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Roviditések jegyzéke:

°C Celsius-fok

ul Mikroliter

BAC Bakterialis mesterséges kromoszdéma
CO Szén-monoxid

CO2 Szén-dioxid

EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav

FISH Fluoreszcens in situ hibridizacio
HAC Human mesterséges kromoszoma
NaCl Natrium-klorid

NaHCO3 Natrium-hidrogénkarbonat
NH4CI Ammonium-Klorid

02 Oxigén

'OH Hidroxil-csoport

PAGE Poliakrilamid gélelektroforézis
RNS Ribonukleinsav

rpm Percenkénti fordulatszam

SDS Natrium-dodecil-szulfat

Te Citotoxikus T sejt

Th Segitd T sejt

Tris-HCI Tris-Hidrogén-klorid

Ts Szupresszalo T sejt

YAC Eleszt6 mesterséges kromoszoma



"Minden csepp emberi vér a génjeink nyelvén irddott torténelemkonyvet rejt."”

Spencer Wells



1 Bevezetés

A régészet fo kérdéskore az ember, és célja, hogy megallapitsa, hogyan éltek a
kozeli és tavoli multban. Ennek a célnak az eléréséhez csak korlatozott
eszkozokkel rendelkeziink, igy az emberi csontmaradvanyok alapos vizsgalata
elengedhetetlen (Mays, 1998). Gyakran hasonld problémakkal és modszerekkel
dolgozik a kriminalisztika is. Az ismeretlen személyazonossagi embereknél, igy
az emberi csontmaradvanyoknal is az egyik legfontosabb 1épés a nem
meghatdrozasa. Teljes feln6tt csontvaz esetén ez éaltaldban nem jelent problémat,
de hidnyos régészeti leletek esetére is szamos meghatarozéasi modot dolgoztak ki,
példaul a fogak vizsgalata alapjan (Vodanovi¢, 2007). A kozelmultig csak a
csontok méretébdl és alakjabol tudtdk meghatdrozni az emberi maradvanyok

nemét mind régészeti mind torvényszéki keretek kozott.

A mai kor egyik felfedezése, hogy az Osi csontanyagokbdl visszamaradt DNS
vizsgalataval laboratoriumi koriilmények kozott pontosan megallapithaté a
bioldgiai nem a DNS-bdl kimutatott X és Y kromoszoma segitségével. Ezeknek a
vizsgalatoknak a hasznossdga akkor nyilvanvald, amikor hagyomanyos csonttani
meghatdrozast nem lehet alkalmazni a nem megallapitadsara, mert az eredmények
nem egyértelmiiek, mint pl. serdiild kor eldtti csontvazaknal, ahol a masodlagos
nemi jellegek nem alakultak ki vagy hidnyos csontmaradvanyok esetében. A
molekularis biologiai modszerek fontos informaciokkal jarulnak hozza a
torvényszéki esetekhez, valamint lehet6vé teszik a régészeti elemzések bovitését
(Stone, 1996). A polimeraz-lancreakcio (PCR) modszer segitségével torténik a
nem meghatarozasa, ezt torvényszéki eseteknél is alkalmazzak, az eljaras soran az

X és 'Y kromoszomara jellemz0 régiok felerdsitése torténik (Morikawa, 2011).

Ennek a kisérletsorozatnak az volt a célja, hogy talaljunk egy alkalmas
molekularis bioldgiai mddszert, amellyel biztonsdgosan megallapithaté a nem az
Osi csontmaradvanyoknal, valamint ezeket az eredményeket felhaszndlva
kovetkeztetéseket vonhassunk le régi korok temetkezési szokasaira és a népesség

aranyara.



2 Célkitiuzés

e A molekuléris bioldgiai mdodszerek régészeti alkalmazasainak attekintése
az irodalom alapjan.

e Egy biztonsagosan alkalmazhato molekularis biologiai moddszer
kifejlesztése, amellyel meg lehet hatdrozni a bioldgiai nemet archaikus
mintakbol.

e A modszer optimalizalasa vér és fogmintakon.

e A moddszer régészeti alkalmazasanak demonstralasa.



3 Irodalmi attekintés

3.1 Arégészet

A régészet vagy archeologia a régi kori emberekkel, kultardkkal és azok
maradvanyainak feltarasaval foglalkoz6 human ¢és egyben torténelmi
tudomanyteriilet. A leggyakoribb modszer ezekre az asatasok, ahol a fold aldl
tarjak fel a régi épiileteket vagy sirokat. A régészeti feltdrasok torténhetnek a
perzseld sivatagoktol kezdve, az Atlanti-ocedan mélyén at a fagyos Eszaki-
sarkvidékig. A régész feladatainak korébe nem csak a feltaras és a feltart anyagok
értelmezés tartozik, hanem a vilag kulturalis 6rokségének a megorzése is. Tehat a
régész egyszerre végez fizikai munkat a terepen, dolgozik az irodaban és a
laboratériumban. Mivel az asatdsok soran eldkeriilt maradvanyok nem tual
sokatmonddak a régésznek kell értelmezni azokat. A régészek altal hasznalt
modszerek nagy mértékben hasonlitanak a  természettudomanyokban
alkalmazottakhoz, az adatgyiijtés utana kisérleteket végeznek, elméleteket
allitanak fel melyeket mds adatokkal Osszehasonlitanak majd ezek alapjan

felallitanak egy modellt ami reprezentalja a végs6 eredményeket (Renfrew, 1999).

A régészet egyik részteriilete az antropologia vagy embertan, ami az ember

fejlédését kutatja. Az antropologianak két részteriilete van:

e a fizikai antropoldgia: vagy bioldgiai antropoldgia, amely az egyes
embereket, mint él6lényeket kutatja, a fizikai és biologiai jellemvonasaik
¢s kialakuldsuk azaz a testi tulajdonsdgok az elsddleges megfigyelési
szempont a kutatdsok soran

e a kulturalis antropoldgia: vagy szocialantropologia, amely az egyediilallo,
nem-bioldgiai-jellemvonasok Osszességét tanulmanyozza. Az ember 4ltal
kialakitott kultarat és tarsadalmat kutatja. Két fontos részteriilete van az

etnografia (leird) és az etnologia (6sszehasonlito).

A régészet célja, hogy egy egységes képet kapjunk a multrdl a régészek részletrdl

részletre halado munkaja soran (Renfrew, 1999).



3.2 Kriminalisztika

A kriminalisztika a blniigyi nyomozas tudomanya. A f0 feladata a

blncselekményeknek a felderitése és bizonyitasa, ezeknek az eszkozeit és

modszereit tarja fel és rendszerezi jogi keretek kozott. Bizonyos koriilmények

kozott a régészethez hasonld kihivasokkal néz szembe, amikor az aldozatokat

példaul csontmaradvanyok alapjan kell azonositani. A kriminalisztikanak harom

részteriilete van (Tremmel, 2005):

a kriminaltechnika a targyi bizonyitékokkal foglalkozd tudomanyteriilet,
azok a természettudomanyos és miiszaki-technikai eszk6zok és eljarasok
tartoznak ide melyek a bunfelderités soran célszerii és szakszerl
felhasznalasaval elésegitik a nyomozas elérehaladasat. Ide tartoznak olyan
tudomanyteriiletek amik a kriminalisztika tovabb-fejlédésével jottek 1étre
pl. szerologiai vizsgalatok, hangazonositas stb. Mas tudomanyteriileteknek
vagy azok egyes részteriileteinek az eredményeinek a felhasznéldsa pl.
bioldgiai, fizikai, kémiai stb. amik segitik a nyomozast és olyan szakagak
is ide tartoznak amiket a kriminaltechnika hozott Iétre pl.
ujjnyomatrendszeren alapuld nyilvantartds és  személyazonositas,
igazsagiigyi irasvizsgalat és l6fegyvertan stb. annak érdekében, hogy a
nyomozast eldsegitse.

a kriminaltaktika a személyi jellegli (nem targyi pl. sértettek, elkovetok,
tanak stb.) Dbizonyitékok beszerzésével, sajatossagaival ¢és azok
Osszefiiggéseivel foglalkoz6 tudomany. Ezekkel a tevékenységekkel segiti
eld a sikeres €s hatékony nyomozast. A bizonyitékok beszerzése soran
ramutat annak veszélyeire, olyan hianyossagokra melyeket a nyomozast
végzd szerv/személy végez, kovetelményekre, melyekre sziikség van a
nyomozas megtervezésénél. Osszehangolja a vizsgalat soran az adatok
beszerzését €s feldolgozasat, illetve ezekhez tartozo miiveleteket.

a kriminalmetodika, mondhatjuk akar alkalmazott kriminalisztikanak is,
ami kimondottan biincselekmények felderitésével ¢és azoknak a
bizonyitasaval pl. emberolés, betorés, robbantas stb. foglalkozik
(Tremmel, 2005).



Az azonos célt szolgald és azonos tevékenységet kiszolgald ismeretek megfeleld
csoportositasat eldsegiti a kriminalisztika belsé rendszerének a sikeres miikodése.
Ezen kivil a nemzetkozi egylittmikodés is hozzajarul a blindzés elleni
hatékonyabb harchoz. A mas tudomanyteriiletekkel kialakult kapcsolatokhoz

vezetd utakat is kijel6li a még sikeresebb nyomozas érdekében (Bocz, 2014).

3.3 A molekularis biologia a régészetben és a kriminalisztikaban

Mind a kriminalisztikdban, mind pedig a régészetben alkalmaznak molekularis
bioldgiai eljarasokat. A régészeti asatasok soran az eldkeriilt csontmaradvanyok
vagy gyermek csontvazak nemének a megallapitdsdhoz sziikségesek a molekularis
biologiai eljarasok. Ezeknél a leleteknél ugyanis kétséges a morfologiai
vizsgalatokbol eldonteni a nemi hovatartozast. A DNS kivonasa utan, X- és Y-

kromoszoéma specifikus primereket alkalmazunk a nem megéllapitasdhoz.

A kriminalisztikdban az ismeretlen személyazonossagi  holttesteknél,
testrészeknél és csontmaradvanyokndl lehet sziikséges a molekuldris biologiai
modszerek alkalmazésara. Egy személy genotipusat az anyai és apai allélok egyiitt
adjak meg. Ha egy adott l0kuszra nézve a személy ugyanolyan all¢lokat kapott
akkor homozigoéta ha eltéréeket akkor heterozigota. Egy adott mintan a fliggetlen
l6kuszok egymas utan torténd vizsgalatdval majd a genotipusok Osszevonasaval
készitik el a DNS profilt, ami az egyént egyedileg jellemzi. Egy populdcioban egy
adott DNS-profil tobbszor is eléfordulhat, igy szdmszerien meg kell adni a
statisztikus gyakorisagot (Woller, 1995).

3.4 Molekularis biologiai modszerek alkalmazasa

A molekularis biologiai nem egy elkiiloniilt tudoményteriilet hanem szoros
Osszefiiggésben van mas tudoméanyokkal. A molekuldris bioldgiai vizsgalatoknal
foleg biologiai eredetli molekuldkat vizsgalunk pl. szénhidratok, zsirok, fehérjék
¢és nukleinsavak. Ezek alkotjak a sejteket és szoveteket melyek szintén lehetnek

vizsgalat "alanyai'.
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A molekularis biologia technikék a kovetkezdk:

elvalasztasi technikak,

sejttenyészetek fenntartdsa, manipulalasa,
DNS-, RNS-, fehérjeizolalasi technikak,
nukleinsav-modositd enzimek,
polimeraz lancreakcio,

szekvencia meghatarozas,

hibridizacios technikak,

vektorok,

klénozas, nukleinsav-konyvtarak,
expresszios rendszerek,

mutagenezis, géncsendesités,

fehérjék kimutatésa,

fehérje interakciok.

Elvalasztas technikak

Az elvélasztds technika lényege, hogy a molekuldk fizikai és kémiai

tulajdonsagaiknadl fogva kiilonboznek és ezt kihasznalva egymastol el tudjuk dket

szeparalni. Az elvalasztds technika alapja a hajtéerd pl. nyomads, gravitacio,

elektromos- vagy magnesen mezotér, melyet 6nalld er6ként vagy tobbet egyiitt

alkalmazva hasznalhatunk.

Az elvalasztas technikak kozé tartozik:

a szlirés, melynek két specialis esete van:
o a koncentralas és a dializis,
a centrifugalas,
a kromatografia ahol megkiilonboztetiink:
o kizarésos, adszorpcids (gazkromatografia), megoszlasi (papir- és
vékonyrétek ~ kromatografia), ioncseres €s affinitasos
kromatografiat,

a gélelektroforézis amibdl alkalmazhatunk:
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o agardz, pulzal6 eréterli, poliakrilamid (PAGE) vagy kétdimenzids
(2D) gélelektroforézist,

e ¢sa kapillaris elektroforézis.

Sejttenyészetek fenntartasa, manipulalasa

Gyakran a kutatdsok soran sziikségiink van ¢€l6 organizmusra ilyenkor a
sejttenyészetek adnak lehet6séget a vizsgalatok elvégzésére. Ezeket a sejteket
izolalni tudjuk, in vivo vizsgalatoknal fel tudjuk hasznalni illetve szaporitani

tudjuk oOket.
A tenyészet lehet:

e Dbakterialis,

o ¢lesztégombas,

e Allati vagy emberi, ahonnan harom féle sejtkultirat szdrmaztathatunk:
o immortalizalt, 6ssejtek és primer sejtkulturak,

e ndvényi,

e viralis.

A kiilonbozd tenyészetek altalaban mas eljarast igényelnek a tenyésztésnél és a

transzformalasnal is.

DNS-, RNS-. fehérjeizolalasi technikak

A leggyakrabban a DNS-, RNS- és fehérjék izolalasaval foglalkozik a molekularis
biologia. Az izolalasnal alkalmazott modszereknél figyelembe kell venni a fizikai
behatasokat, a vegyszerekre valo érzékenységet és a bioldgiai érzékenységet a
harom makromolekulanal, ugyanis mashogy reagalnak ezekre. Az, hogy ezeknek

mennyire allnak ellen hatarozza meg az érzékenységiiket.

A nukleinsavak izolalasanak harom 1épése van, el0szor a mintabdl el kell
tavolitani a mas jellegi makromolekulakat, utana meg kell akadalyozni, hogy a
nukledzok miikodésbe 1épjenek, de legalabbis minél kevesebb bontd enzim
aktivalodjon, végiil a sejt- és egyeb tormelékbdl ki kell nyerni a nukleinsavat. Az

izolalasanak tobb formaja van, torténhet hagyomanyos modszerrel, vegyszerekkel
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pl. fenol, kloroform stb. de ezek az emberi szervezetre karos hatassal vannak.
Hasznalhatunk kaotrop ionokat tartalmazo sokat is, igy a nukleinsavakat liveg
feliiletre tudnak kotddni, erre a legalkalmasabb a szilikagyongy vagy -membran,
melyre specifikusak. Ez egy gyors és egyszerii eljaras, de a kivonashoz sziikséges

még egy arra alkalmas kit is (Wunderlich, 2014).

Genomi DNS-t szovetekbdl, vérbdl és sejtkulturakbol is tudunk izolalni. Szévetek
esetén a mintat homogenizalni kell, amihez kiilonb6z6 moddszerek allnak
rendelkezésiinkre pl. potter, dorzsmozsar stb. attdl fiiggden, hogy milyen
szovetbdl akarjuk kivonni a DNS-t. A sejtek liziséhez egy tigynevezett lizis buffer
alkalmazunk melyben altaldban van Tris, kelator (EDTA), detergens (SDS) és
RN-az. A fehérjék eltavolitasahoz proteinaz-K-t alkalmazunk. A tisztitds a
tovabbiakban torténhet fenolos extrakcioval vagy gradiens centrifugaval, majd

alkoholos kicsapassal vagy dializissel hozzajutunk a tiszta DNS-hez.

A plazmid izolalasnal a sejteket lagos sejtlizissel tarjuk fel, igy a DNS kettds szala
szétvalik, a lugon kiviil SDS is van az oldatban. A feltaras utdn semlegesiteni kell
az oldatot kalium-acetattal. Ennek hatdsara a genomi DNS a fehérjékkel
komplexet alkotnak. Kalium-ionnal a kicsapott SDS-ben csapadék jelenik meg
ami tartalmazza a fehérjét és a genomi DNS-t melyek centrifugaldssal

elvalaszthatok egymastol majd a feliilaszobol ki tudjuk csapatni a plazmid DNS-t.

A DNS fragment izolalasnal csak egy bizonyos szakaszra van sziikségiink, az
elvalasztds utdn ezt a szakaszt izolalnunk kell, melyre szamot moddszer

rendelkezésiinkre all:

e clektroelucio,
e alacsony olvadaspontt (low melting point) agaroz,
e olvasztasos kaotrop sok,

e g¢lbdl vald kipréselés.

A DNS izolalason kiviil még RNS-t és fehérjét is lehet izolalni, melyre szintén

tobb-féle modszert alkalmazhatunk.

13



Nukleinsav-moédositd enzimek

A nukleinsav modosito enzimek kozé tartoznak a

e polimerazok: lehet DNS-polimeraz ¢s RNS-polimeraz.
o nukledzok: ide tartoznak a dezoxiriboznukldzok, melybdl vannak:
o aspecifikus DN-azok, restrikcios endonukleazok és ribonukleazok.
e ligdzok
e masodlagos modositd enzim: ezek Ilehetnek alkalikus foszfatazok,
polinukleotid kindzok, és metilazok.

e térszerkezet modositd enzimek: a helikazok €s topoizomerazok.

Polimeraz lancreakcio

A PCR elve, mikodése, és a reakcidhoz sziikséges elegyek az "lrodalmi

attekintés, 3.6"-os részében van leirva.

Szekvenciameghatarozas

A szekvenciameghatarozas soran a nukleinsavak és fehérjék bazissorrendjét
allapitjuk meg. A DNS bazissorend meghatarozasahoz harom klasszikus modszer

van.

e a Sanger-féle lancterminacion alapulé DNS-szekvenalas,
e a Maxam- és Gilbert-féle kémiai hasitasos modszer,

e ¢sa Sanger-Coulson-féle DNS szekvenalas.

A technikak koziil csak az legelsd terjedt el egyszerlisége miatt. Még ennél is
gyorsabb ¢€s egyszeriibb modszer az 01j generdcios szekvenalas. Az eljarasok még
nem forrtak ki teljesen de mindegyiknél PCR segitségével erdsitik fel a
szekvenalni kivant DNS-szakaszt majd egy nagy teljesitményli szamitogép

Osszeilleszti a toredezett DNS-szakaszokat.

A fehérjék szekvanalasanak klasszikus modszere az Edman degradéci6. Ennél van

egy Ujabb modszer a tomegspektrométerrel torténd szekvenalas.
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Hibridizacids technikak

Ezen technika nyujt segitséget ahhoz, hogy a nukleinsavak méretét,
elhelyezkedését és mennyiségét meg tudjuk hatarozni (Wunderlich, 2014). A
technika soran egy specialisan k6t6dé jelolt egyszali kb. 200-2000 nukleotidnyi
nukleinsavat alkalmazunk ami a komplemeter szalhoz kotédik. A jelolt nukleinsav
jelenléte és mennyisége is kimutathato. A kiilonbozd eljarasokhoz kiilonb6zo

hibridizacios technikat fejlesztettek ki. A technikak a kovetkezok:

e Southern-blot,

e Northern-blot,

e dot blot és slot blot,

e nuclease-protection assay,
e DNS chip,

e kolo6nia hibridizacio,

e fluoreszcens in situ hibridizaci6 (FISH).
Vektorok

A vektorokat a molekularis biologiaban arra hasznaljak, hogy idegen DNS-t é16
sejtekbe juttatnak be. Altaldban a vaktorok plazmidok vagy bakteriofigok, de
hasznalhatjdk a kombinécidjukat amit kozmidnak neveziink vagy, mesterséges
kromoszomakat is alkalmazhatnak. A vektoroknak két csoportja van a klonozo és
az expresszald, de vannak olyan vektorok amik mind a két funkcidt képesek

betolteni.

A plazmidok koziil harom fajtit kiilonboztetiink meg: az F plazmid
(szexplazmid), az R plazmid (rezisztenciaplazmid), és a Col plazmid
(antibiotikum termeld plazmid). Az egyik legrégebben felfedezett plazmid a
pBR322, amit mesterséges uton létrehozott DNS-darabok 0Osszevarrasara
hasznalnak. Ez a plazmid tartalmaz egy replikacios origot és két antibiotikum

rezisztens gént is, tovabb alkalmas pozitiv és negativ szelekciora is.

A Dbakteriofdgok olyan virusok amik a baktériumok felszinén vagy benniik

¢l6éskodnek. Képesek modositani a baktérium miikodését oly modon, hogy a
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genetikai anyagukat beléjiik juttatjdk. A bakteriofagokat igy mint vektorokat is
képesek vagyunk alkalmazni, hogy egy olyan DNS szakaszt juttassunk a
baktériumba amit mi szeretnénk. A A-fag tipikus klonozéd vektor, az M13 fag
pedig nem csak klonozé vektorként hanem expresszidos vektorként s

alkalmazhatjuk.

Az egyik legegyszeriibb mod kimutatni, hogy az idegen DNS beépiilt-e a
plazmidba a kék-fehér szelekcio. Ha az agaron kék termék keletkezik ép az enzim
¢s a mesteségesen hozzaadott szubsztratot (X-gal) elhasitja, viszont ha fehér
termék keletkezik az enzim nem miikodd képes, nem tudja elhasitani a
szubsztratot. A kék-fehér szelekcional a legrégebb ota alkalmazott vektor a

pUC18/19.

A kozmidok alapvetden A-fagok de hidnyoznak beldle a A-fag génjei, csak a DNS
becsomagolasahoz sziikséges cos-régio talalhatd meg benniik. A kozmidokon

beliil van egy csoport a fozmidok, amiknek az alapja bakterialis F-plazmid.

A mesterséges kromoszoémakat genomi konyvtarak készitéséhez alkalmazzak
ugyanis nagy-méretii DNS darabot képesek tarolni. Vannak olyan mesterséges
kromoszomak, melyek az €lesztdben torténd replikacidhoz sziikséges szakaszokat
tartalmazzak, ezeket YAC-nak (yeast artificial chromosome) nevezziik. A
bakterialis mesterséges kromoszomakat BAC-nak (bacterial artificial
chromosome), és az emberi mesterséges kromoszomakat HAC-nak (human

artificial chromosome).

A virdlis vektorokkal képesek vagyunk virusok segitségével transzgéneknek a
bejuttatasara. Attol fiiggéen, hogy a gazda milyen, a virus vektorok
integralodhatnak (pl. retrovirus), a genomba vagy episzomaként (pl. Eppstein-
Barr virus), jelenhetnek meg. Ezek a vektorok nagy hatasfokkal tudnak bejutni a
célsejtbe (Wunderlich, 2014).

Klbénozas, nukleinsav-konyvtarak

A molekuléris biologiaban klonozasnak nevezziikk azt a folyamatot is amikor

idegen DNS-t, valamilyen vektorba illesztiink, majd ¢éI6 sejtben felszaporitjuk és
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az akar egy ponton megvaltoztatott genetikai allomdny szaporodasaval

keletkeznek a klonok. A klonozés lehetséges:

e restrikcios enzimekkel

e ¢s ligaz nélkiil, melybdl tobb kiilonb6z6 modszer van:
o USER technolégia
o héaromnukleotidos technoldogia
o TOPO-klénozas

o Rekombinacios klénozas

A nukleinsav-konyvtarak koziil kett6t kiillonboztetiink meg, a genomit és a cDNS-
t. A genomi DNS-t kisebb-nagyobb szakaszokra daraboljuk ami lehet fizikai
behatassal vagy restrikciés endonukleazzal. Ezeket a DNS szakaszokat
vektorokba kell ligalni, majd belejuttatni egy €16 organizmus sejtjébe. A cDNS
konyvtarak kiindulasi alapja mRNS, egy sejt RNS-Osszetételét mutatja be. A
CDNS konyvtarhoz el8szor az els¢ szal DNS-t kell megszintetizalni majd a

masodik szalat.

Expresszios rendszerek

A génekkel fehérjéket tudunk termeltetni, ami az egyik legfontosabb feladat. Az
expresszids vektorba el6szor bele kell klonozni a fehérjét kodol6 DNS-t, majd a
fehérje termeléséhez hozza kell adnunk valamilyen promotert. Specialis
fehérjedoméneket is adhatunk a rendszerhez, annak érdekében, hogy a fehérje

detektalasat, tisztitasat és vizoldhatosagat megkonnyitsiik.

Mutagenezis, géncsendesités

A mutagenezis soran egy generalt genetikai valtoztatast értiink, ami az él6lény
genomjaban torténik. Ez lehet véletlenszerti, de irdnyitott is. Random mutéciokat
PCR segitségével is képesek vagyunk létrehozni. A mutagenezisnek tobb feléjét

ismerjiik, ami lehet:

e iranyitott pontmutacios,
e metil4cion alapulo,

e restrikcios hasitdson alapuld,
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e megaprimer-moédszerrel torténd,
e lanckozti primerrel torténd.
o Deléciokat készithetiink:

o exonukleazokkal,

o hianyos primerekkel,

o PCR-rel,

o ¢és génfuzios PCR-rel.

Egy sejtbdl a fehérjéket nem csak génkilitéssel lehet eltiintetni, hanem
géncsendesitéssel is, igy épségben maradt az azt kédold6 DNS szakasz. A
géncsendesités alapja, hogy a keletkezett RNS féléletidejét csokkenteni kell

jelentés mértékben.

Fehérjék kimutatasa

Mivel a fehérjék a szintézis soran feltekerednek ¢€s felveszik térszerkezetiiket, nem
alkalmas a hibridizacioés technikén alapul6 kimutatas. A fehérjék kimutatasat vagy
az elleniik termel antitesttel lehetséges vagy szelektalt aptamerekkel. Az antitestek

lehetnek:

e poliklonaris antitestek,
e monoklonaris antitestek,

e ¢s masodlagos antitestek.

Fehérje interakciok

A molekularis biologia egyik kutatasi teriilete a fehérjék mikodése, illetve az,
hogy a fehérjék milyen mas molekulakkal 1étesitenek kapcsolatot. Ez azért fontos,
mert maguk a fehérjék kodoljak az él6lények legtobb tulajdonsagat. A fehérjék
képesek specifikusan kotddni bizonyos anyagokhoz, amit a térszerkezetiik révén

érnek el. In vitro kapcsolatok kimutatasa torténhet:

o fuzids fehérjékkel,
e immunpreciptacidval,

e ko-immunpreciptacidval,
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o gél-shifttel,
e fag-display technikaval,

e ¢s kromatin immunpreciptacioval.
In vivo kapcsolatok kimutatasa torténhet:

o ¢lesztd két hibrid rendszerekkel, melyek létrejohetnek:
o szolubilis fehérjék kapcsolddasaval
o ¢és membranfehérjék kapcsolodasaval
o ¢lesztd egyhibrid rendszerekkel, ami lehet:
o ismeretlen fehérje DNS kotodés,
o és transzkripcios faktorok promoter/enchancer-preferencia

e ¢s élesztd harom hibrid rendszerrel (Wunderlich, 2014).

3.5 A nemi hovatartozas meghatarozasa

A kriminalisztikai egyik feladata a személyazonossag a megallapitasa, de mas
természettudomanyos teriiletek is foglalkoznak ezzel. A személyazonosités
torténhet még €16 személy esetében is de altalaban ismeretlen holttesteknél vagy
eldkeriilt hullarészeknél, asatdsok soran felbukkand csontmaradvanyoknal,

tomegszerencsétlenségek aldozatainal fontos megéllapitani a személyazonossagot.

A nem meghatarozasa alapkérdés a személyazonossag megallapitdsa soran a
kriminalisztikdban. A nem meghatdrozasa ép holttesteknél, csontvazakndl nem
jelent nagy problémét viszont toredékes csontvazaknal, gyerekeknél nagy
szakértelem sziikséges. A nemi hovatartozds megallapitasdhoz tobb kiilonb6z6
modszer is rendelkezésiinkre 4all pl. a csontvdz morfologiai vizsgalata,
mikroszkopos vizsgalatok vagy genetikai €s immunologiai vizsgalat soran is

kideritheto.

A csontvazak vizsgalatdbol megallapitott nemi jellegzetességek lehetnek
kvantitativ morfologiai jellegek, ezek anatomiai leiras sordn rogzitett értékek vagy
lehetnek metrikus adatok melyeket abszolut méretekkel vagy jelzokkel lehet

meghatdrozni. A nemi jellegzetességek a csontvazon a masodlagos nemi érés
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soran alakulnak ki. Olyan felnéttkori csontmaradvanyoknal ahol a csontvaz
egészben megmaradt a nem 95-97%-os pontossaggal megallapithatd, de ha a
masodlagos nemi jellegek még nem alakultak ki a morfologiai vizsgalat soran
torténd nemi hovatartozas megallapitasa kétséges lehet. A medence és a koponya
csontok vizsgalata a legalkalmasabb a nem megallapitasara, de igen jellegzetes a

combcsont, felkarcsont, szegycsont és a lapockacsont is (Sotonyi, 2005).

A nem az emberi szOvetek sejtmagjaibol (nyalkahartya, bdr, simaizomszovet,
szivizom stb.) altalanosan kimutathaté mikroszkopos vizsgalat soran. Az X-
kromoszéma elkiiloniil az interfazisaban és bazofilan festddik igy 30-70%-ban
kimutathat6. Férfiaknal csak 10-15%-ban kimutathatdé a sejtmagban a
kromoszéma. Atméréje 0,8-1,2 pm, bikonvex lencse alaka. Csak addig lehet
kimutatni a kromatint (1._abra) amig a magfestés el nem tinik az autolitikus
folyamatok soran. A polimorf magvu leukocitdkban a kromatin dobverd alaku, itt
is bazofilan festddik és 1,5 pum atmér6ji. Ha a fehérvérsejtek 1-2%-ban
megtaldlhatd a néi nemre utal. Ez a mddszer a halalt kdveté 6 oran beliil
értékelhetd biztonsaggal. A ham eredetii sejtekben az Y-kromoszoma fluoreszcens
festéssel jellegzetesen festddik, igy konnyen megéllapithatdé egy korabban

ismeretlen holttestrész férfi eredetii-e.

Az X- és Y-kromoszomat molekularis biologiai, genetikai modszerrel is ki lehet
mutatni. Olyan specifikus szakaszokat is tartalmaznak a kromoszoémak melyek az
Oonbomlas utana is kimutathatoak. DNS kivonas kiilonb6z6 szovetekbdl vagy akar
néhany sejtbél is lehetséges, majd a nemre jellemzd szekvencidk

felsokszorozasaval kimutathatova valik a nem.

Az ember sejtjeinek majdnem mindegyike tartalmaz DNS-t a sejtmagban vagy a
mitochondriumban, igy az oroklott tulajdonsagok segitségével elvégezhetd a
személyazonositas. A lagyrészek pl. csont, fogazat fehérjéi fajspecifikusak, és
hosszu 1d6 utan is kivonhato beldliik a DNS amibdl megallapithatdé a nem vagy a

személyazonossag (Sétonyi, 2005).
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1. abra Barr-testek: normal férfi, normal néi, Klinefelter szindromas
(http://cdn.yourarticlelibrary.com)

3.6 PCR médszer

A polimeraz-lancreakcio (2._abra) egy olyan molekularis biologiai eljaras mely
soran a DNS szal egy adott szakaszat (él6 szervezet nélkiil) fel tudjuk
sokszorozni. A felsokszorozas utdn lehet6ség nyilik annak az adott DNS
szakasznak az elemzésére. A reakcid soran egyetlen gént vagy kisebb nagyobb
szakaszok amplifikalasara keriil sor (nchi). A PRC reakciohoz tobb anyaghoz
sziikséglink van a megfeleld miikddés érdekében. Ezek az anyagok altaldban a

kovetkez6ek:

e DNS templat: tartalmazza a felsokszorozni kivant gént vagy szakaszt.

o Két féle primer: az egyik 5' — 3' iranyba, masik 3' — 5' iranyba hatarozza
meg a DNS szalak iranyat, melyek a templat DNS komplementerei.

e DNS-polimeraz: lemasolja a felsokszorozni kivant régiot.

e Nukleotidok: az 1j DNS szalat felépit6 anyag.

e Puffer: a DNS szamara biztositja a megfeleld kémiai kornyezetet.
A PCR programoknak (3. abra) 3 f6 Iépése van

e a denaturacio: 94-96°C-on a DNS kettds szala szétvalik a hidrogén-
kotések felbomldsa miatt.

e a bekotddés/annealing: a gyartd altal eldirt hdmérsékletet kell bedllitani a
primerek optimalis miikodéséhez, ugyanis csak azon a hdémérsékleti

ponton kotddnek be megfeleléen a szimpla szala DNS-hez.
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e ¢s a meghosszabbitas/szintetizalds: a kapcsolodott primereknél a DNS-
polimerdz elkezdi felépiteni a hidnyz6 DNS szalat. A sziil6 DNS szal

szolgal templatként a leany szal szintetizalasdhoz.

Altaldban ezeket a 1épéseket 30-40-szer ismételtetjilk meg. A kezdeti denaturacid
elott kb. 1-5 percig magas homérsékleten szoktdk tartani a mintat, hogy a templat
DNS szalak teljesen szétvaljanak egymastol. Ez az id6 fiigg a PCR-be helyezett

minta mennyiségétol.

A PCR-t a legkiilonb6z6bb teriileteken és feladatoknal (pl. genetikus betegségek

kimutatasara, ujjnyomat azonositasara, gének klonozasara stb.) lehet alkalmazni
(nchi).

| & Agilent Technologies

2. abra Az altalunk hasznalt PCR 3. abra Az altalunk futtatott egyik

késziilék (sajat foto) program (sajat foto)

3.6.1 A DNS szerkezete

Nukleotid egységekbdl allo polimerek épitik fel a nukleinsavakat. A DNS (4.
abra) adenin, guanin, timin és citozin polimer bazisokbdl épiil fel. Az egymashoz
foszfodiészter kotéssel kapcsolddd dezoxi-riboz részek épitik fel a polimer vazat,

oly modon, hogy az egyik cukorkomponens 3’OH csoportja és kovetkezd
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cukorkomponens 5°0OH csoportja kozott talalhatdo a foszfodiészter kotés. Az
informéciot a bazissorrend hatarozza meg, ami a nukleotid bazisok kiillonb6z6
egymast kovetd sorrendjétdl fiigg. A DNS lanc nem egyenes lefutasu, hanem két
ellentétes iranyu (antiparallel) kettés hélixbol all. A spirdl kiilsé oldalat a vaz
alkotja a foszfodiészter kotésekkel egyiitt, belsejében pedig a bazisok talalhatoak.
Megkiilonboztetjiik a purin bazisokat: adenin és guanin, €és a pirimidin bazisokat:
timin és citozin. A két szalat az egymast kiegészité bazisparok (adenin — timin,
guanin — citozin) alkotta hidrogénhidak kotik 6ssze. Kett6s hidrogénhid koti 6ssze
az adenint és timint, harmas hidrogénhid pedig a citozint és guanint (Adam,
2002).

4. abra A DNS szerkezete (http://www.biologyjunction.com/)

3.7 A vér anatomiaja

A vér (sanguis) piros szinl, siirii folyékony kotészovet. Egy atlagos felnétt emberi
szervezetben 5 liter talalhatd. Felépitését tekintve elkiilonithetjiik a vérplazmat,
ami kb. 56% illetve a sejtes elemeket, ami 44%-ban alkotja a vért. A vérplazma
90%-ban vizbdl és 10% kis- és nagy molekulatomegii anyagokbol tevédik Ossze.
Ebbe a 10%-ba tartoznak a plazmafehérjék, ionok, szerves anyagok, és vérgazok.
A sejtes elemek kozé tartoznak a vordsvértestek (erythrocytak), a fehérvérsejtek
(leukocytdk) és a vérlemezkék (thrombocytak). A sejtes elemek a magzati élet
vége felé mar kizarolag a vords csontveloben keletkeznek (korai embriondlis

korban még a testen kiviil, majd magzati korban a m4j és a 1ép is termel sejtes
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elemeket). Ez aldl kivételt képeznek a lymphocytik, melyek a nyirokszervekben
jonnek 1étre (Szentagothai, 2002).

3.7.1 \Vorosvértestek

A vorosvértestek (5. abra) talalhatok meg a legnagyobb szamban az emberi

vérben, 4,5 — 5,4 db/ul kozotti értékkel. Sejtmaggal nem rendelkeznek, korong
alaktak, a kozepiik bestlippedve elvékonyodik.

5. abra Vorosvértest (http://stevegallik.org)

A vorosvértestek sejthartyaja lipidekb6l és gliikolipidekbdl, illetve fehérjébol és
gliikoproteinekbdl all. Az egyik legfontosabb gliikolipidek az ABO antigének,
melyek a vércsoportokat hatarozzak meg. A vordsvértestek élettartam koriilbeliil
100-120 nap. F6 feladatuk a haemoglobin segitségével az oxigén (Oy) és a szén-
dioxid (CO,) szallitasa. A haemoglobin vas atomjahoz a szénmonoxid (CO) is
képes kotddni, és ezaltal megakadalyozza az oxigén kotddését és szallitasat, ha ez
az allapot tartésan fenn all az a személy szén-monoxid mérgezéséhez vezet

(Szentagothai, 2002).

Ennek egyik jellegzetes motivuma az ¢élénk cseresznyevords szinili, nagy

terjedelmi siillyedéses hullafolt (Gabor, 1983).

3.7.2 Fehérvérsejtek
A fehérvérsejtek a vorosvérsejtekkel ellentétben sejtmaggal rendelkeznek és
szabalyos gomb alakuak. A vérben 5 — 8000 db/ul talalhatdé. Harom fajtajukat

kiilonboztetjiik meg: a granulocytakat, a lymphocytakat és a monocytakat.
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3.7.2.1 Granulocytik

A granulocytak (6. abra) sejtmagja lebenyezett és sejtplazmaban jellegzetes
granulumok lehetnek. Ezek a specifikus granulumok altal harom kiilonb6zo
fajtaju garnulocytat kiilonboztetiink meg festédésiik szerint: neutrophil, eosinophil

¢és basophil.

Neutrophil granulocytik

A fehérvérsejteknek a 60-70%-at a neutrofil granulocytak alkotjak. Sejtmagjuk 2-
5 lebenybdl allo, vékony hidakkal 6sszekotott erdsen festddd durva kromatinbol
all. A plazmaban 1év6 granulumok kicsik, ibolyarozsasziniien festddnek tehat sem
a bazikus sem a savas festékek keverékébdl egyiket sem kotik meg. NoOben
megfigyelhetd az egyik karéjon egy jellegzetes dobverd alakl heterochromatin-
tomoriilés [Barr-test (1._abra)], ez az inaktiv X kromoszomaval egyeztethetd. A
neutrophil granulocytak f6 feladata a szervezetet megvédeni a baktériumoktol és
mas kisebb idegen anyagoktol. Mozgékonyak, a szovetekbdl a vérerekbe képesek
diffundalni majd a véraram segitségével a fertdzés vagy sériilés helyére jutnak,
ahol amoboid mozgassal koriilveszik a fert6zott gocot vagy az idegen testet,
phagocitaljak és a granulumokban lebontjdk Oket. A folyamat soran sok sejt

elpusztul és osszegytilik, igy képzdédik a genny.

Eosinophil granulocytak

Egy egészséges emberben a fehérvérsejteknek minddssze csak 2-4%-at teszik ki
az eosinophil granulocytak. A sejtplazmaban helyet foglalo granulumok
eosinophilan (lugosan) festédnek. Ezért a jelenségért a centralis kristaly felel6s,
amely bazikus protein tartalmi. A sejtmag altalaban 2 lebenybdl all, amiket
vékony hidak kotnek 0Ossze. Gyengébben festddnek, mint a neutrophil
granulocytdk, kromatin szerkezetiik finomabb. F6 feladatuk az immunrendszer
erdsitése, allergids reakcioknal és egyes parazitds megbetegedéseknél a szamuk

megnd a keringd vérben, de ez még nem teljesen tisztazott.
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Basophil granulocytik

A basophil granulocytakbol még kevesebb talalhato a fehérvérsejtek kozott,
csupan csak 0,5 — 1%-at alkotjak. Granulomai basophilan (savasan) festédnek és a
magot elfedik, ezért a sejtmag alakjat nehéz meghatarozni. A kotdszoveti
hizosejtekkel megegyezd mikodésiiek, tulajdonképpen az eléfutaranak
tekinthetoek. Ha allergias reakcio 1ép fel a szemcsékben 1évd tartalom kiiriil

(Szentagothai, 2002).

Neutrophil granulocyta Eosinophil granulocyta Basophil granulocyta

6. abra Granulocytak (https://upload.wikimedia.org)

3.7.2.2 Lymphocytik

A lymphocytak (7.__abra) fehérvérsejteknek a 20-30%-at alkotjak.
Keletkezésiiknek a helye tilnyomé részt a nyirokszervek. A keringd vérben
egészen a kis mérettdl 6-8 pm (melyek a lymphocytak 92%-at alkotjak), a nagy
12-18 pm-es (ez alkotja a maradék 8%-ot), tartomanyig megtalalhatoak. A
kisméretiieck 5 um-es magatmérdvel rendelkeznek, a nagyobbak pedig 7 pm-es
sejtmaggal. FO feladatuk az immunrendszerrel kapcsolatos. Keletkezésiik helye

szerint megkiilonbdztetjiik a T-lymphocytakat és a B-lymphocytakat.

A T-lymphocytak olyan Ossejtekbdl keletkeznek, amelyek a csecsemdmirigybe
(thymus) vandoroltak majd utana a nyirokszervekbe. Ezek alkotjak a lymphocytak
80%-at. Harom altipusat kiilonboztetjiilk meg, vannak a Ty sejtek a tamogatok
(helper), a T, sejtek a pusztitok (cytotoxicus), és a Ts sejtek a visszafogok

(supresszalo).

A B-lymphocytdk a csontveloben alakulnak ki és onnan jutnak at a

nyirokszervekbe. Neviiket a madarak busra Fabricii nevii szervérdl kaptak,
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ugyanis az ott keletkezd immunsejtekkel analég mikodésiiek a human B-
lymphocytédk. Antigénstimulus hatdsdra immunoglobulinokat termelnek és plazma
sejtekké differencialodnak, talalhato koztiikk természetes 6l6sejtek (natural killer,
NK sejtek) ¢és memoriasejtek is. A vérben keringd lymphocytak készenléti sejtek,
ha valamilyen idegen anyag keriil a szervezetbe, osztddnak és olyan sejtekké
differencidlodnak melyek az immunvédekezésben kozvetleniil részt vesznek

(Szentagothai, 2002).

7. abra Lymphocytak B és T-sejt (http://upload.wikimedia.org)

3.7.2.3 Monocytik

A monocytak (8. _abra) a fehérvérsejtek minddssze csak 3-8%-at alkotjak.
Méretiiket tekintve (kb. az eosinophil granulocytakkal és a nagyobb méretii
leukocytakkal egyenld) 12-15 pm-es nagysaguak. A sejtmag lehet bab vagy patko
alaki, a kromatin még a lymphocytaknal is gyengébben festddik mivel az
allomanya finomabb. A csontveldben keletkeznek specidlis eldalakbol, a

monoblastbol (Szentagothai, 2002).

8. abra Monocyta (https://upload.wikimedia.org)
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3.7.3 Vérlemezkék

A vérlemezkék szama a keringd vérben kb. 300.000 db/ul, alakjukat tekintve
ovalisak vagy kerekek, laposak, 2-4 pm-esek. Elettartamuk kb. 5-10 nap. A
csontvelében 1évé megakaryocytakbol szarmaznak. Fo feladatuk a véralvadasban
van. Ha az ereknek megsériilnek (9. dbra) az endothel sejtjei a vérlemezkék
Osszetapadva egy un. thrombocyta dugaszt hoznak Iétre, mellyel teljesen
megakadalyozzak egy id0 utan a vér szivargéasat az érbol. A folyamat soran a
vérlemezkék nem csak Osszetapadnak, hanem szét is esnek, ezaltal szerotonin
szabadul fel beldliik, ami érszlikit6 és igy tovabb fokozodik a vérzés csillapitasa
(Szentagothai, 2002).

9. abra Ersériilés (http://www.med-health.net)

3.8 Kromoszomak és rendellenességek

A legjobban az XX-XY nem meghatarozas az ismert (ezen kiviil még két nem
meghatarozast létezik az XX-X0 és a ZZ-ZW). Az emldsok tehat az ember is
egyontetiien ebbe a nem meghatarozasi fajtaba tartoznak. Az XX kromoszémaval
a nostények az XY kromoszomaval a himek rendelkeznek, tehat az utdd nemét az
hatdrozza meg, hogy a him spermiuma a megtermékenyités utdin X vagy Y
kromoszoémat tartalmaz-e. Citologiai vizsgélattal az Y kromoszéma jol

elkilonithetd az X kromoszomatol, mert az annal sokkal kisebb.

Vannak olyan esetek, amikor a nemi kromoszomaknak a szdma eltérhet a
normalistol. Az X kromoszoma olyan géneket hordoz, amelyek

nélkiilozhetetlenek mind a két nem szamdra. Ha hidnyzik vagy tobb van beldle
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genetikai rendellenesség all fel. Amikor XX helyett csak egy darab X
kromoszémaja van az érintett egyénnek, taléli a kromoszoma veszteséget. Ez a
betegség a Turner szindroma (10. abra), jelolése XO0. Az ujsziilottek kozott
1/3000 gyakorisaggal fordul el6. A betegség csak ndket érint, akik alacsony
termetiek, zomokek, a valluknal és a nyakuknal bérredd talalhato, épelméjliek és

sterilek.

A Klinefelter szindromanak (10. abra) 1/1000 az eléfordulasi esélye az
ujsziilotteknél. A kromoszoma készletiiket az jellemzi, hogy kettd vagy annal tobb
nemi kromoszéomaval rendelkeznek. Altaldban az XXY fordul eld, de lehet
XXXY, XXXXY vagy XXYY is. Ebben a szindromaban szenvedd férfiakra
jellemz0, hogy magasak, ritka az arcszorzetiik, csipdjiik kerek, melliik nagyobb az

atlagosnal és az intelligenciajuk atlagos (Mardy, 2009).

Turner Klinefelter

3k oA s }} )ﬁ H 1 “f‘

4

W OAS BR 8% K8 88 dx 8% KK
6 7 8 9 10 6 7 8 9 10
U 8% A0 AD 0A Kb #8  oN bk o0
1 12 13 14 15 1" 12 13 14 15
kX an AA XX F3 KR KR 4x XX XX

16 i 18 19 20 16 17 18 19 20

AR A LN an
21 22 21 22

10. abra A Turner- és Klinefelter szindroma Kkariogramja

(http://image.slidesharecdn.com)

3.9 Vércsoportok

A vércsoportrendszer az emberi vérben taldlhatd vorosvértestek membranjan
talalhato makromolekuldk alapjan kategorizalhatok. A makromolekuldk mas és
mas antigéndeterminansokat tartalmaznak és antigénként miikodnek. Ma 29
vércsoport rendszert ismeriink az emberi szervezetben, melyek egymastol

kiilonalldak és oroklodésiik sem fiigg a masiktol. Az ABO(H)- és Rh-vércsoport
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rendszerek a legjelentdsebbek. De meg kell emliteni az MNS (MNS), a Lutheran
(LU), a Kell (KEL), a Lewis (LE) és Duffy (FY) vércsoportokat is, ugyanis néha
pl. szervatiiltetésnél, orvosi problémakat okozhatnak. Az egymastol fiiggetlen
oroklodésti vércsoport és vércsoport rendszer antigének, annyira jellemzoek egy

személyre, hogy majdnem olyan egyediek mint az ujjnyomat.

Az ABO(H)- vércsoport Karl Landsteiner fedezte fel, ez volt a vilagon az elsé
vércsoportrendszer rendszer amit megallapitottak, nevét a vordsvérsejteken
talalhato A-, B- és H(0) antigénekrdl kapta melyeknek A-, B-, 0, és H-génjei
felel6sek azért, hogy kialakuljanak. Az antigén kiilonbségekért a lanc végi
monoszacharidok felelések. Fenotipus szerint az emberek négy vércsoportba
tartozhatnak: A, B, AB és 0 (11. abra). A 0-s vércsoportid emberek
vordsvértestein csak H-antigén talalhatd, ha a H-antigénhez még kotédik N-acetil-
galaktozamin kialakulnak az A-antigén, ha pedig a H-antigénhez egy masodik
galaktoz kotddik, akkor B-antigén alakul ki. Ugyanazon a vordsvértesten
megjelend A- és B-gén AB-s vércsoportot eredményez. Az A- és B-gének
kodominansan mig a 0-gén recessziven 0rokloédik. Az igazsagligyi orvostanban
gyakorlati szerepe van a vércsoportok meghatarozasanak, az 6roklési viszonyok
ismeretében ugyanis kizdrhato vele a vélelmezett sziild, de az nem bizonyithatd

ezzel a modszerrel, hogy ki a sziild.

11. abra Vércsoport tipusok: 0, B, A (https://upload.wikimedia.org)

Az Rh-antigéneket 3 allél génpar ¢/C, d/D, és e/E alakithatja ki és 6rokiti oket. A
d-gén abszolut semmilyen génterméket nem hoz létre, a c-, C-, e- és E-gének
gyengén immunogének. Rh-pozitivoknak nevezziik azokat a személyek akiknek a
vordsvérsejtjein megtaldlhatd a D-gén, ez a leger6sebb immunitassal bird gén,
mely antigénképzddés valt ki a szervezetben. Azokat az egyedeket akinél nem
talalhaté meg a D-gén de mas Rh-antigén talalhat6 a vordsvértestek felszinén Rh-

negativoknak nevezziik. Orvosi szempontbol erés immunogén hatasa miatt csak a

30



D-génnek van jelentdsége. A D-antigénnel szembeni immunvalasz két féle képpen

johet 1étre:

e Vératomlesztéssel, ilyenkor Rh-negativ személy Rh-pozitivos vért kap,
vagy

e terhesség soran, amikor Rh-negativ anya Rh-pozitiv gyermeket var, 4-6
hét utan az anya vérében kialakulnak anti-D-antitestek, amik tobb éven

keresztiil is jelen lehetnek.

Ezek az anti-D-antitestek tobbsége az IgG csaladba tartozik. Ha az Rh-negativ
anya ismét terhes lesz, Rh-pozitiv magzattal, ezek az antigének megtamadjak a
magzatot, a placentan keresztiil 4thatolva bejutnak a magzat vérkeringésébe, ahol

annak voOrdsvértestjeivel reakcioba 1épve akar hemolysist is okozhatnak (Fonyo,
2008).

3.10 A fog anatomiaja
Az emberi fogat (dens, dentis) (12. _abra) 3 f6 részre lehet osztani, a koronara
(corona dentis), a gyokérre (radix dentis) illetve a két résznek a hataran talalhato

fognyakra (cervix dentis).

A korona a szajliregben szabadon elhelyezkedd, az alveolusbdl kiallo rész melyet
zomanc fed. Két féle korona létezik, az egyik a zomdnc-cement hatarig
(fognyakig) terjed ez az anatomiai korona, normal esetben itt tapad meg az iny.
Az iny széllel nem fedett részt klinikai koronanak nevezziik, nem minden esetben

egyeznek meg.

A fognyak a korona és gyokér kozotti atmenet, a zomanc-cement hatara és annak

kornyéki része. Nem egy egyenes rész hanem hullamvonalszer(i lefutasti mintazat.

A foggyokér az allcsontokba beagyazddott rész, mely cementtel fedett (Fazekas,
2006).

Egy teljesen kifejlett maradandd emberi fogazat 32 db fogbdl all. A marado
fogazat képlete embernél: 2123. Az emberi fogazatot 4 tipusu fog alkotja:
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e metszéfog: Gsszesen 8 db talalhatd egy teljesen kifejlett maradando emberi
fogsorban, funkciojukat tekintve harapasra szolgalnak. Egy gyokérrel
rogziilnek az allcsontokban.

o szemfog: Gsszesen 4 db talalhatd belSlik, és a tépést biztositjak. Egy
gyokérrel rendelkeznek.

o kisOrl6: dsszesen 8 db van, feladatuk a szétnyomds és darabolas. A felsd
elsd két kisorld 2 gyokérrel a masodik kettd illetve az alsok egy
gyokertiek.

e nagyorld: dsszesen 12 darab van a teljesen kifejlett fogsor esetében, ezen
tipustt fogak végzik a legnagyobb ragomunkat. A felsé nagy 6rléknek

harom gyokere van, az alsé nagydrléknek két gyokertiek.

A fogakat zomanc-, dentin-, és cementallomany épiti fel. A fog belsejében a
fogbél (pulpa) talalhato (13. abra) (Donath, 2005).

ALITREEETE:
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12. abra A teljes emberi fogsor (http://wellnessadvocate.com/)

Zomanc (substantia adamantina)

A zomancréteg fedi kiviilrél a fogkoronat, a szervezetben talalhatd legkeményebb
szovet. Ez a keménység a 96-99% anorganikus anyagu felépitésének &s
kristalyszerkezetének koszonhetd. A réteg keménysége nem egyenlé mindenhol,

sem egyedeknél sem foganként és egy fogon beliil is eltérhet.
Dentin (substantia eburnea)

A dentin alkotja a fogak legnagyobb allomanyat, keménysége joval a zomanc alatt

van, az alacsonyabb anorganikus anyagl felépitése miatt, de ezaltal sokkal
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rugalmasabb szovet, kevésbé torékeny mint a zomanc. A fogbélkamrat veszi
korbe. A dentin a csontokhoz hasonld €16 szovet (de az atépiilés nem jellemz6 ra),
talalhatoak benne dentin csatorndk (tubulusok), melyekben az odontoblastok
nyulvanyai (Tomes-féle rostok) foglalnak helyet, ez a szerkezet a fog fejlodése

soran alakul ki és nem valtozik.
A dentin tipusai:

e Mantle-dentin: elsé, homogén dentin réteg, olyan odontoblastok
melyeknek még nincs Tomes-nyulvanya, ezek az odontoblastok hozzak
1étre ezt a nem tal dsvanyosodott réteget.

e Predentin: az odontoblastok altal termelt, még nem asvanyosodott réteg

e Primer dentin: a fogak kialakulasakor képzddik

e Secunder dentin: szerkezete ugyanolyan mint a primer dentinnek, a fogak
kialakuldsa utan, az egyed élete soran folyamatosan termelddd dentin.

e Tercier (reparativ) dentin: védekezési reakcid soran képz6doé dentin,
melyeket kiilsé ingerek (pl. fogszuvasodas) valtanak ki. Szerkezete nem
egyezik meg a primer dentinélvel, a dentin csatorndk is hianyozhatnak

beldle.
Cement (substantia ossea dentis)

A cement a foggyokeret fedd réteg. A cement periodontium szévet melynek a
fontossaga a fogak megtamasztasdban ¢és tartasdban van. Nagyon fontos szerepet
toltenek be a periodontium szdvetbe tartoz6 részek, hiszen ha nem megfeleléen

tud régziilni a fog, akkor akar z a fog elvesztésével is jarhat.
A periodontium két f6 Gsszetevoje:

e (Qingivalis: részei a szabad inyszél, a feszes iny, a laza alveolaris
nyalkahartya.

e RoOgzitd apparatus: részei a gyokérhartya, a cement €s az alveolaris csont.
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Fogbél (pulpa)

Ahogy a fognal, a pulpanal is megkiilonbdztetiink korona- és gyokérpulpar.
Alakja miatt a koronapulpat 2 részre osztjuk, pulpaszarvra ¢és pulpakamrara. A
fogbélnek 3 funkcidja van: iranyitja a dentin- és zomancképzddés, védekezd €s

érzékel funkciot tolt be (Fazekas, 2006).

Korona— /\/\T Zomanc
"= Dentin

Nyak — | B — Iny

Fogbel
Gyoker Ideg és
véredényelk

s —Csont

13. abra A fog (http://img.webmd.com)

4 Anyag és Modszerek

4.1 Csontleletek
A fogmintdkat Dr. Toth Gabortol a Nyugat-magyarorszagi Egyetem Biologia
Intézet Allattani Tanszék oktatojatol kaptuk. A mintdk Balatonudvaribol

szarmaztak, el6zetes archeologiai modszerekkel a szakértok megallapitottak, hogy

a leletek avar koriak igy kb. 1200-1400 évesek.

4.2 DNS kivonas vérbol
A vérbol valo DNS kivonashoz eldszor egy vorosvérsejt (RBC) lizis buffert (14.

abra) 10x hasznaltunk mely a kdvetkezoket tartalmazta:

o 826 g ammodnium klorid (NH4CI),
e 1,19 g natrium-hidrogénkarbonat (NaHCO3),
e 200 ul 0,5M EDTA,

34



majd 100 ml-re egészitettilk ki az oldatot desztillalt vizzel és a pH-jat 7,3-ra
allitottuk be.

Tovabba sziikségiink volt még egy fehérvérsejt (WBC) lizis bufferre (15. abra) is,

amit a kdvetkezd anyagokbol allitottunk 6ssze:

e 79 mg Tris-hidrogénklorid (Tris-HCI)
e 148 mg natrium-klorid (NaCl)

e 1mlO05MEDTA

e 59gSDS

majd 50 ml-re egészitettiik ki a buffert.

14. abra A vérminta RBC lizis buffer 15. abra A vérminta WBC lizis

hasznalata utan (sajat foto) buffer hasznalata utan (sajat fotd)

A kivonas soran 300 pl vérhez adtunk 900 pl RBC lizis buffert (az eredeti vér
mennyiségéhez képest mindig haromszor annyi mennyiségii RBC lizis bufferre
van sziikség), majd vortexeltiilk par mdasodpercig €s 2000 rpm sebességen 10
percig centrifugaltuk. A centrifugalas utdna a feliiluszot eldobtuk és 1 ml-t
atraktunk egy Uj eppendorf csébe és az imént leirt folyamatot haromszor
megismételtiik, hogy mar egy kozel tiszta feliiluszot kaptunk. A pellethez 500 pl
WBC lizis buffert adtunk majd par masodpercnyi vortexelés utana 400 pl-t
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atraktunk egy uj eppendorf csébe, és 10 ul 10mg/ml proteinaz K-t adtunk. 2 6ran
keresztiil 56 °C-on inkubaltuk.

Az inkubalas utan 300 pl-t attettiink egy 0j eppendorf csébe és 300 ul fenol-
kloroform-izoamil alkoholt (25:24:1) (mindig ugyanannyi mennyiségiit) adtunk
hozza, kicsit megvortexeltiik és 10.000 rpm sebességen 10 percig centrifugaltuk.
A feliiluszot kell megtartani, amit egy 4j eppendorf csébe atpipettdztuk majd 2x
megismételtiik az imént leirtakat. Az ismétlések befejezés utan a feliiliszohoz 10
ml 10 mg/ml RNase-Exitus Plus-t (Applichem) adtunk és 37 °C-on 30 percig
inkubaltuk.

Egy 0j eppendorf csébe 200 pl-t atraktunk és hozzaadtunk 200 pl fenol-
kloroform-izoamil alkoholt (25:24:1) és 10 percig 10.000 rpm sebességen
centrifugaltuk. Utdna a feliiluszobol 200 ul-t attettiik egy 0j eppendorf csdbe és
200 pl 100%-os etanolt adtunk hozza (ugyanannyi mennyiségi etanol kell). 10
percig -20 °C-on tartottuk a csovet és utana 10.000 rpm sebességen 20 percig
centrifugaltuk. A pelletet megtartottuk és 250 pl 70%-0s etanolban feloldottuk,
majd 10.000 rpm sebességen 10 percig centrifugaljuk. A pelletet megszaritjuk és
50 pl nukleazmentes vizet adunk hozza (Ghatak, 2013).

4.3 PCR maddszer alkalmazasa a vérmintaknal
A PCR termék 0sszeallitasahoz

e 25 ul Master mixet,
e 1 ul Taq polimerazt,
e 5 ul forward primert,
e 5 ulreverse primert,
e 5 ul templat DNS-t,

e O ul steril vizet

mértlink Ossze, igy 0sszesen 50 ul végtérfogati PCR terméket készitettiink.
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A primerek (16. abra) kivalasztasa Faeman (1995) alapjan tortént:

e Forward (XY): CAGCTTCCCAGTTTAAGCTCT
e Reverse X: TCTCCTATACCACTTAGTCACT
e Reverse Y: GCCCAAAGTTAGTAATTTTACCT

X ReY Y Rev! Y Fi

A

hoy. o 'o2.08. Qor0

16. abra A PRC reakciohoz hasznalt primerek (sajat foto)

A PCR program a kdvetkez6 volt:

e 93°C 5 perc
e 94°C1 perc
e 50°C 1 perc p40x ismételjiik
e 72°C1 perc
e 72°CS5 perc

a PCR végén a csoveket 25 °C-on tartottuk.

4.4 Agaroz gél elektroforézis a vérmintaknal
A PCR altal felsokszorozott minta megjelenitéséhez 1%-os agaroz gél-t (17.

abra) készitettiink ami a kdvetkezoket tartalmazta:

e 0,7 gagaroz,
e 2 ml TAE buffer,

e 68 ml desztillalt viz,

37



ezeket mikrohullamu siitben addig melegitettiik, mig az agar6z fel nem oldédott

teljesen, azutan kihttottiik és
e 30 pl ethidium-bromidot adtunk hozza.

A gél altal megjelenitett eredmények foté forméjaban dokumentaltuk.

17. abra Gélelektroforézis. A gél zsebeiben lathaté: a DNS létra, a kivont
DNS X-primer készlettel és a DNS Y primerkészlettel (sajat foto)

4.5 A fogmintak elokészitése és a DNS kivonasa
A fogakbol valo DNS kivondst vizszintes és fiiggbleges aramldsu laminaris

fiilkében végeztiik, amit eléz6leg 70%-o0s etanollal fert6tlenitettiink. A furofejeket
elozetesen autoklavban 120 °C-on sterilizaltuk majd RNase-Exitus Plus

(Applichem) és 70%-os etalonnal is fertStlenitettiik 6ket 5-5 percen keresztiil.

A fogakbol valé DNS kivonasnél a beszennyezddés minimalizalasa érdekében a
fogakat lemostuk desztillalt vizzel és a legkiilsé felszintliket lecsiszoltuk. A fog
gyokér feldli részeébdl is eltavolitottuk annyit, hogy a foggyokér szabad szemmel
lathatéva valt. Egy gomb alaku furdfej segitségével egy kisebb véjatot
készitettlink, ezen a mélyedésen keresztiil egy hegyes furofejjel (18. abra) a fog
gyokércsatonajan keresztiil egészen a fogbélig vagy pulpaig furtunk (19. abra)
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ahonnan a mintavétel tortént. A fogport egy 1,5 ml-es eppendorf csébe fogtuk fel.
A kivonashoz sziikséges fogpor mennyisége kb. 10 mg. A DNS kivonashoz
Phusion Human Specimen Direct PCR kitet (ThermoScientific) (20. Abra)

hasznaltunk a kdvetkez6 képpen a 10 mg fogporhoz:

e 50 ul Dilution buffert,
e 1,5 ul DNA release additive-t

adtunk hozza, majd egy rovid vortexelés utan 2-3 percig hagytuk
szobahOmérsékleten allni. Ezutdn 98 °C-os vizfiirddbe helyeztiik 2 percig és utana
10.000 rpm sebességen 2 percig centrifugaltuk, és a DNS a feliiliszoban volt

jelen.

18. abra A fog tisztitasahoz és 19. abra A kutatas soran felhasznalt
farasahoz hasznalt farofejek egyik fogminta (sajat foto)

(sajat foto)

4.6 PCR alkalmazasa a fogaknal
A PCR reakciohoz Phire Green Hot Start 11 DNA Polymeraset (ThermoScientific)
(21. abra) hasznaltunk és a kovetkez6 képpen allitottuk Gssze:

e 10 ul 5x Phire Green Reaction Buffer
1 pul 10mM dNTPs

5 ul forward primer

5 ul reverse primer

10 pl templat DNS
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e | ul Phire Hot Star 1I. DNA Polymerase

e 18 ulsteril viz

igy az Ossz. térfogat 50 pl volt.
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20. abra Fog DNS Kkivonashoz 21. dabra Fog PCR reakciéjahoz

hasznalt kit (sajat foto) hasznalt polymerase Kit (sajat foto)

A PCR program a kovetkezo volt:

e 98°C30mp
e 98°C 10mp
e 50°C 10 mp p40x ismételjiik
e 72°C10mp

e 72°C 1 perc
a primerek (16. abra) itt is, mint a vérnél ugyanazok voltak:

e Forward (XY): CAGCTTCCCAGTTTAAGCTCT
e Reverse X: TCTCCTATACCACTTAGTCACT
e Reverse Y: GCCCAAAGTTAGTAATTTTACCT

4.7 Agaroz gélelektroforézis a fogaknal
A PCR altal felsokszorozott mintat 1%-os agardz gélen jelenitettik meg (22.

abra), ami tartalmazott:
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e 0,7 gagardz,
e 2 ml TAE buffer,

e 68 ml desztillalt viz,

ezeket mikrohullamu siitében addig melegitettiik mig az agar6z fel nem oldodott

teljesen, azutan kihfitottiik és

e 40 pl ethidium-bromidot adtunk hozza.

1500 bp. e—
800 bp. we—

400 bp

200 |jp

50 pr

i

22. abra A fogakbol kivont DNS megjelenitése gélelektroforézissel,

L-létra, 1-ismeretlen, 2-férfi, 3-férfi , 4-néi (sajat foto)

A gélen megjelend szekvencidkat lefotoztuk és az eredményeket Microsoft Office

Excelben elemeztiik.
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5 Eredmények

A vérmintak vizsgéalatandl Ghatak (2013) cikke alapjan kezdtink el az
elokésziileteket és a munkat. A vér elemzésére azért volt sziikség, hogy egy olyan
biztos molekularis biologiai modszert tudjunk kidolgozni amellyel a primerek
pontos és specifikus mitkodését meg tudjuk allapitani. A vérmintaknal ismert volt
a mintat add személynek a neme. A vér mintavételezése steril vérvételi landzsa
segitségével tortént a kisérlet elvégzése elott kozvetlenil. Ezzel tudtunk
meggy6zOdni arrdl, hogy a PCR reakcid soran a primerek mitkodoképesek, illetve
jO helyre kotddnek be, amit késébb gélelektroforézissel mutattunk ki, Az
eredmények pozitivak voltak tehat a primerek megbizhatéak, megallapitottuk,

hogy X- és Y kromoszoma (23. abra) specifikusak.

M4
330 bp = X Chr
MW;F:
M4 | //"5
= ¥
218 bp - Y Chr

23. abra Az X- és Y-kromoszoma kozotti kiilonbség (Faerman, 1995)

Az archaikus fogmintdkndl hasznalt kiteket modern kori fogmintakon is
Kiprobaltuk, mind kettonél ugyanazt a protokolt alkalmaztuk ami az "Anyag és
Modszerek" részben le van irva. Kiprobalasra kertilt a DNS kivonashoz sziikséges
Phusion Human Specimen Direct PCR kit, a vérmintanal is tesztelt primerek €s a
PCR reakciohoz hasznalt PhireGreen Hot Start Il DNA Polymerase. A Kitek
annyira specifikusak, hogy modern kori fogmintakon nem lehettet alkalmazni,

nem kaptunk értékelhetd pozitiv mintakat.

Osszesen 11 darab archaikus fogmintat vizsgaltunk meg, melyek az avarkorbol
szarmaztak tehat kb. 1.000 - 1.200 évesek voltak. Az Osszes fogat ugyanugy
kezeltiik és végeztink el rajtuk minden vizsgalatot. A 11 darab fogbol
megallapitottuk, hogy 4 darab férfi¢ és 3 darab néé volt, 4 darabnal pedig nem

tudtuk meghatarozni a nemet. Azoknal a fogaknal ahol a nemet nem tudtuk

42



megallapitani 2 darabnal ujravizsgaltuk a fogakat az eredeti mddszerrel illetve

kiprébaltunk két masik PCR terméket.

A kutatas soran megallapitott nemek
eloszlasa

Mismert Mismeretlen Mférfi MnGi

Az 0j PCR termékek a Phusion U Hot Start DNA Polymerase (Thermo Science)
¢és a 2x Phusion U Hot Start PCR Master Mix (Thermo Science) (24. abra) voltak.
A két 0j anyaggal sem jartunk sikerrel, ezért valosziniisithetd, hogy a fogakban

mar nem volt elegendé DNS a nem azonositasara.

¥ e

24. abra Az ismeretlen fog Gjravizsgalasahoz hasznalt PCR termékek

(sajat foto)

Az munkafolyamat végén az 0sszes gélt lefotoztuk €s az eredményeket Microsoft

Excel programban taroltuk.
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6 Megvitatas

A kutatas soran nem meghatarozast végeztiink PCR segitségével melyhez a DNS-t
kiilonb6z6 human eredetli szovetekbdl vontuk ki. A DNS kivonéasahoz kiilonb6z6
buffer anyagokat valamint specialis kiteket alkalmaztunk. Az adott DNS szakasz
felsokszorozasahoz X- és Y-kromoszoma specifikus primereket valamint
genomialis DNS-t hasznaltunk. A 11 megvizsgalt fogbol 7-nél sikeresen

megallapitottuk a nemet (4 férfi, 3 n6i).

A negativ mintaknal az "Anyag és Modszerek" résznél ismertetett protokoll
alapjan végeztiik el a fogak Gjravizsgalasat illetve két uj anyagot is kiprobaltunk a
vizsgalat soran a Phusion U Hot Start DNA Polymerase-t (Thermo Science) és 2x
Phusion U Hot Start PCR Master Mixet (Thermo Science) a gyartd altal el6irt
hasznalati Gtmutaté alapjan. Az eredeti protokoll alapjan tortént Gjra vizsgalatok
soran ¢s az 0j anyagokkal sem jartunk sikerrel, ezért valoszintsithetd, hogy azok
az archaikus fogak mar nem tartalmaztak annyi DNS-t amib6l kimutathaté lett

volna a nem.

A vizsgalat soran megallapitottuk, hogy az altalunk hasznalt primerek
megbizhatéak, csak az X- és Y-kromoszéma allélokra érzékenyek. A DNS
kivonas sikerességét nem befolyasolta, hogy a fogak honnan szarmaztak és
mikoriak voltak. Sikeriilt 11 db fogbdl 7-nél megallapitani nemet, melyek eldtte
ismeretlen nemiiek voltak. Ez a moddszer a késObbiek sordn is alkalmazhaté a

nemi kromoszoma meghatarozasara.
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7 Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani a Nyugat-magyarorszagi Egyetem Savaria
Egyetemi Kozpont Természettudomanyi és Muszaki Kar Biologia Intézetének és
konzulensemnek Dr. Molnar Péternek, hogy segitették a tudomanyos fejlédésemet

¢s munkdassagomat.

Tovabba szeretném megkdszonni Schmidthoffer Ildikonak, hogy segitségemre
volt a laboratoriumi munkak soran illetve Dr. Toth Gabornak a kutatasi

foganyagokért.

Nem utols6 sorban szeretném megkdszonni Sziileimnek, hogy lehetdséget adtak
arra, hogy tanulhassak, illetve Barataimnak is, hogy végig mellettem alltak és

tamogattak.
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