-2 fehérjék * pro-apoptotikus multi-domén
Bcl-2 fehérjék * BH3-domén fehérjék * az apoptozis mitokondridlis utia * sejtfrakciondlas *
celzott genkiirtas * Western-blot * citokrom c¢ * toltési kontroll * kaszpdzok * apoptoszoma

A Kisérlet

A legtobb daganatsejt elvesziti azt a képességét, hogy apoptdzissal elpusztuljon. Azok
a fehérjék tehat, melyek részt vesznek az apoptozis szabdlyozdsdban vagy végrehajtasaban,
reménykeltd célpontjai daganatellenes gyogyszerek kifejlesztésének. Koztik kiilonosen
fontosak a Bcl-2 fehérjecsalad tagjai. Harom tipusuk van: anti-apoptotikus Bcl-2 tagok (pl.
Bcl-2, Bcl-x), pro-apoptotikus multi-domén Bcl-2 csalad fehérjék (pl. Bax, Bak) és BH3-
domén fehérjék (pl. Bad, tBid; a BH3 a Bcl-2 homologia 3 roviditése, ez a domén a csalad
minden tagjaban jelen van). A kiilsé mitokondridlis membran permeabilitasat szabalyozzak,
ezaltal pedig az apoptozis mitokondridlis utjat.

Egy potencialis rékellenes szert (106. vegyliletnek jelolik) vizsgaltak a tesztben
leirt kisérletekben, izolalt mitokondriumokon [1]. (Miel6tt hozzélatna a teszthez, gondolja at
az apoptdzis mitokondrialis utjat.)

Az alabb leirt kisérleteket egér embriondlis fibroblasztokbol izolalt
mitokondriumokon végezték.

Egyszerii vilasztds

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt ot alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

1. Az alabbiak koziil melyik eljaras alkalmas tiszta, mitokondrium-frakci6
kinyerésére?
A: A homogenatum kis sebességii centrifugéalasa
B: A homogenatum kozepes sebességli centrifugéalasa
C: A homogenatum nagy sebességli ultracentrifugéalasa
D: A posztnuklearis feliiluszé kdzepes sebességli centrifugéalasa
E: A posztnuklearis feliiliszé nagy sebességii ultracentrifugéalasa

SZECHENYI TERV
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1. kiserlet

A mitokondrium-frakciot Bak'Bax™ sejtekbdl izolaltak (melyekben ezeket a géneket
K.O. mutacidval kititétték), majd a mitokondridlis mintakat kezelés nélkiil inkubaltak (az 1.
minta az I. dbran), illetve Bax fehérjét (2-6. minta), tBid fehérjét (3. minta) és a 106. vegyiilet
emelkedd mennyiségét (4-6. minta) adtdk az elegyekhez (Id. 1. dbra). Inkubécid utan a
mitokondriumokat lecentrifugaltak, fehérjéiket szolubilizaltak és Western-blot analizist
végeztek anti-Bax €s anti-Tom 40 antitesttel. (A Tom 40 a kiils6 mitokondrialis membran
fehérjéje.)

= | = | = 10,103 1 106. vegyulet (uM)
- | =-|+|=-]-|-"- tBid
- |4 |+ |||+ Bax

- ————  Anti-Bax

—— 1 1 [ I Anti-Tom 40

1 |2(3]4|5]| 6 Mintak

1. abra: Bak' Bax sejtek mitokondriumainak kezelése Bax és tBid fehérjével, illetve a 106.
vegyiilettel (részletek a szo6vegben).
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2. kiserlet
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Bak Bax™ sejtekbdl izolalt mitokondriumokat Bax fehérjével (3-14. minta a 2. abran),
tBid-el (5-6. és 11-12. minta), Bcl-x.-el (9-14. minta) és a 106. vegyiilettel kezeltek (az 1-2.
minta kontrollként szolgalt). A mitokondriumokat lecentrifugéltak és az iiledékek (az abran P
jeloli) fehérjekivonatat, illetve a feliiliszokbol (S) szarmazé mintakat Western-blot
analizisnek vetették ala anti-citokrém c és anti-Tom 40 antitesttel (2. dbra).

: - - + | + +
- - - s - +
= = + - + =
- + + + + +

P

S

P

S

P

S

P

S

P

S

| | e N s — I e N s—
| | |i— I | I I—
L[2] 3 S1 6[7 1819|1011 ]12]13(14

Bcl-x,

106 vegyulet
tBid

Bax

Anti-citokrom c

Anti-Tom 40
Mintak

2. abra: Bak'Bax sejtek kezelése Bax, tBid és Bcl-Xi fehérjével, illetve a 106. vegyiilettel (P:

tiledeék; S: szupernatans; részletek a szovegben).

@ SZECHENYI TERV

Nemzeti Fejlesztési Ugmokség
www.ujszechenyiterv.gov.hu
0640638 638

=]
— MAGYARORSZAG MEGUJUL

A projekt az Eurdpai Unié tdmogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.



45

3. kiserlet

Hasonlo kisérletet végeztek Bak™ Bax™ sejtek mitokondriumaival (3. dbra). A
mitokondriumok kezelést nem kaptak (1-2. minta) vagy tBid fehérjével (3-4. minta) illetve a
106. vegyiilettel (5-10. minta) inkubaltdk dket. A mintakat a 2. kisérlet szerinti modon
készitették eld, a 3. dbra a Western-blot eredményét mutatja.

- : 01 | 05 | 1 106. vegyiilet (uM)
- + ~ - - tBid

B I — — e S Anti-citokrom c
— = = _— = Anti-Tom 40
1 121345 6|7|8|9]|10] Mintak

3. dbra: Bak™ Bax sejtek mitokondriumainak kezelése tBid fehérjével, és a 106. vegyiilettel
(részletek a szovegben).

Tanulmanyozza a kisérletek eredményeit és oldja meg az alabbi tesztfeladatokat!

Egyszerii vilasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

2. Milyen céllal hasznaltak anti-Tom 40 antitestet ezekben a kisérletekben?
A: Toltési kontrollként
B: A mitokondrium-szerkezet épségének ellendrzésére
C: Hogy ellendrizzEék, van-e citoszol szennyezddés a mitokondrium-frakcioban
D: AésB
E: A,BésC
(7) szEcHENYI TERV i | =k

L },r A projekt az Eurdpai Unié tdmogatasaval, az Eurdpai
".‘,- Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.



46

Abraelemzés

(Allapitsa meg az alébbi allitasokrol, hogy a feladatbol nyerhetd informacio:
A: alatamasztja az allitast
B: ellentmond az allitasnak

C: se nem tamasztja ald, se nem mond ellent az allitasnak)

3. Az egér embrionalis fibroblasztok fokozottan expresszaljak a Bel-Xi fehérjét.
5. A 106. vegyiilet hatasa fiigg a tBid fehérje jelenlététol.
6. A tBid fokozza a 106. vegyiilet hatasat.

7. A Bax fehérjét expresszald sejtek varhatdéan érzékenyek a 106. vegyiilet
apoptotikus hatasara.

8. A Bcl-x. fehérjét fokozottan expresszald sejtek varhatoan érzékenyek a 106.
vegyiilet apoptotikus hatasara.

9. A 106. vegyiilet szétroncsolja a mitokondrium kiils6 membranjat.
10._ A 106. vegyiilet ateresztové teszi a mitokondrium kiilsé membranjat.
11. A 106. vegylilet serkenti a citokrom c transzlokacidjat a citoszolbol a

mitokondriumba.

Az alabbi tesztfeladatokat akkor tudja megoldani, ha a kisérletek eredményeinek
értelmezését kiterjeszti, extrapolalja az apoptozis egész mitokondrialis ttjara.

Négyféle asszocidcio

(E kérdéstipusban két fogalom azonos, illetve eltérd jellemz6it kell megallapitani. A valaszt (A, B, C vagy D) irja
a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

A: Bak" Bax sejtek

B: Bak Bax™ sejtek
C: Mindkettd

D: Egyik sem
12. Ezek asejtek képesek apoptozissal elpusztulni.
13._ A tBid expresszidja kaszpaz 9 aktivacidhoz vezet benniik.
14.  Ezen sejtek kezelése a 106. vegyiilettel apoptoszomak képzddéséhez vezet
benniik.

15._ A 106. vegyiilet kaszpaz 3 aktivaciot okoz ezekben a sejtekben.

memememe Fejlesztést Ogymokséy = N
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Egyszerii valasztds

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A vélaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

16._  Melyik fehérje a kdzvetlen célpontja a 106. vegyiiletnek?

A: tBid

B: Bax

C: Bcl-xL

D: Bak

E: Citokrom c
Helyes valaszok
1 D 6 C 11. B
2 D 7 A 12. C
3 C 8 B 13. C
4 A 9. B 14. D
5 B 10. A 15. D

16. B

Irodalom

[1] Zhao G., Y. Zhon, C.O. Eno, Y. Lin, L. DeLeenw, J.A. Burlison, J.B. Chaires, J.O.
Trent, C. Li (2014) Activation of the proapoptotic Bcl-2 protein Bax by a small
molecule induces tumor cell apoptosis. Mol. Cell. Biol. 34, 1198-1207.

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az
International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2015) Problem-solving test: Analysis of the mechanism of action of an
apoptosis inducing compound.. Biochem.Mol.Biol.Educ. in press

Az Eur6pai Unio timogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).
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EGY HUMAN PAPILLOMA VIRUS ONKOPROTEIN
HATASMECHANIZMUSA

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

human papillom virus * méhnyakrak * onkoproteinek * malignus transzformdcio

retinoblastoma fehérje * sejtciklus * ciklin/Cdk komplexek * E2F fehérje * S-fazis gének
enhancer elemek * protoonkogének * tumor szuppresszor gének * radioaktiv jelolés

immunoprecipitacio * SDS-PAGE * autoradiogrdfia * fehérje-foszforilacio és —defoszforilacio
geénindukcio * agaroz gyongyok * centrifugalas * Western-blot * a sejtciklus fazisai * generdcios
ido

* ¥ ¥ %

A Kkisérlet

Harald zur Hausen, 2008 egyik orvosi Nobel-dijasa, fedezte fel, hogy a human
papilloma virus (HPV) egyes tipusai okozzak a méhnyakrakot. A HPV 16. tipusa (HPV-16)
az egyik legrészletesebben tanulmanyozott human onkogén virus [1]. A virusgenom altal
kodolt két onkoprotein (E6 és E7) felelds a normalis epitelidlis sejtek tumorsejtekké torténd
transzforméciojaért. A feladatban leirt kisérlet célja az E7 fehérje molekularis
hatasmechanizmusdnak (nevezetesen viszonydnak a retinoblastoma /RB/ fehérjéhez)
vizsgalata volt [2].

Mivel a kisérlet nem foglalkozott az RB fehérje vizsgalataval, az E7 onkoprotein
hatasmechanizmusanak megértéséhez ismernie kell az RB fehérje legfontosabb
tulajdonsagait. Oldja meg az alabbi feladatokat!

Négyfeéle asszociacio

(E kérdéstipusban két fogalom azonos, illetve eltéré jellemz6it kell megallapitani. A valaszt (A, B, C vagy D) irja
a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

A: RB fehérje nyugalmi sejtekben
B: RB fehérje proliferalo sejtekben
C: Mindkettd

D: Egyik sem

A sejtmagokban talalhato.

Ciklin/Cdk komplexek altal erésen foszforilalt.
Az E2F transzkripcios faktorral komplexalodik.
Gatolja az S-fazis gének atirasat.

Az S-fazis gének enhancer elemeihez ko6tddik.

Nemzeti Fejlasztési Ogyokséy
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Egyszerii valasztds

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A vélaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

6. Mik az RB fehérje 6 jellemzdi?
A: Proto-onkogén fehérje
B: Tumor szuppresszor-fehérje
C: A sejtciklus szabalyozoja
D: AésC
E: BésC

Az 1. abra eldkisérlet eredményét mutatja. Human leukaemias sejtvonal (HL-60)
sejtjeit kezelés nélkiill (1. és 3. minta) vagy forbolészter jelenlétében (2. és 4. minta)
tenyésztették és [>°S] metioninnal (1. és 2. minta) vagy [*?P] foszfattal (3. és 4. minta)
jelolték. A sejtextraktumokat anti-RB antitesttel immunoprecipitaltak, SDS-poliakrilamid
gélelektroforézist, majd autoradiografiat végeztek.

S p Jelolés
- —f— - —I— Forbolészter ke zelés
©
— — — a
[ ] — b
1 2 3 4 Mintak

1. abra: Forbolészter hatdasa az RB fehérjére (részletek a szovegben).

Milyen kovetkeztetések vonhatok le a kisérlet eredményébdl?

Abra elemzés

(Allapitsa meg az alébbi allitasokrol, hogy a feladatbol nyerhetd informécio:
A alatamasztja az allitast
B: ellentmond az allitasnak
C: se nem tamasztja ala, se nem mond ellent az allitasnak)

1. Az a csik a b csikbol szarmazo lebomlasi termék.
8. Kezeletlen HL-60 sejtekben minden RB fehérjemolekula foszforilalt allapotban
van.
9. HL-60 sejtekben az RB fehérjét forbolészter indukalja.
10. A forbolészter HL-60 sejtekben az RB fehérje defoszforilaciojat idézi eld.
(!J)) SZECHENYI TERV -
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Az E7 fehérje funkcidjat vizsgalod kisérlet eredményét a 2. dbra mutatja. A human
leukaemia sejteket forbolészter nélkiil (1-3. minta) vagy annak jelenlétében (4-6. minta)
tenyésztették. Sejtkivonatokat preparaltak , majd ezeket olyan agardzgyongyokkel inkubaltak,
melyekhez el6zdleg kovalens kotéssel E7 fehérjemolekulakat kapcsoltak. Inkubalds utan a
gyongyoket lecentrifugaltak, majd anti-RB antitesttel Western-blot vizsgalatot végeztek teljes
sejtkivonatokkal (1. és 4. minta), a feliiluszokkal (2. és 5. minta) és az iiledékekkel (3. és 6.
minta).

+ =114+ -] - Teljes sejtkivonat

- |+ ==+ - Feliil tszo6

- -1 4| -]-|4+ Uledék

- - - |+ | +| + Forbolészter ke zelés

I —_— <« a
— — mm(<— b
1 2 3 4 5 6 Mintak

2. abra: Sejtkivonatok vizsgadlata E7-agaroz gyongyokkel (részletek a szovegben).

Egyszerii valasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

11. Mi volt az E7-agardz gyongyds modszer alkalmazasanak a célja?

Az RB fehérje expressziojanak vizsgalata
Az RB fehérje foszforilacidjanak vizsgalata
Az E7-RB kapcsolatok vizsgalata

AésB

A,BésC

moow»

Az alabbi kérdések megvalaszolasakor és az E7 fehérje sejtciklusra kifejtett hatasanak
leirasakor egyesitenie kell az RB fehérjére vonatkozd ismereteit (1-6. tesztkérdés) a kisérlet
eredményebdl levonhatd kovetkeztetésekkel.

Nemzeti Fejlesztési Ugyokséy
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Relacioanalizis

(E kerdestlpusban allitasok ¢és indoklasok szerepelnek. Ezek megitélésében ot lehetség adodik:

. az allitas és az indoklas is igaz és az indoklas helyesen vilagitja meg az allitast
mindketto igaz, de az indoklas nem viligitja meg helyesen az allitast

. az allitas igaz, de az indoklas nem

. az allitas nem igaz, de az indoklas 6nmagaban helyes

az allitas is és az indoklas is helytelen)

moow

12. A HL-60 sejtek forbolészter hidnyaban Go-fazisban voltak, MERT RB fehérje
molekulaik erdsen foszforilalt allapotban voltak.

13. A forbolészter kezelés gatolta a HL-60 sejtek proliferaciojat, MERT serkentette az
RB fehérje E7 onkoproteinhez kotddését.

Négyfeéle asszocidcio

(E kérdéstipusban két fogalom azonos, illetve eltér6 jellemz6it kell megallapitani. A valaszt (A, B, C vagy D) irja
a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

A: A HL-60 sejtek forbolészter kezelése
B: Az E7 onkoprotein expresszidja HL-60 sejtekben
C: Mindkettd

D: Egyik sem
14.  Noveli az E2F transzkripcios faktorhoz kétddo RB fehérje mennyiségét.
15.  Noveli az S-fazis gének expresszidjat.
16._ Noveli a sejtek generacids idejét.
17. Noveli a G1-fazisban levo sejtek aranyat.

Egyszerii vilasztds

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

18._  Foglaljuk dssze az E7 fehérje hatésait, melyek malignus transzformaciohoz
vezethetnek!
A: Megkoti és hatastalanitja a foszforilatlan RB fehérjét
B: Noveli a funkcionélisan aktiv E2F transzkripcids faktor mennyiségét
C: ,Beloki” a sejteket az S-fazisba
D: Noveli a proliferacios aktivitast
E: Az 6sszes fenti folyamatot serkenti

Nemzeti Fejlesztési Ugyokséy =
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Helyes valaszok

1 C 7 B 13. B
2 B 8. A 14. A
3 A 9 B 15. B
4 A 10. A 16. A
5. D 11. C 17. A
6. E 12. D 18. E
Irodalom

[1] J. Cohen, M. Enserink (2008) Nobel prize in Physiology or Medicine. HIV, HPV
researchers honored, but one scientist is left out. Science, 322, 174-175.

[2] Y. Imai, Y. Matsushima, T. Sugimura, M. Terada (1991) Purification and
characterization of human papillomavirus type 16 E7 protein with preferential binding
to the underphosphorylated form of retinoblastoma gene product. J. Virol. 65, 4966-
4972.

Ezt a tesztet kozolte a Biochemistry and Molecular Biology Education, itt az
International Union of Biochemistry and Molecular Biology engedélyével jelenik meg.

Szeberényi J. (2015) Problem-solving test: The mechanism of action of a human
papilloma virus oncoprotein. Biochem.Mol.Biol.Educ. 37, 118-120.

Az Eur6pai Unio timogatasaval késziilt (TAMOP-4.1.1.C-13/1/KONV-2014-
0001).
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JELATVITEL PHILADELPHIA-KROMOSZOMA POZITIV
LEUKEMIA SEJTEKBEN

Nézze at az alabbi fogalmakat, mielott nekiall a tesztnek

reciprok transzlokdcio * protoonkogen * génexpresszio * c-Abl * kindazok * transzmembran
fehérje * G-protein * Src fehérje * malignus transzformdacio * transzfekcio * immunoprecipitacio
* preimmun szérum * [y-**P]ATP * cAMP * SDS-PAGE * autoradiografia * Western-blot * ko-
immunoprecipitacio * expresszios vektor * c¢cDNS * atmeneti transzfekcio * riporter gen *
riporter plazmid * promoter * Ras fehérje * transzformalt goc * extracellularis szignal-regulalt
kindz

A Kkisérlet

A Philadelphia-kromoszémat a 9. és 22. kromoszoma kozott bekovetkez6
reciprok transzlokacié eredményei egyes emberi leukémia sejtekben. A szokatlanul Kicsi 22.
kromoszéma (Philadelphia- vagy Ph!-kromoszéma) egy fizios gént tartalmaz, mely a bcr-gén
proximalis €s a c-abl protoonkogén (mely eredetileg a 9. kromoszoman helyezkedik el)
disztalis rész¢Ebdl all. Ennek a génnek az expresszidja egy fuzids fehérjét eredményez, amely
biokémiailag kiilonbozik a protoonkogén c-Abl fehérjétdl és kronikus myeloid (CML) vagy
akut lymphoid leukémia (ALL) kialakuldsdhoz vezet. A tesztben leirt kisérletek [1] célja a
Bcer/Abl fehérje altal kivaltott jelatviteli folyamatok vizsgalata volt, kiilonds tekintettel a Grb2
adapter fehérje szerepére. El0sz0r valaszoljon az aldbbi, a protoonkogén c-Abl fehérjére
vonatkoz6 tesztkérdésekre!

Egyszerii valasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

1. Mi jellemzd a c-Abl fehérjére?

Tirozin protein kinaz
Transzmembran fehérje
Monomer G-protein
AésB

BésC

moow»

Oldja meg a kovetkezd, az adapter-fehérjék jellemzdit firtatd kérdéseket!

SZECHENYI TERV
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Egyszerii valasztas

(E kérdéstipusban A, B, C, D, E-vel jelolt 6t alternativa szerepel, melyek koziil az egyetlen megfelel6t kell
kivalasztania. A valaszt (A, B, C, D, E) irja a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

2. Az alabbi allitasok kozil melyik irja le legpontosabban az adapter-fehérjék
szerepét?

A: kapcsolat 1étesitése sejtfelszini receptorok és intracellularis célfehérjék kozott

B: kapcsolat 1étesitése receptor-protein-tirozinkinazok és intracellularis
célfehérjék kozott

C: kapcsolat létesitése receptor-protein-tirozinkinazok és szerin/treonin
specifikus fehérjekinazok kozott

D: kapcsolat létesitése tirozinon foszforilalt fehérjék és célfehérjék kozott

E: tirozinkinazok aktivitasanak szabalyozasa

Négyféle asszocidcio

(E kérdéstipusban két fogalom azonos, illetve eltéré jellemz6it kell megallapitani. A valaszt (A, B, C vagy D) irja
a kérdés mellett 1év6 vizszintes vonalra!)

F: SH2-domén
G: SH3-domén
H: Mindkettd
I:  Egyik sem
3. Ez alkotja a szteroid-receptorok DNS-kot6 régiojat.
4. Vele rokon régio jelen van a v-Src fehérjében.
5. Csak azok a fehérjék képesek transzformalni az NIH 3T3 fibroblasztokat, amelyek
ilyen doménnel rendelkeznek.
6. Tirozinon foszforilalt fehérjerégiohoz kotddik.
7. Minden retroviralis onkoproteinben jelen van.

A Kkisérlet els6 részében kronikus myeloid leukémias (1. abra, CML), akut
lymphoid leukémias (ALL-1) sejteket és a v-abl onkogénnel transzfektalt patkany
fibroblasztokat (Ratl/v-abl) vizsgaltak. A sejtekb6l késziilt kivonatokat preimmun (kontroll)
szérummal (1. abra, 1., 4. és 7. minta), anti-Abl (2., 5. és 8. minta) vagy anti-Grb2 (3., 6. és 9.
minta) antitesttel immunoprecipitaltak. A precipitatumokat in vitro [y-*2P]JATP-vel
inkubaltak, majd a fehérjéket SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel frakcionaltak és
autoradiografiat végeztek.

Nemzeti Fejlesztési Ugyokséy =

Y
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CML ALL  [Rat1/v-ab/| Sejtvonal
+ + + Pre-immun szérum
+ + + Anti-Abl
+ + +| Anti-Grb2

KDa

210 —> .

185 —>» ——

160 —> ]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Mintak

1. abra (részletek a szovegben).

A kisérlet masodik részében (2. &bra) CML-sejtkivonatokat preimmun szérummal
(1. minta), anti-Abl (2. minta) vagy anti-Grb2 (3. minta) antitesttel inkubaltak, az
immunoprecipitatumokat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel frakcionaltak és anti-Grb2
antitesttel Western-blot analizist végeztek.

R Pre-immun szérum
Immunoprecipitald
antitest —p| + Anti-Abl
+ | Anti-Grb2

KDa

27 —> F— —

Western blot
antitest —»| Anti-Grb2

1 2 3 Mintak

2. abra (részletek a sz6vegben).

. , Nemzets Fejlesztési Ugmoksés f—
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beriabl c-abl Transzfektalt cDNS

N i + Pre-immun szérum
Immunoprecipitald
antitest —» + + Anti-Abl
+ + | Anti-Grb2

KDa

Western blot
antitest —» Anti-Abl

1 2 3 4 5 6 Mintak

3. dbra (részletek a szovegben).

A 3. abran bemutatott kisérletben az el6z6kh6z hasonld koimmunoprecipitacios
stratégiat alkalmaztak. bcr/abl (1-3. minta) vagy c-abl (4-6. minta) génnel transzfektalt sejtek
kivonatat (kontroll), anti-Abl vagy anti-Grb2 antitesttel immunoprecipitaltak, majd anti-Abl
antitesttel immunoblottot végeztek.
vizsgaltak. Olyan mutans gént allitottak eld, amelyben ezen a helyen fenilalanin szerepel
(bcr/abl Y177F). Vad-tipusu ber/abl és Y177F ber/abl-génnel transzfektalt sejtek
kivonataival koimmunoprecipitacidt végeztek (részleteket 1asd a 4. abran).

bceriabl beriabl

vad-tipus Y177F Transzfektalt cDNS
e | T + Pre-immun szérum
Immunoprecipitald
antitest —» + + Anti-Abl
+ + | Anti-Grb2

KDa

210—> = -

160—>» =— —

Western blot
antitest —» Anti-Abl

1 2 3 4 5 6 Mintak

4. abra

Nemzeti Fejlesztési Ugmokség =
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Relativ CAT aktivitas
1 5 10
11—
1. Kontroll
2. vt-berlabl /f
3. vt-ber/abl 7
+ gatlo ras z
77
4. berlabl Y177F
5. abra

A bcr/abl gén génaktivitasra gyakorolt hatasat tranziens expresszios kisérletekben vizsgaltak
(5. abra). A sejteket olyan (CAT)-riporter plazmiddal transzfektaltak, amely promotere ras-
responziv elemhez kapcsolodott. A kotranszfekcidhoz hasznalt egyéb plazmidokat az 5. dbra
mutatja. A kotranszfektalt sejtekben CAT (kloramfenikol acetiltranszferaz) aktivitast mértek.
A bcr/abl gének transzformacios aktivitasat Ratl fibroblasztok transzfekciojaval vizsgaltak.
Azonos koriilmények kozott 10° transzfektalt sejtbél a vad tipust ber/abl 37 transzformalt
koloniat hozott 1étre, mig a ber/abl (Y177F) egyet sem.

Tanulményozza a kisérletet €s oldja meg a kovetkezd tesztkérdéseket!

Kisérlet elemzés

(Allapitsa meg az alébbi allitasokrol, hogy a feladatbol nyerhetd informécio:
A: alatamasztja az allitast
B: ellentmond az allitasnak
C: se nem tamasztja ald, se nem mond ellent az allitasnak)

8. ABcr/Abl fuzioés fehérje SH1-domént tartalmaz.
9._ A Bcr/Abl fehérje a Grb2-t in vitro tirozinon foszforildlja.
10.__  Invivo a Ber/Abl és a Grb2 komplexet képez.
11._ A Bcr/Abl és a v-Abl fehérjék ugyanazon jelatviteli utat hasznalva okoznak
malignus transzformaciot.
12._ A Bcer/Abl fehérje nagyobb, mint a v-Abl.
13._ A Bcr/Abl fehérje nagyobb, mint a Grb2.
14._ Az aktivalt c-Abl nem képes a Grb2 fehérjéhez kapcsolodni.
15. A Ras-GDP/Ras-GTP arany Phl-pozitiv sejtekben magasabb, mint normalis
leukocitakban.
16. A CML-t és ALL-t Iétrehozo transzlokacid soran az érintett kromoszémak nem

gyanazon a helyen tornek el.

17. A Bcer/Abl fuzios fehérje transzformécios aktivitdsa a Grb2-kotéstol fligg.

18. A Bcer/Abl fehérje génaktivacios hatasat a Ras altal kozvetitett jelatviteli ut
serkentésével fejti ki.

Nemzeti Fejlesztési Ugyokséy

(7)) SZECHENYI TERV e

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai
Szocidlis Alap tirsfinanszirozdsival valésul meg.
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Helyes valaszok

1 A 7. D 13. A
2 D 8. A 14. C
3 D 9. B 15. B
4 C 10. A 16. A
5 D 11. B 17. A
6 A 12. A 18. A
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